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Preambulo

Esta tese versa sobre a interacdo da luz visivel com superficies
bioldgicas, especificadamente células epiteliais e cabelo. Para facilitar a leitura,
nos preparamos uma introducdo geral que aborda desde conhecimentos
genéricos até mecanisticos/moleculares da interacédo das células da pele e do
cabelo com a luz UV-Alvisivel e que justifica os objetivos de pesquisa e
facilitam a discussédo deste trabalho. Os resultados foram organizados em seis
capitulos. Todos visam responder questdes relacionadas ao tema central, mas
com objetivos especificos e desenhos experimentais distintos. O primeiro e 0
segundo capitulos apresentam os mecanismos de fotossensibilizacdo da
melanina e o efeito em cabelo ap6s excitacdo com luz visivel. O terceiro
descreve os efeitos destas reacBes de fotossensibilizacdo da melanina em
células epiteliais e 0 quarto aborda uma estratégia de protecdo das células
epiteliais contra estas mesmas reag¢fes. No quinto capitulo descrevemos 0s
mecanismos da fotossensibilizacdo UV-A que levam a formacéo de lipofuscina
e ativam mecanismos de foto-oxidagao no visivel. O sexto capitulo relaciona a
liberacdo de citocinas proé-inflamatérias com as doses UV-A. Na concluséo
agregamos 0sS novos conhecimentos visando contribuir para o melhor

entendimento da interacdo da luz com as superficies biolégicas.



RESUMO

Chiarelli-Neto, O. Efeitos da luz UV-A e visivel em células da pele e no
cabelo. 2014. 186p.

Tese de doutorado — Programa de Pos Graduacdo em Ciéncias (Bioquimica).
Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil.

A luz solar apresenta ondas eletromagnéticas em ampla faixa espectral,
incluindo as regides do ultravioleta (UV-C, UV-B, UV-A), visivel e infravermelho.
Cada regido interage com a pele de forma dependente da fotofisica e da
fotoquimica dos seus respectivos compostos absorvedores. A luz UV-A causa
a geracao de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio (EROs e ERNS)
através da fotossensibilizacdo de moléculas enddgenas (co-enzimas de flavina,
porfirinas, melaninas). Quando fotossensibilizadores produzem quantidades de
EROs e ERNs maiores do que a capacidade celular de supressao destas
espécies, caracteriza-se um quadro de desbalanco redox, que causa lesdo em
biomoléculas como os acidos nucleicos, lipideos e as proteinas. Essas lesdes
podem levar a morte celular ou a outras transformacfes fenotipicas e
genotipicas e também estimulam a liberacdo de citocinas pré-inflamatérias.
Com a finalidade de melhor compreender a dinamica dos mecanismos de
resposta celular apés exposicdo ao UV-A e ao visivel, ndés caracterizamos
inicialmente as propriedades fotofisicas da melanina e detectamos a producao
de oxigénio singlete (*O,) pela fotossensibilizacdo no visivel e a supresséo
desta espécie excitada pela reacdo do oxigénio singlete com a dupla ligacéo
reativa dos grupos indois presentes na melanina. Estes processos também
foram observados no cabelo e levaram-nos a propor um modelo que explica o
efeito da luz visivel na estrutura e cor dos cabelos. Demonstramos também que
a feomelanina produz mais (30%) 'O, do que a eumelanina, que sofre maior
modificacdo na sua estrutura por fotodegradacao. O efeito destes processos na
pele foi estudado a nivel celular. Demonstramos que células epiteliais com
maior teor de melanina apresentaram maior geracdo de 'O, que causa lesdo
no DNA e morte necro-apoptética apos irradiacdo com luz visivel. A foto-
oxidacdo da melanina pela luz visivel nos motivou a estudar um pigmento que
fosse foto-protetor ndo somente contra luz UV-B mas também contra luz
visivel. A pigmentacdo com Acetil-Tirosina se mostrou atoxica e protetora
contra luz UV-B e visivel ao contrario do pigmento com tirosina, que se mostrou
protetor do UV-B mas toxico no visivel. Este efeito foi relacionado com a
localizac&o celular do polimero e ndo com a estrutura do mesmo. A luz UV-A,
por sua vez, promove 0 acumulo de lipofuscina dentro dos vacuolos
autofagicos de queratindcitos da pele e que também ativa a fototoxicidade pela
luz visivel. A lipofuscina dentro dos vacuolos autofagicos € foto-oxidada pela
luz visivel, causando lesdo no DNA e morte celular programada tipo Il. Doses
UV-A que desencadeiam a liberagdo de citocinas também foram
caracterizados.

Palavras-chave: UV-A, visivel, EROs, Sinalizacdo, Morte Celular.



ABSTRACT

Chiarelli-Neto, O. Effects UV-A and visible light on skin cells and hair. 2014.
186p. Thesis - Graduate Program in Biochemistry. Instituto de Quimica,

Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, Brazil.

Sunlight presents electromagnetic radiation over a wide spectral range,
including the regions of ultraviolet (UV-C, UV-B, UV-A), visible and infrared.
Each region interacts with skin dependending on the photophysics and
photochemistry of the respective absorbing compounds. UV-A light causes the
generation of reactive oxygen and nitrogen species (ROS and RNS) by
photosensitization of endogenous molecules (flavin coenzymes, porphyrins,
melanins). When photosensitizers produce amounts of ROS and RNS larger
than the cell capacity to suppress these species, a set of redox imbalance,
which damages biomolecules such as nucleic acids, lipids and proteins. This
damage cause cell death and to other phenotypic and genotypic changes and
also stimulates the release of proinflammatory cytokines. In order to better
understand the dynamics of the mechanisms of cellular responses after
exposure to UV-A and visible light, we initially characterized the photophysical
properties of melanin and detected the production of singlet oxygen (*O,) by
photosensitization in the visible, as well as the suppression of these excited
species by reaction of singlet oxygen with the double bonds of the reactive
groups presented in the melanin indols. These processes were also observed in
hair and led us to propose a model that explains the effects of visible light on
the structure and color of hair. We also demonstrated that pheomelanin
produces more (30%) 'O, than eumelanin, which undergoes a quick change on
its structure by photodegradation. The effect of these processes in the skin was
studied at the cellular level. We demonstrated that epithelial cells with larger
melanin content have stronger generation of 'O,, which causes DNA damage
and necro-apoptotic death after irradiation with visible light. The photo-oxidation
of melanin by visible light has motivated us to study a pigment that was not only
able to protect against UV-B but also against visible. Pigmentation with Acetyl-
Tyrosine proved nontoxic and protective against UV-B and visible light instead
of pigmentation with Tyrosine, which shielded against UV-B but showed toxicity
in the visible. This effect was associated with the polymer, cell location and not
with its structure. UV-A light, in turn, promotes the accumulation of lipofuscin,
within autophagic vacuoles of keratinocytes also enabling phototoxicity in the
visible light. The lipofuscin within the autophagic vacuoles is fotooxidized by
visible light, causing DNA damage and programmed cell death type II. Linear
dose of UV-A that trigger the release of cytokines were also characterized.

Keywords: UV-A, Visible, Melanin, ROS, Signaling, Cell death.
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1 INTRODUCAO

1.1 A pele

7

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, sendo histologicamente
classificada em trés camadas: epiderme, derme e hipoderme [1,2] (Figura 1).
Estas camadas possuem células e estruturas extracelulares especificas, que
sdo importantes para a estética e para a defesa do organismo contra

microorganismos e contra a irradiacao solar [3].

Hipoderme < =

Figura 1: Representacdo esquematica da pele humana.

Esquema das principais estruturas da Epiderme, Derme e Hipoderme da pele (A). Esquema
ampliado da interface derme-epiderme mostrando a membrana basal e os melandcitos
produtores de melanina (B). Adaptacédo de Medline Plus, Medical encyclopedia (2004).

A epiderme é a camada mais externa da pele com espessura média de
0,05 a 1,5 mm. E constituida por um revestimento queratinizado, composto por
camadas de células epiteliais estratificadas denominados queratindcitos, 0s

quais se diferenciam a cornedcitos anucleados e sem organelas e com

citoplasma amplamente queratinizado [4]. Por isso a epiderme € continuamente
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renovada pela diferenciagdo dos queratindcitos a cornedcitos, diferenciacdo
esta que envolve também programas especificos de morte celular [5].

As células da epiderme também secretam uma grande variedade de
lipidios, peptideos e proteinas que a protegem contra a invasdo de parasitas,
injurias mecanicas e fotoinduzidas. A manutencdo e renovacao da epiderme
depende da fisiologia da derme e da hipoderme (Figura 1), que possuem
elementos estruturais e celulares importantes para as funcbes de protecao
estrutural (elastina, coldgeno), fisico-quimica (estimulos nervosos), metabdlica
(vitamina D) e imunoldgica (apresentacao de antigeno) [3,5].

A derme é composta por macréfagos e mastocitos que protegem a pele
dos agentes invasores e por fibroblastos, que séo células que promovem a
sintese e a degradacdo da matrix extracelular (coldgeno e elastina).
Bioguimicamente esta camada da pele é composta por glicoproteinas,
proteoglicanos, dermatan sulfato, queratan sulfato, heparan sulfato. Estes
proteoglicanos estdo envolvidos em diversos processos celulares como
adesdo, migracdo e diferenciacdo celular. A derme também possui glandulas

secretoras, como as glandulas sebaceas que secretam triglicerideos e

colesterol que agem como lubrificantes e evitam a perda de agua da pele [6].

A hipoderme, que é a camada mais profunda da pele, apresenta os
adipécitos como tipo celular principal desse tecido e que se arranjam entre 0s
musculos e 0s 0ssos encontrados abaixo da pele [1,4]. Além dos adipécitos a
hipoderme é composta por um tecido conjuntivo frouxo constituido por fibras
coldgenas, elasticas e reticulares que preenchem espacgos acelulares, apoia e
nutre células epiteliais, envolve nervos, musculos, vasos sanguineos e

linfaticos.
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Além do revestimento queratinizado, ha também na pele humana os
melandcitos, que estdo presentes na epiderme e nos foliculos pilosos (Figura

2).

Melandcitos

Figura 2: Representacao esquematica dos melandcitos.

Melanina produzida pelos melandcitos da epiderme (esquerda) e melandcitos do foliculo piloso
(direita) [6].

As caracteristicas basicas dessas células sdo a capacidade de
producdo de melanina. O ciclo de vida dos melandcitos é composto de varias
etapas, incluindo a diferenciacdo de melandcitos da crista neural, migracao e
proliferacdo de melanoblastos, diferenciacdo de melanoblastos em
melandcitos, proliferacdo e maturacdo dos melandécitos nos locais alvo e
eventual morte celular (melanécitos de cabelo). A maturacdo dos melandécitos
envolve a ativacdo de enzimas melanogénicas, estruturacdo dos
melanossomos e finalmente sintese de melanina e transporte para 0s
queratinécitos. Os melandcitos da epiderme e do foliculo do cabelo sao células
que compartilham algumas caracteristicas comuns, mas, em geral, formam

diferentes populac¢des que vivem em nichos exclusivos da pele [7].
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A melanina, ap0s ser sintetizada pelos melandcitos, é exportada para
regides superficiais da pele e cabelo, tornando-se visualmente presente. A
producdo de melanina ocorre em organelas especificas dos melandcitos
chamadas de melanossomas. Os melanossomos possuem prolongamentos
citoplasmaticos que produzem melanina em quatro estagios distintos de
maturacao (I, Il, Ill, IV) de acordo com a estrutura, quantidade, qualidade e
arranjo da melanina produzida [8,9]. Melanossomos nascentes estéo
organizados na periferia do nucleo e proximo ao complexo de Golgi que
promovem a glicosilagdo das enzimas dos melanossomas. Os melanossomos
em estagio | sdo esféricos e sem atividade enzimatica. No estagio Il ha
atividade da enzima tirosinase com pequena producdo de melanina [9]. No
estagio Ill a melanina é arranjada de forma uniforme e no estagio IV o granulo
de melanina é formado e € exportado em grandes quantidades para 0s
queratinécitos da pele [6] e nas estruturas do cabelo.

O caminho bioquimico de formacdo do pigmento em melanossomas da
epiderme e do foliculo sé@o similares, mas os melandcitos do foliculo de cabelo
sdo mais sensiveis as influéncias de envelhecimento do que melandcitos
epidérmicos, 0 que resulta em cabelos grisalhos [10]. Parece que esses
mecanismos estéo relacionados a fatores de crescimento envolvidos com a
proliferacdo de queratindcitos e de crescimento do cabelo [11]. Melanécitos
epidérmicos sado células de vida longa, enquanto que os melanécitos de
cabelos morrem no final do ciclo do cabelo, que tem a duracéo de 3-8 anos
[12].

No cabelo, o processo de melanogénese ocorre apenas durante a fase

anagena (fase de crescimento) do ciclo de crescimento do cabelo; formagéo de
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pigmento é desligado na fase catagena (fase de regressao) e ausente na fase
telégena (fase repouso) [12]. Além disso, durante a catagena, melandcitos
bulbares completamente diferenciados morrem por apoptose, mas novos
melandcitos desenvolvem a partir de melanoblastos residentes no cabelo
[13,14].

A formacdo do grénulo de melanina no cabelo comeca no foliculo
podendo ser produzidos também em melandécitos das glandulas sebéaceas, e
enderecado até o cortex do fio, onde € acumulado em quantidades
proporcionais de eumelanina marrom-escura e feomelanina amarelo-vermelho
[7]. De maneira geral, os pelos claros e 0s escuros sdo compostos por cuticula,
cortex e medula. A cuticula de todos os fendétipos de cabelo € constituida
principalmente por lipideos e esta localizada na periferia do fio [15]. O cortex e
a medula sdo formados bioquimicamente por macrofibrilas de proteina a-
queratina constituida por cadeias polipeptidicas com alto teor de pontes de
dissulfeto (S-S) provenientes do amino&cido cisteina. Estas pontes formam
uma rede tridimensional com alta densidade de ligacbes cruzadas,
proporcionando ao cabelo alta resisténcia aos danos quimicos e mecanicos
[16]. Além da a-queratina, € no cortex que os granulos de melanina séo
abundantes, cujo tamanho e o tipo caracteriza a cor dos cabelos [17] (Figura

3).
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Granulos de
melanina

Medula

Cortex

Cuticula do cabelo

Figura 3: Representacao esquematica do cabelo.

Corte transversal de um fio de cabelo humano com a cuticula, cortex, medula e granulos de
melanina. Ciéncia & Natureza; Corpo humano: pg 47 (1995).

1.2 Funcao fisioldgica e doencas

Embora a pele seja geralmente estruturada em Epiderme, Derme,
Hipoderme e seus anexos, todas as trés camadas s&do fundamentalmente
importantes para a saude da pele, por exemplo, realizando a reserva de
nutrientes, funcdes metabdlicas (Vitamina D) e sensitivas (terminacdes
nervosas) para proteger os tecidos subjacentes contra agrec¢des biolégicas
(microorganismos patogénicos) e contra ameacas externas fisicas (temperatura
e irradiacado solar) [3].

Por isso a pele é um importante 6rgdo na clinica de varias doencas ou
condicdes benignas que afetam a ela prépria (principalmente), mas também a
outros 6rgdos. Uma das doencas de carater imunoldgico que afeta grande
parte da populacdo é a Acne - inflamacdo dos foliculos pilosos devido a
infecc@o pela bactéria Propionibacterium acnes; A Verruga - lesdo neoplasica
benigna causada por infeccdo com papilomavirus e o Vitiligo - doenca

autoimune da pele faz com que determinadas regiées do corpo (comecando
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geralmente nas extremidades) sofram despigmentacéo, ficando muito mais
clara que a pele normal. Outra doenca relacionada a pigmentacao € o Melasma
- escurecimento da pele devido a hormoénios femininos que ocorre sobretudo na
gravidez.

Grande parte das doencas da pele tem relagcdo com o excesso ou falta
de exposicdo ao sol. O melanoma cutédneo é um tumor dos melandcitos da pele
que se desenvolve geralmente devido a instabilidade genémica causada pela
irradiacdo UV (irradiacdo esta que sera mais detalhada no topico a seguir—
Espectro da luz solar). Por exemplo, em Portugal surgem, anualmente, cerca
de 700 novos casos de melanoma cutaneo e a frequéncia de melanoma tem
aumentado ano ap0s ano nos paises ocidentais. No Brasil, além do
crescimento da incidéncia, verifica-se também aumento da mortalidade, mais
evidenciado em determinadas subpopula¢cdes que o compdem. Melanomas
cutaneos mais que triplicaram sua incidéncia na populacdo do Rio Grande do
Sul; as mulheres de Porto Alegre tém tido incidéncia estimada de
10,32/100.000 habitantes, pouco abaixo das mulheres inglesas, que tem sido
11,2/100.000 [18].

Muito embora esses dados ja apontem para a importancia dos
melanomas cutaneos no cenario dos canceres no pais, a real magnitude do
problema ndo €& conhecida, devido sobretudo a auséncia de notificacéo
compulsoéria, a falta de registro central para a neoplasia e a pouca atencdo
dada, em certos locais, decorrente da baixa incidéncia da neoplasia em
determinadas areas geograficas com predominio de individuos de pele mais

escura [18].
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Nota-se que o0s registros sdo predominantes nas populacées com
caracteristicas de pele tipo | e Il (pele clara) [18]. No entanto, a pouca aten¢ao
dada a neoplasia em regides com individuos de pele escura pode ser um risco
uma vez que estudos tém mostrado que individuos com pele tipo IV (pele
escura) sdo estimulados a sintese de melanina sob luz UV-A e luz visivel [19—
21]. Isso demonstra sobretudo, a necessidade de se investigar ndo s6 as
respostas das células submetidas a irradiacdo UV e visivel mas também

investigar detalhes da identidade estrutural da melanina em sua sintese pelos

melandcitos.

1.3 Melanina

A melanina é um polimero derivado do aminoéacido L-tirosina, que
genericamente € subdividida em dois tipos: eumelanina e feomelanina [21,22].
A eumelanina tem uma coloracdo tendendo ao marrom escuro até preto e
caracteriza a cor escura da pele e dos cabelos. J4 a feomelanina € um
polimero com coloragdo avermelhada que fica evidente na pele e cabelo em
individuos com pouco conteddo de eumelanina. Ambas melaninas s&o
estruturas ricas em dupla ligagcbes conjugadas e por isso absorvem luz no UV e
no visivel, atuando como o principal filtro protetor da pele, protegendo

especialmente contra os efeitos do UV-B [23] (Figura 4).
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Figura 4: Representagdo esqueméatica das melaninas. Estruturas da eumelanina e da
feomelanina [24].

A primeira etapa da sintese da melanina acontece a partir do aminoacido
L-tirosina formando L-3,4—dihidroxifenilalanina (L-DOPA) e é catalizada pela
enzima tirosinase [25]. L-DOPA ¢é convertida em Dopaquinona (DQ), etapa que
também é catalisada pela tirosinase. DQ € o intermediario comum para as vias
eumelanogénicas e feomelanogénicas. Na feomelanogénese a Dopaquinona €
conjugada com cisteina e glutationa para produzir Cisteinildopa seguida de
Benzotiazinilalanina, para enfim se transformar em Feomelanina (Figura 5). A
eumelanogénese envolve a transformacdo da Dopaquinona a
Leucodopacromo, seguido de uma série de reacdes de oxidorreducdo com a
producdo dos intermediarios 5-6-dihidroxiindol (DHI) e 5-6-dihidroxiindol-2-
acido carboxilico (DHICA), que séo polimerizados para formar eumelanina [26]
(Figura 5).

Existe ainda controvérsia na literatura com relacdo aos mecanismos de

controle na sintese de eumelanina e feomelanina. A hipétese atualmente mais
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aceita, considerando a reatividade dos intermediarios, € que na auséncia de
cisteina a eumelanina € sintetizada, mas na presenca deste aminoacido, ocorre
a sintese da feomelanina. Por isso, a formacao do granulo de melanina comeca
pela sintese de feomelanina seguido por um envoltério de eumelanina [27]

(Figura 5).
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Figura 5: Esquema adaptado para a sintese do granulo de eumelanina e feomelanina. DQ
representa Dopaquinona [27].

Apoés sintetizada nos melanossomos, a melanina é transferida para os
queratindcitos e depositada ao redor do nucleo destas células para proteger o
DNA nuclear contra a luz UV-B. As melaninas agem como moléculas de
sacrificio, absorvendo a luz UV-B e agindo como filtro protetor [28,29]. Ela
também protege o DNA mitocondrial prevenindo a geragcédo de superoxido pela
irradiacdo UV-A [30]. Existe também muita controvérsia sobre os papéis
protetores ou causadores de dano da feomelanina, especialmente devido a
dados que mostram maior prevaléncia de cancer de pele em pessoas ruivas,
gue tem cabelos avermelhados e um balanco de eu/feomelanina que favorece

a presenca de feomelanina [31].

Embora a melanina seja um polimero protetor contra luz UV, ela possui
compontes conhecidos por serem fotoativos. Nofsinger e colaboradores
observaram a formacdo de EROs pela eumelanina irradiada por UV. Eles
também identificaram que os granulos de eumelanina formam agregados que
produzem 10 vezes menos radical anion superéxido (02™) do que oligbmeros
ndo agregados [32], indicando que moléculas intermediarias de melanina
geram espécies reativas de oxigénio [33]. Sugere-se que a geracdo de
espécies reativas por componentes intermediarios da melanina estejam
envolvidas em sinalizacdo celular. Ao se estimular a pigmentacdo em células
melano-competentes, ha inducéo da parada do ciclo celular, devido a ativacao
de fatores proteicos 16INK4a e CDK4. Esses se complexam com outras
proteinas provocando a perda de atividade de ligacdo do fator de transcricao

E2F, com consequente parada do ciclo celular em GO. Esse mecanismo pode
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representar uma forma de defesa contra a transformacdo maligna de
melandcitos [34,35]. Assim, a presenca de melanina na pele parece ser uma
espada de dois gumes: protege melandcitos, bem como 0s queratin4citos
vizinhos da pele através da sua capacidade para absorver a radiagcdo UV, mas
a sua sintese em melandcitos resulta em niveis mais elevados de EROs
intracelular que pode aumentar a susceptibilidade do melanoma [36]. Isso
sugere a necessidade de investigacdo para se entender a interacdo da luz com
as estruturas da melanina em superficies (células da pele e cabelo), analisando
as demais regides do espectro da luz solar, especialmente a regido espectral

do visivel.

1.4 Espectro da luz solar

A radiacdo solar € composta por um espectro continuo de radiacéo
eletromagnética, que é usualmente dividido em radiacdo Ultravioleta (200 a 400
nm), visivel (400 a 700 nm) e Infravermelho (700 a 900 nm) [37,38]. A Figura 6
mostra 0s espectros da radiacdo solar antes de passar pela atmosfera, bem
como o espectro que atinge os seres humanos, que tem uma intensidade
menor de radiacdo especialmente na regido do ultravioleta com alta energia

(UV-C).
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Figura 6: Espectro da luz solar. Intensidade da irradiacdo solar e da irradiacdo que atinge a
superficie da terra (www.who.int/uv/publications/UVEHeffects.pdf) [39].

A radiagdo UV é subdividida em trés faixas: UV-C (100-290 nm), UV-B
(290-320 nm) e UV-A (320-400 nm) [37]. O UV-C é o mais nocivo, pois por ser
mais energético promove a formacédo de estados excitados mais reativos em
uma gama maior de biomoléculas. Praticamente todas as moléculas organicas
absorvem no UV-C e reagem sem especificidade definida. No entanto, essa
energia é absorvida pela estratosfera e ndo chega a superficie da terra.

A radiacao UV-B é absorvida pela melanina e por muitas duplas ligactes
conjugadas dos &cidos organicos e das cetonas contidas em estruturas de
acidos nucleicos (260 nm) e proteinas (280 nm) [40]. Bases nitrogenadas
pirimidinas (citosina e timina) sao os principais pontos de absorc¢éao da luz UV-
B. Apés excitacdo eletronica, pode ocorrer reacdes fotoquimicas que levam
principalmente a formacéo de dimeros de pirimidina e foto-produtos 6-4, além

de outros adutos de DNA gque podem ser detectados e reparados pelo sistema
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de reparo de DNA. Contudo, caso néo seja possivel repara-los, ha sinalizagédo
para senescéncia ou inducdo de apoptose [34,35,41]. Em condicbes de
exposi¢do cronica ao UV-B ocorre o acumulo de mutagfes (transversdo de
Citosina para Timina) em genes de reparo (por exemplo a p53), com
consequente transformagcdo maligna de queratindcitos normais a carcinoma
humano [42].

Embora a radiacdo UV-B aumenta os riscos de cancer de pele, ela é
importante no metabolismo da vitamina D. A sintese da vitamina D comecga na
pele a partir do 7-dihidrocolesterol (pré-vitamina D3) que por acao da radiacdo
UV-B é transformada na forma ativa vitamina D3 [43]. A ativacdo da Vitamina
D3 ocorre nos queratindcitos e posteriormente é enderecada ao figado, e por
duas hidroxilagbes forma a vitamina D ativa [44]. A caréncia de vitamina D
geralmente ocorre em locais de altas latitudes, onde h& pequena exposi¢ao
solar [28,45]. Para que haja producdo suficiente de vitamina D os individuos
que moram no hemisfério norte, préximo da latitude 60° a 70° precisam se
expor ao sol de corpo inteiro trés vezes ao dia [28,43,46-53]. No entanto,
devido ao estilo de vida da sociedade atual com a preponderancia de
atividades ocupacionais e reducdo do contato com o ar livre, ocorre a redugéo
significativa da exposi¢cdo solar independentemente da latitude da moradia,
fazendo com que a deficiéncia de vitamina D seja um problema croénico e
difundido na sociedade atual [44].

Diferentemente do UV-B, que é diretamente absorvido pelo DNA, a
irradiacdo UV-A atua essencialmente por fotossensibilizacdo (vide no proximo
item mais detalhes sobre os processos de fotossensibilizacao) e gera espécies

tripletes, oxigénio singlete (*O,) e posteriormente, outras espécies radicalares
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[54,55]. O UV-A é absorvido por cromoéforos naturais da pele como a melanina
e as flavinas (vide detalhes no préximo item de fotossensibilizagéo) [19-21].
Além disso, UV-A penetra mais profundamente na derme em comparagcdo com
UV-B sendo a principal responsavel pelo foto envelhecimento e cancer da pele
[41,56,57].

Artigos publicados na década passada atentaram-se a importancia da
luz UV-A para a inducédo de tumorigénese na pele [56,57]. No entanto, ainda
ndo é claro a quantidade de espécies reativas geradas pelas doses de luz UV-
A que sinalizam para esses efeitos. E por isso, ainda ndo ha um entendimento
completo dos mecanismos envolvidos. As doses de luz que permitem uma
pele saudavel sem risco de foto envelhecimento e cancer sdo também
desconhecidas. Nesse sentido, um dos objetivos desta tese € estudar os
efeitos da luz UV-A em fungéo da dose de luz em células epiteliais.

O paradoxo de que a luz UV-A gera espécies reativas (*O,) pela
excitacdo da melanina [58] foi mostrado em células de melanoma murino (B16-
F10), as quais contém principalmente melanina como fotossensibilizador
enddgeno [33].

Nesse modelo biolégico, o aumento da sintese de melanina nédo
protegeu DNA contra a irradiacdo UV-A. Pelo contrario, as células de
melanoma B16-F10 com elevado teor de melanina acumularam duas vezes
mais 8-hidroxi-dGuanosina apés a irradiacao UV-A, em comparacao as células
com baixo teor de melanina [33]. Os autores concluiram nesse estudo que a
estimulacdo da sintese de melanina, mas provavelmente ndo a melanina em si,
aumenta a susceptibilidade das células de melanoma murino a inducao pré-

mutagénica do DNA oxidado pela luz UV-A [33]. Esses estudos mostraram
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também que a parte do espectro visivel (azul) também traz efeitos relacionados
com danos oxidativos no DNA de fibroblastos irradiados na luz visivel [58,59].

Como a melanina absorve tanto na regido UV quanto no visivel, cabe
investigar se a melanina produzida em células de melanoma irradiadas pela luz
visivel pode também causar danos no DNA. Qualquer composto que absorve
luz formando estados eletronicamente excitados pode, a principio, formar
tripletes e outras espécies excitadas caracteristicas das reacbes de
fotossensibilizagdo. Mesmo as plantas e outros organismos fotossintetizantes,
que sobrevivem da luz, tém cromoéforos nos centros de reacdo fotossintético
que também absorvem no visivel e geram EROs [60].

Em relacdo a pele humna, foi demonstrado que parte do espectro visivel
induz a pigmentacdo em individuos com pele escura, classificada como do tipo
IV e V [20,21]. No entanto, ainda existem controvérsias acerca dos efeitos da
luz visivel sobre a pele. Provavelmente, porque ndo ha nenhuma explicacao
mecanistica disponivel para os efeitos que foram observados [19]. Assim, outro
objetivo desta tese foi estudar, com enfoque mecanistico, os efeitos da luz

visivel em células epiteliais.

1.5 Fotossensibilizacao

A fotossensibilizacdo tem como principio basico a excitacdo eletrénica
de uma molécula, o fotossensibilizador (FS), que uma vez no estado excitado
transfere a sua energia para outras moléculas induzindo a formacédo de outras
espécies reativas eletronicamente excitadas e/ou radicalares (espécies reativas

de nitrogénio - ERNs e oxigénio - EROs); retornando ao seu estado
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fundamental (Figura 7). Dessa forma, a fotossensibilizagdo € um processo em
que as moléculas transformam energia luminosa em energia e reatividade
quimica.

Os fotossensibilizadores (FSs) absorvem luz em um comprimento de
onda (hv) especifico, e transferem esta energia de excitacdo para moléculas
aceptoras através de um fotociclo especifico. Inicialmente FSs passam do
estado fundamental para um estado eletronicamente excitado singlete (*FS’),
podendo retornar ao estado fundamental emitindo luz (fluorescéncia), calor (A)
ou passar para um estado excitado triplete (°FS), através do Cruzamento Inter-
Sistemas (CIS). Por serem reativos e terem tempo de vida relativamente
longos, estados tripletes sdo os principais envolvidos nas reacdes de foto-
oxidacdo. Fotossensibilizadores no estado triplete podem reagir por dois
mecanismos principais: Tipo |, que ocorre através de uma reacao de
transferéncia de elétrons com alvos bioldgicos, produzindo radicais ibnicos que
interagem com o oxigénio molecular, gerando produtos oxigenados como o
anion radical superéxido (O2), o radical peroxila (HOO-*) e o radical hidroxila
(HO"). Este geralmente é formado pela reacdo do H,O, com o Fe®" através da
reacao de Fenton [61], gerando o radical *OH. Fotossensibilizadores no estado
triplete também reagem pelo mecanismo Tipo Il, onde ha uma transferéncia de
energia para o oxigénio molecular (30.) formando oxigénio singlete (*O.), que é
altamente eletrofilico e reativo [62,63] (Figura 7). Apesar de todos serem
tratados usualmente como uma so entidade, cada ERO possui caracteristicas e

capacidades reativas diferentes.

33



Estado excitado H 202

singlete - 1FS’ Reagdo 0"\

3
G Tipo | O :
n m?o,h Estado excitado 2> | OH
Cors, ey,

r biomoléculas
8 Ste,, O triplete - 3FS° _j/)
Q 2
18 (5
& 2 5
8 2 O Es(ac.Io basal
— o "Ip'ete \
< 3
. Reacdo Tipo Il
1
0, |
Estado excitado
Excitagcdo do FS singlete

MOPO-N=X0--0-0m

Morte celular
Apoptose — Necrose — Autofagia
Hipoxia

|

Recrutamento células sistema imunolégico
Macréfagos ~ Neutrofilos — Células dendriticas

Figura 7: Representacdo esquemética dos mecanismos de fotossensibilizacao tipo | e tipo Il.

Fotossensibilizadores (FS) sdo excitados singlete (1FS*) e retornam ao estado fundamental
emitindo luz (fluorescéncia, hv’) ou passam para um estado excitado triplete (3FS*). Estados
tripletes transferem elétrons com biomoléculas e interagem com o oxigénio molecular gerando
radicais como o superéxido (0O27) (reacdo tipo I). Estados triplete transferem energia para o
oxigénio molecular (302) formando oxigénio singlete (‘O,) (reacao tipo I1). As espécies reativas
formadas ativam vias inflamatérias e diferentes tipos de morte celular.

Mecanismos Tipo | e Tipo Il podem ocorrer simultaneamente e a relagéo
de velocidade entre os dois processos depende tanto da quantidade e
localizacdo dos fotossensibilizadores enddgenos das células ou tecido, quanto
da concentragdo de oxigénio molecular [64—67].

Poucas moléculas biolégicas absorvem na regido UV-A e visivel [68]. No
entanto, alguns fotossensibilizadores enddgenos absorvem nessa regido, por
exemplo as flavinas e a vitamina B2 [69-71]. Essas reacdes geram O, com
elevado rendimento quantico de geracédo de *O, (®,) - nimero de vezes que as
moléculas de 'O, s&o geradas por 100 fétons absorvidos.

As flavinas sdo excelentes fotossensibilizadores endogenos, com alto

rendimento triplete (&1 = 0,50) [70]. A riboflavina € um tipo de flavina
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encontrada nas células eucaridticas, que ao absorver luz UV-A e visivel gera
'0, eficientemente (P, = 0,5) [72,73]. Dessa forma, as flavinas s&o
consideradas as principais responsaveis pelo efeito da luz UV-A na pele, como
o foto-envelhecimento e o cancer [74,75]. No entanto, quando as flavinas sé&o
incluidas nos bols6es hidrofébicos de proteinas, elas séo inativas de tal forma
gue nao se sabe ao certo quais flavinas sao realmente fotoativas no ambiente
intracelular.

A fotossensibilizacdo estimulada pela luz UV/visivel pode causar
oxidacdo em biomoléculas (DNA, proteinas e lipideos) pelas espécies reativas
geradas. Para sinalizar uma situacdo de estresse relacionada a foto-oxidacao,
existem mecanismos de respostas celulares que utilizam a oxidag&o para ativar
varias vias de sinalizacdo no organismo. A dose de luz e a quantidade de
espécies reativas geradas indicam a resposta celular que tentar4 garantir a

homeostase celular.

1.6 Resposta celular frente a fotossensibilizacao

Muitas respostas celulares e teciduais sao decorrentes da exposi¢cdo ao
UV-A e resultam na ativacdo ou inibicdo de vias de sinalizacdo, que definem
padrées de respostas celulares incluindo diversas alteracbes na homeostase
celular [76—-79]. A homeostase celular é mantida em estado estacionario devido
a um equilibrio entre a taxa de formacao e desativacdo das EROs e ERNs. No
entanto, se a taxa de producéo de radicais livres supera a taxa de supressao
dos mesmos, ocorre um desbalanco redox [80]. O desbalanco redox, por sua

vez, permite que o 'O, e outros EROS/ERNs oxide os aminoacidos cisteina,
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histidina, metionina, triptofano e tirosina [81-84] com alteragcbes na atividade
enzimatica de proteinas envolvidas em sinalizacéao celular [85,86].

A exposicao luminosa claramente é um estimulo fisico que pode levar ao
de balanco redox, uma vez que a quantidade de Eros e Ernst gerada depende
da quantidade de luz absorvida. O evento inicial de transformacéo da luz em
geracdo de espécies reativas é uma reacdo de fotossensibilizacdo, gerando

tripletos e *0,, como comentado no item anterior.

As espécies reativas geradas em locais inapropriados ou em quantidade
descontrolada, reagem com diversas biomoléculas diminuido a capacidade de
sobrevida celular. Para dar exemplos, 'O, pode oxidar tanto acidos nucleicos,
quanto proteinas e membranas. Ao danificar proteinas altera a atividade das
mesmas e pode iniciar processos de sinalizac&do [76,83,84]. 'O, também oxida
membranas biolégicas e forma hidroperoxidos com consequente
comprometimento e perda de integridade lateral das membranas celulares [87—
89]. Estas mudancas alteram a capacidade da membrana citoplasmatica ou de
organelas em manter gradientes de concentracao citosélica com consequente
perda da homeostase celular. Por fim, a geracdo de O, também causa lesdo
no DNA gendmico [90,91] por oxidar a base nitrogenada Guanina a 8-oxo-
dGuanosina e provocar a substituicdo da base Guanina para Timina [92,93].

Logicamente, as células possuem estruturas e funcées que eliminam ou
atenuam o0s danos causados pelas espécies reativas geradas na
fotossensibilizacdo. Esse controle redox é necesséario para que as células, ao
ativar os processos de sinalizagéo celular, controlem os mecanismos de morte
celular de forma programada. De fato, as respostas celulares estimuladas pelas

EROs e ERNSs séo diversas incluindo a modulacao da expresséo de citocinas e
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de fatores de crescimento; alteragdo no transporte i6nico das células;

expressao de diversas proteinas de reparo e de indugéo de apoptose [94].

Para neutralizar o efeito oxidante dessas espécies, as células em seu
processo evolutivo desenvolveram diversos sistemas de defesa que podem ser
divididos em: (a) prevencédo da formacdo de oxidantes ativos, (b) sequestro,
supressdo e remocao de oxidantes ativos, (c) reparo do dano e excre¢cao dos
produtos téxicos de oxidacdo e (d) respostas adaptativas [95]. As principais
enzimas enddgenas de defesa antioxidante sdo: superoxido-dismutase;
catalase; glutationa-peroxidase (GSH-Px) e glutationa-redutase (GSH-Red). As
peroxiredoxinas (Prx) por exemplo, sdo uma familia de enzimas antioxidantes
gue se destacam na degradacao de diversos peroxidos, como H,O,, peroxidos
organicos e peroxinitrito. H4 também as defesas ndo enzimaticas que incluem
os antioxidantes hidrossoluveis e lipossolUveis: acido ascorbico (vitamina C);
glutationa; ubiguinona; vitamina E; retindides; carotendides [95,96].

A glutationa (GSH) € um tripeptideo constituido de glutamato, cisteina e
glicina, que esta presente em todas as células animais. A sua importancia
biolégica esta no fato de participar do sistema enzimatico anti-oxidante
(glutationa-peroxidase-redutase) e também de ser uma molécula supressora de
radicais livres per-se. Ou seja, atua como antioxidante e também como cofator
para enzimas redutoras e sinalizadoras [97].

Por ser encontrada abundantemente no organismo, a glutationa pode
reagir com espécies reativas [98]. Sendo produto da maioria dessas reacoes, a
glutationa é dimerizada formando pontes de dissulfeto entre os residuos de
cisteina (GSSG). Talvez a atividade antioxidante mais importante da glutationa

seja a reducdo do H,O, a H,O, participando como cofator das enzimas
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Glutationa Peroxidases (GPx) presentes na mitocondria [99]. Um aumento
exagerado de processos oxidativos na célula pode levar ao maior consumo de
glutationa resultando na diminuicdo da relacdo GSH/GSSG [100,101]. Desta
maneira, essa relacdo pode ser um 6timo parametro de desbalanco redox entre
grupos sujeitos a estresse oxidativo. Na situacao de diminuicdo acentuada da
relacdo reduzida/oxidada da glutationa, as células sinalizam para a inducao de
morte celular programada ou nao programada (apoptose, autofagia,

senescéncia ou necrose) cujo tipo € ditado pela extensédo do dano [97,98].

No caso do desbalango redox induzido pelo excesso de exposigéo a luz
UV-A, que € a regido que tem sido mais estudada com relacdo a geracdo de
espécies reativas por fotossensibilizacdo, o estresse oxidativo pode induzir
danos severos ao DNA levando a instabilidade gendmica e a transformacéao
maligna [102,103]. Na tentativa de manutencdo da integridade e estabilidade
gendmica e celular, a apoptose e a autofagia se destacam. Tanto a autofagia
guanto a apoptose podem ser iniciadas quando chaperonas moleculares néo
conseguem rearranjar proteinas mal dobradas e a degradacdo dos
componentes citosélicos ndo mais € realizada pelos vacuolos lisossémicos [66]
(nimeros 1 e 2 da Figura 8), o que pode levar a programacédo de morte celular

autofagica, apoptdtica ou induzir senescéncia.

Na situacdo brusca de desbalanco redox, o excesso de espécies
altamente reativas [104] promovem a oxidacdo do DNA [76], proteinas [83,84] e
lipideos [89], os quais associados a despolarizacdo e queda do potencial de
membrana mitocondrial e a liberacdo de ATP sinalizam para a morte célular

necrotica [42,105,106] (ver nimero 3 da Figura 8).
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Figura 8: Tipos de morte celular.

(1) Mitocdndrias e moléculas oxidadas sao recicladas pela autofagia mantendo a sobrevivéncia
celular. (2) A formacédo de poros na membrana mitocondrial provoca a liberagdo de Citocromo
C (pontos verdes da Figura), com consequente ativacdo de morte por apoptose. As
mitocéndrias danificadas sdo acumuladas no processo de autofagia devido a supressdo do
fluxo autofagico, com consequente morte celular autofigica. (3) A despolarizagdo da
membrana e a deple¢éo exarcebada de ATP sinaliza para morte celular necrética.

A apoptose € um mecanismo em que as células morrem de forma
programada, controlando inclusive o processo inflamatério dos tecidos
adjacentes [107-109]. A via intrinseca de ativacdo da apoptose pode iniciar-se
com a permeabilizacdo da membrana mitocondrial interna com consequente
liberacdo de proteinas pré-apoptéticas (Citocromo ¢, APAF-1), representadas
pelas pontuacdes fora da mitocondria (Figura 8). Essas por sua vez, promovem
a ativacdo da Caspase-3 ativa, responsavel pela ativacdo do mecanismo de
morte apoptotica dependente de caspases [110] (ver nUmero 2 da Figura 8). As
caspases pertencem a familia das cisteino-proteases que reconhecem e clivam
residuos de aspartato [111], levando a condensacao e fragmentacdo nuclear e
a externalizagdo de fosfolipidios de membrana que sinalizam para fagocitose

[112].
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Ja a autofagia € um dos principais processos bioldgicos de garantia da
homeostase e sobreviéncia celular, em resposta a estresses celulares
intrinsecos e extrinsecos [113]. Dentre esses estresses extrinsecos, tém-se a
luz UV-A que ao ser capaz de danificar lisossomas pelas EROs geradas
suprime a autofagia. Nesta situacdo a homeostase celular fica comprometida

[114].

Ha indicios de que a supressao autofagica se relacione a inativacdo de
enzimas lisossOmicas, tais como a Catepsina B [114]. Em meio a tal supresséo
lisossomal, a remocédo de estruturas oxidadas fica comprometida. O que leva a
formacao de agregados moleculares no interior de autofagolisossomas, como a
lipofuscina [115]. Em consequéncia disso tudo, ha ativagdo do mecanismo de
morte celular programada tipo Il (morte autofagica), e ainda inducdo de
senescéncia celular [71,116,117]. Nesta situacdo h& chance de indugédo de
senescéncia, que tem sido relacionada ao acumulo de lipofuscina dentro dos
autolisossomos nao-funcionais [114,115]. Contudo, muito ha ainda a ser
elucidado quanto aos mecanismos celulares intrinsicamente ativados nessa

condicao de lipofuscinogénese aumentada.

A lipofuscina € um pigmento castanho-dourado composto por residuos
de tirosina oxidada a L DOPA (3,4-di-hidroxi-L-fenilalanina), que além de ser
um fotoproduto da irradiacdo UVA pode ser capaz de aumentar a geracao de
'0, [71,116,117]. Ndo seria equivocado imaginar que a lipofuscina fosse
fotoativada na regido do visivel. Ja que, por ser um fotossensibilizador similar a
eumelanina, absorve a 480nm e 545 nm [118]. Em vigéncia disso, testou-se

também esta hipotese neste trabalho.
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Diversos artigos tém demonstrado a inducdo de morte celular e
inflamacé&o induzida por EROs gerados por fotossensibilizacdo na luz UV-A
[114,119,120] e visivel [20]. No entanto, a literatura carece da conexdo entre a
magnitude do desbalanco redox, tipo de morte celular e liberacdo de citocinas

pro-inflamatorias.

1.7 Resposta inflamatoria frente a fotossensibilizacao

As vias de sinalizagdo inflamatéria sdo ativadas por moduladores do
sistema imunolégico. Microorganismos, por exemplo, atuam como ativadores
dos processos inflamatorios nas células em geral. Lipopolissacarideos de
parede bacteriana (LPS), sdo moléculas que estimulam a liberacdo de citocinas
pré-inflamatérias, como a TNF-a além de também promover a liberacdo
intracelular de EROs e ERNs [121]. Esse mecanismo requer a translocacdo da
proteina NF-kB do citoplasma ao nucleo, onde ira se associar aos fatores de
transcricdo proé-inflamatérios. Mas para que isso ocorra, torna-se necessario a
fosforilacdo do inibidor de NF-kB — ikB. Uma vez dissociado o complexo NF-
kB/ikB, o fator NF-kB é direcionado ao nucleo [76,86,122—-124].

Outro exemplo de enderecamento nuclear do NF-kB é a geracdo de
EROs e ERNSs pela luz UV-A, por meio do processo de fotossensibilizacdo que
também estimula a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias como a IL6 e TNF-a
[76,86,122—-124] envolvidos nos mecanismos de morte celular apoptotica,
autofagica e necrotica [86,122].

Na pele, a regulagdo da expressdo génica pro-inflamatéria comeca na

maioria das vezes por espécies reativas formadas por moléculas enddgenas
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UV-A foto excitadas [125], o que modula a liberacdo de citocinas IL6
(Wlaschek et al., 1994) e ativacdo de proteinas MAPK e JNK como tentativa de
regulacdo do estresse oxidativo e manutengdo da homeostase celular
[102,120]. Ha indicios de que o 'O, participa diretamente dessa sinalizacdo
[126-128]. A sinalizacdo induzida pelo 'O, comeca com sua formacg&o por
fotossensibilizacdo celular e adicdo a dienos conjugados com resultante
formacao de endoperoxidos. Estes sdo convertidos por reacdes quimicas em
hidroperoxido e a prostaglandina [129]. A prostaglandina por sua vez é liberada
dos rafts de colesterol e fosfolipideos de membrana, para se ligar ao seu
receptor e assim estimular as vias inflamatorias.

Paralelo a inducdo de morte celular pela sinalizacdo redox, TNF-a
estimula a expressao de metaloproteinases (MMP-1 e MMP-9) [130], as quais
auxiliam no processo de diferenciacdo de queratindcitos e remodelagem

epidérmica [131].

Contudo, a ativacdo destas enzimas na derme leva a danos irreversiveis
a matriz extracelular, que se torna visivel nas pessoas e € chamado de
fotoenvelhecimento da pele dependente de 'O,. Esse processo de
fotoenvelhecimento ativa a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias pelos
gueratindcitos epidérmicos, as quais regulam por via paracrina a producao de

colageno pelos fibroblastos presentes na derme [71,130,132].

O mecanismo parece ter inicio na mitocéndria através da oxidacao de
grupos sulfidrilas de proteinas e mesmo da glutationa (GSH) pelas espécies
reativas produzidas pelos derivados das riboflavinas. Em vigéncia do dano
mitocondrial fotoinduzido ha comprometimento e permeabilidade da membrana

mitocondrial formando poros, que liberam citocromo C, dificultando o fluxo da
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cadeia transportadora de elétrons, com consequente liberagdo de ATP [133].
Esse ATP se ligard a receptores purinérgicos de membrana (que sao
receptores para adenosina e seus nucleotideos) acoplados a proteina G,
resultando na formacdo de AMP ciclico, responsavel pela sinalizagdo celular
como segundo mensageiro. Em resposta a essa sinalizacdo ha liberacdo da
citocina pro-inflamatoria IL6, o que pode levar a morte celular apoptética e/ou
necrética dependendo da quantidade e tipo de EROs geradas [120,130,133-

136].

Embora os mecanismos gerais de sinalizacdo celular induzidos por UV-A
estejam bem estabelecidos, tentativas de se prever doses e/ou quantidades de
EROs para ativacdo dos processos de sinalizacdo inflamatéria e de morte
celular sao deficiente principalmente porque ndo existem relacfes quantitativas
entre os fatores envolvidos. Por isso os mecanismos de fotossensibilizacdo UV-
A e visivel podem estar correlacionados, sendo a melanina a molécula utilizada

para investigar essa hipotese.
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2 OBJETIVO

Investigar o papel das reacdes de fotossensibilizacao induzidos por luz visivel e
UV-A em tecidos biolégicos superficiais, incluindo células epiteliais (em cultura)

e cabelo.

2.1 Objetivos especificos

= Caracterizar a fotoquimica da melanina em solucéo, em diferentes cabelos
com diferentes fenétipos e em células de melanoma e melandcitos;

= Caracterizar as consequéncias da fotosensibilizacdo da melanina para a
homeostase celular e danos ao DNA nuclear;

= Correlacionar a dose de luz UV-A com a geracdo de EROs, liberacdo de
citocinas pro-inflamatérias e inducdo de morte por necrose, apoptose e
autofagia em células HaCaT e J774;

= Investigar se os fotoprodutos quimicos gerados pela luz UV-A sao

fotossensiveis a luz visivel;
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3 MATERIAIS E METODOS
Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Processos
Fotoinduzidos e Interfaces (LPFI) localizado no Instituto de Quimica da

Universidade de Séao Paulo (IQUSP), Sao Paulo, SP, Brasil.

3.1 Materiais

A agua destilada foi obtida em aparelho de vidro e posteriormente
purificada por meio de um sistema purificador de agua millipore (Milli-Q). D,O
99%, tirosina, MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio Brometo),
formaldeido 4% (m/v), digitonina, Na,EDTA, Hepes, Albumina bovina (BSA),
iodeto de propideo, agarose, diclorofluoresceina hidroacetato (H,DCFDA),
Triton X-100, laranjado de acridina, acido sorbico, diferiprona e as
endonucleases de restricdo Fpg e Endo Il foram adquiridos da Sigma-Aldrich
(EUA ou Alemanha). Azul de tripan, MitoTracker Red,CM-H;XRose
LysoTracker Green foram adquiridos da Invitrogen (EUA). Etanol, acido acético,
HsPO,, cloreto de amonio eram da Labsynth (Brasil). Todos os outros solventes
eram de grau espectroscopico. Prolong-DAPI, Soro Fetal Bovino e DMEM
foram adquiridos da Qiagen (Brasil). Todos os outros materiais eram de melhor
qualidade analitica disponivel e foram utilizados como recebidos. Reacdes
imunologicas foram realizadas por Kits ELISA de citocinas pré-inflamatorias
(TNF-a, IL-18 e IL-6) e Citocromo C, todos da B&D Systems (EUA); Anticorpo
contra a enzima metaloproteinase 1 (MMP1) foi adquirido da Amershan GE
Healthcare (Reino Unido). Foram usados também anticorpos primario contra
caspase-3 (coelho), LC3-Il (coelho) e COXIV (rato) de mitocéndria todos

comercializados pela Cell Signaling Technology (EUA), o0s anticorpos
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secundarios anti-coelho marcado com Alexa 546, anti-rato marcado com Alexa-
488 e Alexa 633 foram adquiridos da Molecular Probes (EUA). Kit Apo-Trace®
foi usado para a deteccdo de células apoptodticas por meio do acumulo da
sonda Apo-Trace® no citoplasma de células em apoptose (Sigma-Aldrich,

EUA).

NaOD foi preparado por trés ciclos de dissolucéo e evaporacao do solido
inicial de NaOH (1g) em D;O (99%). O derivado de riboflavina (Tarf-Me,
fotossensibilizador de luz UV-A) foi preparado no laboratério, no trabalho de

Tese de Doutorado IQ/USP defendida por Alexandre Vieira Silva.

Amostras de melanina utilizadas nos experimentos foram identificadas
com nomes e origens conforme Tabela 1. Eumelanina e feomelanina foram
sintetizados como Haywood et al [137] com modificacées. Eumelanina 1Q/USP
foi preparada a partir de L-tirosina (2,5 mg/mL) em tampéao de fosfato de pH 7,4
(50 mM) e tirosinase de cogumelo (150 U/mL) em solugdo de soro albumina
bovino (BSA) (5 mg/mL) [137]. Feomelanina IQ/USP foi sintetizada a partir de
L-dopa (0,5 mg/mL) e L-cisteina (1,5 mg/mL) em tampéao fosfato pH 7,4 (50
mM) e tirosinase de cogumelo (100 U/mL) [137]. As reac¢fes foram realizadas a
temperatura ambiente sob agitacdo durante 24 horas. Também foram utilizadas
amostras de eumelanina Ito e feomelanina Ito (ver tabela 1) cedidas
gentilmente pelo Dr. S. Ito [138,139] do Japao. As amostras de cabelo foram

obtidas de voluntarios do LPFI — IQ/USP.

Tabela 1: Origen das amostras de melanina utilizadas neste estudo. A letra a indica melanina
(Sepia) da Sigma-Aldrich (EUA); A letra b indica melaninas sintetizadas no Laboratério de
Processos Fotoinduzidos e Interface do Instituto de Quimica da USP (Brasil). A letra ¢ indica
melaninas sintetizadas no laboratério do professor S. Ito (Japao).
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AMOSTRA ORIGEM NOMES NA TESE

Melanina® EUA-Sigma-Aldrich® Melanina S.A
Eumelanina® BRASIL-LPFI-IQUSP Eumelanina IQUSP
Eumelanina® JAPAO-Dr S. Ito Eumelanina Ito
Feomelanina” BRASIL-LPFI-IQUSP Feomelanina IQUSP
Feomelanina® JAPAO-Dr S. Ito Feomelanina Ito

As melaninas sintetizadas em nosso laboratorio foram denominadas
Eumelanina IQ/USP e Feomelanina IQ/USP. Ja as melaninas sintetizadas no
laboratorio do Professor S, Ito do Japdo foram denominadas Eumelanina Ito e
Feomelanina Ito (Tabela 1). As amostras de eumelanina IQUSP e as amostras
de feomelanina IQUSP foram sintetizadas e acondicionadas em tampéao fosfato
50 mM em pH 7,4 conforme Haywood e colaboradores [137]. As amostras de

eumelanina Ito e feomelanina Ito foram utilizadas conforme recebidas [140].

3.2 Equipamentos

3.2.1 Equipamentos de Espectroscopia

Espectros de absorcdo de solucdes foram obtidos no UV2401-PC
Shimatzu (Japéo). Espectros de superficie de cabelos foram obtidos em um
espectrofotometro guiado por fibra 6tica (USB-2000; Ocean Optics, Dunedin
FL, EUA). Os espectros de fluorescéncia da melanina e do cabelo foram

obtidos em um espectroflorimetro Spex Fluorolog 1681.

Irradiacdes no visivel (cabelos e solu¢des de melanina) foram realizadas

em um fotoreator caseiro que consistia em uma lampada hal6égena de 4 W
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fornecedora de luz unicamente na regido do visivel (400-800 nm) (ver figura
10A). Os espectros de *H RMN foram obtidos a 25°C em um aparelho Bruker
DRX500 operando a 500 MHz (10 mg de eumelanina da Sigma-Aldrich foi
dissolvido em 0,7 mL de D,O/NaOH (pH 10) e espectros foram obtidos antes e

apos irradiacao).

Medicdes de 'O, foram realizadas em um instrumento especialmente
concebido para medir emissao resolvida no tempo no infravermelho préximo,
gue consiste de um laser de Continium Surelite Il (355nm e 532nm, duracédo
de 5 ns, 10 pulsos/s, 1 mJ/pulso), filtro de silicio, monocromador,
fotomultiplicadora resfriada em nitrogénio liquido (R5509) da Hamamatsu
(Bridgewater, NJ, EUA) e um analisador multicanais rapido com 5 ns/canal

(MSA-300; Becker & Hickl, Berlim, Alemanha).

Espectros de espalhamento de luz ressonante (ELR) de melaninas
extraidas de células melano-competentes (B16-F10) foram realizadas em
Espectrofotdmetro Cary 50 Bio UV-Visible (Canada) com abertura de fendas de
2,5 em comprimentos de onda de excitacdo e emissdao em monocromador

sincronizado.

Espalhamento de Iluz dindmico (ELD) foi realizado nas mesmas

condigdes, utilizando um equipamento Zetasizer nano Series (UK).

Espectrometria de massa foi realizada na central analitica (IQUSP) em
um equipamento MALDI-TOF (Franzen Analytik, Bremen, Alemanha) conforme
Beltrdn-Garcia e colaboradores [141]. A absorcdo/emissdo de células foi
quantificada em leitor de placas com monocromador de excitagcdo e emisséo
(Tecan Infinito 200M EUA). Avaliacbes de resposta em populacdes celulares
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foram realizadas por citometria de fluxo no equipameto FC500 (Beckman

Coulter, EUA).

Leituras de fluorescéncia foram realizadas com os filtros FL1 de
excitacdo (485 nm) e emissdo (520 nm); e FL3 de excitacdo (545 nm) e

emissao (630 nm).

3.2.2 Equipamentos de Microscopia

As imagens microscopicas foram obtidas em  microscopio
epifluorescente Axiovert 200 (Carl Zeiss, Alemanha). O mesmo conjunto de
filtros (Aex = 362, 488 e 547 nm; Aem=475, 515 e 630 nm) foi utilizado para
obter todas as imagens de emissdo mostradas. Células aderidas em laminulas
foram montadas em laminas de vidro, cujas imagens foram obtidas com
objetivas de 63X (Plan-APOCHROMAT 63X/1.40 DIC M27 Zeiss™), 40X (C-
APOCHROMAT 40X/1.20 Corr M27 Zeiss™). A edicdo e analise das imagens

foi realizada usando-se o software Image J 1.45s (National Institutes of Health).

3.2.3 Equipamentos de Cultura Celular

Os meios de cultivo foram aquecidos em banho maria a 37°C. As células foram
manipuladas em fluxo laminar (Bioflux 90 Fitracom, Brasil) equipado com
lampada germicida UVC e incubadas em estufa (Thermo Electon corporation,

EUA) sob temperatura constante de 37°C e atmosfera de 5% de CO..

3.2.4 Equipamentos de Irradiacao

O sistema de irradiacédo UV-A foi construido pela Empresa Nova técnica
e IQ/USP (Brasil), utilizando projeto do LPFI, sendo equipado com sensores
para temperatura e umidade. Dentro do equipamento existe um suporte para
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instalacdo de seis lampadas de luz UV-A, que iluminam as prateleiras. A
disposicdo entre as prateleiras é de 8 cm de distancia. Horizontalmente, o
irradiador foi dividido em oito areas cuja varredura de energia em mW/cm? foi
medida pelo dosimetro UV-A 365 nm VLX-3.W (Franca). O dosimetro foi
gentilmente emprestado pelo Prof. Dr. Carlos Frederico Martins Menck do
Instituto de Ciéncias Biomédicas — USP. A intensidade de poténcia do espectro
do gerador foi de aproximadamente 3,0 mW/cm? e percentagem de emissdo
dos espectros para as energias UV-B 313 nm (0,05%); UV-A 325 nm (0,05%);
UV-A 366nm (98%); visivel 405 nm (1,7%) e 430nm (0,2%). A imagem do
irradiador, a quantificagdo da poténcia luminosa em cada prateleira e o

espectro de emissao estdo mostrados na Figura 9.
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Figura 9: Imagens do gerador UV-A com controle de temperatura e umidade.

A figura A mostra a quantificacdo das médias das energias (mW/cmz) de cada lampada GE
medidas no laboratério LPFI-IQUSP. Na vertical esquerda da figura A mostra-se as lampadas
ID L_01 a L_06. Na horizontal inferior, ha a quantificagdo das médias de energia das
prateleiras 1A, 2A e 3A (horizontal superior). As lampadas L-03 e L-04 (vertical esquerda de A)
apresentaram média de energia 3,0 mW/cm? nas posicdes pl5 a p25 (vertical direita de A). A
figura B mostra as posi¢cdes de quantificacdo da energia das prateleiras 1A, 2A e 3A nas
alturas 8, 16 e 24 cm respectivamente. Ha na horizontal uma plataforma de 40 cm onde estao
inseridas as lampadas com homogeneidade energética na regido central das prateleiras. A
figura C mostra o espectro da luz UV-A de todas as lampadas com A maximo a 366 nm.
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Sistema de irradiacdo UV-B utilizado para alguns experimentos controle,
possui uma plataforma composta por uma lampada UV-B ajustada em um
suporte metalico coberto por um tecido preto. O espectro de 312 nm foi
mensurado a intensidade de potencia 0,714 mW/cm?em dosimetro UV-B 312
nm VLX-3.W (Franga). O sistema de irradiagdo e o dosimetro UVB também foi

gentilmente emprestado pelo Prof. Dr. Carlos Frederico Martins Menck.

O sistema de irradiacdo no visivel para cubeta foi construido no préprio
laboratorio suportado por uma lampada halégenas (ver espectro da Figura
10A). O sistema de irradiacao visivel para placa de células em cultura também
foi construido no proprio laboratério suportado por 8 lampadas de intensidade

de poténcia de aproximadamente 3,0 mW/cm? e espectro de 400nm a 700 nm

(Figura 10B)
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Figura 10: Espectro de luz visivel.

O grafico A mostra o espectro da lampada halégena usado para irradiacdo de melanina em
cubeta de quartzo. O grafico B mostra o sistema de irradiagdo visivel com picos em 405 nm,
450 nm, 488nm, 532nm, 580 nm e 630 nm usados para irradiacdo de células em cultura.
Ambos os espectros foram obtidos em um espectrofotdmetro guiado por fibra 6tica (USB-2000;
Ocean Optics, Dunedin FL, EUA).
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3.2.5 Equipamentos de Separacao Analitica

O sistema de cromatografia liquida de alto desempenho utilizado no
nosso estudo é um equipamento modular da Shimadzu composto de um
degaseificador (modelo DGU-20A5), 2 bombas para mais entrega do solvente
(modelo LC-6AD), um forno (modelo CTO-10ASyp), um detector UV-vis
(modelo SPD-20A), um coletor de fracbes (modelo FRC-10A) e um médulo de

comunicacao (modelo CBM-20A).

3.3 Métodos

3.3.1 Cultura celular

Os tipos celulares utilizados incluiram melanoma cutaneo murino (B16-
F10); melanoma cutaneo humano (SKMEL28); cultura priméaria de melandcitos
humanos de caucasoides (HU-USP); queratindcitos normais humanos
imortalizados (HaCaT); macréfagos murinos (J774) e humanos (THP1).

O meio RPMI 1640 foi usado em macréfagos J774 e THP1. O meio
DMEM foi usado para os demais tipos celulares. Todos os meios foram
suplementados com 10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB) (GIBCO/BRL Life
Technologies) e solucdo de penicilina-estreptomicinae antimicético todos a 1%
(v/v). As células HaCaT e J774, THP1 e melandcitos primarios foram cedidas
pelo Conjunto das Quimicas (IQ/USP e FCF/USP) e as células B16F10 foram
cedidas pela Professora Doutora Glaucia R. Martinez do Setor de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal do Parana. Todas as células foram

cultivadas sob atmosfera de 5% de CO, a 37°C.
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3.3.2 Melanogénese

A inducdo de melanogénese em células de melanoma murino B16-F10 e
melandcitos humanos foi realizada conforme Kongshoj e colaboradores [142].
As células foram plaqueadas (1x10° células/poco) apds 24 horas em estufa a
37°C e atmosfera 5% de CO,, as células foram lavadas com PBS (NaCl 8 g/L,
KCI 0,20 g/L, Na;HPO, 1,15 g, KH,PO,4 0,2 g/L). Os substratos para a sintese
de melanina intracelular M* foram o aminoacido Tirosina (Tyr) 0,5 mM da
Sigma-Sigma-Aldrich (Alemanha) e Cloreto de Aménio (NH4Cl) 10 mM da
Labsynth (Brasil) para a sintese da melanina M".

Os substratos para a sintese da melanina intracelular UM™* foram Acetil
Tirosina 0,5 mM, extrato proteico e vitamina B, componentes do produto
comercial Unitan® da Farma Service (Brasil) e Cloreto de Amdnio (NH4Cl) 10
mM da Labsynth (Brasil).

A melanina de células B16-F10 foi gerada com tratamento das células
com aminoéacido Tirosina (0,5mM) e NH4CI 10 mM, denominada neste trabalho
por M*. A melanina de células B16-F10 foi gerada com tratamento das células
com Acetil Tirosina (0,5mM) + NH4CI 10 mM foram denominadas neste trabalho
por UM*. Em ambas as células, o tempo de incubacdo para pigmentacio
celular foi de 48 horas. Melaninas M* e UM" foram extraidas em NaOD 0,01 M
através da lise celular realizada por sonicador Branson Sonifier 450 (EUA) a 20
W por 30 segundos. A quantificacdo da melanina foi a 470 nm, cuja massa foi
normalizada pela quantificacdo de proteinas totais pelo método de Bradford

[143].
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3.3.3 Espalhamento de luz e espectro de massas das melaninas M e

UM" extraidas

As melaninas M* e UM® foram extraidas das células B16-F10,
dissolvidas em solugdo D,O/NaOD 0,01M. 1uL das melaninas M* e UM" foram
adicionados a matriz SA (acido sinapinico; solucdo saturada em acido formico
0.1%: acetonitrila 30:70; V/V). 1uL do volume preparado foi aplicado no
equipamento. O espectro de massa foi realizado no MALDI-TOF conforme
Beltran-Garcia e colaboradores [141]. No caso dos experimentos de
espalhamento de luz dinAmico e ressonante as solucdes de melanina M* e UM*

foram lidas diretamente nos equipamentos descritos acima.

3.3.4 Condic¢bes de irradiacao

Todas as células foram irradiadas em presenca de 1,0mL de PBS,
mantidas em placas com tampa de plastico polipropileno para manter a
esterilidade celular. As doses de luz UV-A (ver espectro UV-A da figura 9C)
foram 0, 3, 6, 12, 18 e 36 J/cm? em tempo de exposicéo 0, 15, 30, 60, 90 e 180
minutos, respectivamente. A escolha dessas doses UV-A foram baseadas em
energias detectadas nas regides nordeste e sul do Brasil conforme Tese de
Doutorado de André Passaglia Schuch e publicacdo [39]. As doses de luz
visivel foram 0, 6, 36 e 72 J/cm? em tempo de exposicdo 0, 30, 180 e 360
minutos, respectivamente. A irradiacdo UV-B foi utilizada na dose de 4,5 J/cm?
com tempo de exposi¢cdo de 30 minutos. Houve experimentos que irradiaram-
se as células em todas as doses UV-A (0, 3, 6, 12, 18 e 36 J/cm?) e outros
experimentos que irradiaram-se células contendo o fotossensibilizador Tarf-Me

(derivado da riboflavina) em dose de luz UVA 6 J/cm?. Um caso especifico de
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fotossensibilizagdo foi realizado a fim de se avaliar a fototoxicidade da
lipofuscina. Para isso, submeteram-se células HaCaT a irradiagdo na luz UV-A
(12J/cm?) sob tempo de exposicdo de 60 minutos, seguida de incubacéo em
meio DMEM 10% SFB (v/v) por 48 horas a 37°C. Apds esse periodo, a
lipofuscina gerada foi fotoativada sob luz visivel a (36 J/cm?) sob tempo de
exposicao de 180 minutos. Apoés irradiacdo com luz visivel as células foram

submetidas aos ensaios de viabilidade celular.

3.3.5 Desbalango redox

3.3.5.1 Quantificacdo da geracdo de oxigénio singlete em solucbes de

melanina, amostras de cabelo e em células B16-F10

A quantificacdo de 'O, foi realizada em amostras de melanina a, b, c
(ver tabela 1) e em cabelos preto, castanho, branco, ruivo e loiro (massa de
120 =+ 10 mg). Todas as amostras foram ambientadas com solvente D,O e
introduzidas no equipamento de espectroscopia para deteccdo de 'O..
Melaninas produzidas pelas B16-F10 (M e UM") tiveram a gerac&o de oxigénio
singlete medidas diretamente no ambiente celular. As células controle e
pigmentadas (M* e UM") foram suspendidas em tripsina e lavadas com PBS
sob centrifugacdo 4000 rpm por 5 minutos. O precipitado celular foi
ressuspendido em solucao salina (NaCl 0,9% em D,0). O espectro de geracao
de 'O, foi realizado a 532nm imediatamente ap6s preparacdo das amostras.
Melaninas M* e UM" também foram extraidas das células, suspensas em D,0O
e as medic6es dos espectros de 'O, foram obtidos no equipamento descrito em

equipamentos de espectroscopia (3.2.1).
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3.3.5.2 Anédlise de formacgéo de EROs por H,DCFDA

A sonda 2'.7’- diclorodihidrofluoresceina diacetato — H;DCFDA
geralmente é oxidada por espécies reativas de oxigénio [144] formando 2’,7’-
diclorofluoresceina (DCF) que é fluorescente quando excitada a 488 nm [145—

148].

Foram plaqueadas 1x10° células/mL das linhagens HaCaT e J774 em
placas de 12 pocos, as quais foram mantidas por 24 horas a 37°C e 5% CO..
Apos incubar as células com 10 umol/L de H,DCFDA em PBS, as mesmas
foram lavadas e irradiadas em PBS sob luz UV-A a diferentes doses (J/cm?).
Apés a irradiacdo, as células foram tripsinizadas seguido de sedimentacéo sob
microcentrifugacdo a 300g a 4°C por 5 minutos. Nas posteriores lavagens em
PBS e sedimentacdes, as células foram mantidas em gelo até a leitura da
fluorescéncia verde com os filtros FL1 de excitacdo (485 nm) e emissédo (520
nm) por citometria de fluxo (Beckman Coulter, EUA). A geracdo de espécies
reativas foi calculada em funcdo da fluorescéncia do controle néo irradiado.
Paralelo a esse protocolo, realizou-se também o experimento de analise de
oxidacdo de glutationa, através da técnica de cromatografia liquida de alta
perférmace (HPLC) nas mesmas condicbes de fotossensibilizacdo acima

descritas.

3.3.5.3 Quantificacdo de Glutationa

Células HaCaT e J774 foram plaqueadas (1x10°/mL) em placas de 6
pocos, e apés 24 horas foram lavadas duas vezes em PBS, para enfim serem
irradiadas sob luz UV-A em presenca de 1,0 mL de PBS. Apés a irradiacao, as
células foram coletadas em PBS e sedimentadas sob microcentrifugacédo a

5000RPM durante 5 minutos. A seguir, adicionou-se 0,2 mL de H3PO4
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concentrado as células, seguido de trés ciclos de congelamento (N liquido) e
descongelamento (banho-maria a 37°C). Em seguida, as células lisadas foram
sedimentadas sob microcentrifugacédo a 13.000RPM durante 10 minutos a 4°C.

Por fim, o sobrenadante coletado foi congelado a -80°C.

A deteccdo de glutationa oxidada (GSSG) e glutationa reduzida (GSH)
foi realizada por HPLC [149] sob um fluxo de fase movel de acido formico 0,1%
(v/v), metanol 10% (v/v) em agua MQ. A fase estacionaria foi detectada a 220
nm em uma coluna C-18. A deteccdo de glutationa oxidada (GSSG) e
glutationa reduzida (GSH) foi comparado com os picos de GSH e GSSG
padrées. A amostras foram normalizadas contra a quantificacdo de proteinas

totais obtidas através do método de Bradford [143].

3.3.6 Analise de estresse oxidativo mitocondrial

O estresse oxidativo mitocondrial UV-A fotoinduzido foi monitorado pela
mensuracao direta da oxidacdo da molécula MitoTracker Red CMH;XRos
DND-26 (Molecular Probes®). Em presenca de espécies reativas de oxigénio
CMH,XRosé oxidado CMXRos que é um corante catibnico intrinsecamente

fluorescente que se liga a nucledfilos presentes no interior da mitocéndria [150].

Os autolisossomas foram monitorados pelo LysoTracker Green
(Molecular Probes®) que se acumula em vacuolos &acidos, cuja fluorescéncia
verde é facilmente detectada, usando-se filtros ou laser com parametros de
excitacdo a 488nm e emissdo a 520nm. Para isso, foram plagueadas 3x
10°/mL células HaCaT em laminulas dispostas em placas de 6 pocos as quais
foram mantidas por 48 horas a 37°C e 5% CO,. Células HaCaT foram lavadas

em PBS seguido de incubacédo com MitoTracker Red CM-H,XRos DND-26 (1,0
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puMol/L) e LysoTracker GreenDND-26 (0,1 pMol/L) em tampdo PBS por 15
minutos a 37°C e 5% de CO,. Apés incubacgdo e lavagem, as células foram
irradiadas no gerador UV-A. Por fim, as laminulas foram submetidas a analise
por microscopia confocal de varredura a laser, utilizando os parametros de
excitacdo a 488 nm e emissdo a 505-530 nm para visualizacdo dos vacuolos
acidos (autolisossomas e lisossomas); e excitacdo a 633 nm e emissao a 651-

704 nm para visualizac&o dos processos oxidativos em mitocéndrias.

3.3.7 Viabilidade celular

Fototoxicidade da melanina produzida em células melano competentes
(B16-F10 e melandcito humano) foi avaliada em funcéo da dose e fonte de luz.
As células foram plaqueadas em placas de 96 pocos por 24 horas a 37°C e 5%
CO,. Apés lavagens em PBS, induziu-se a pigmentacdo das células melano-
competentes a inducdo da melanogénese M* e UM*. Em seguida irradiaram-se
as células nas doses de luz UV-B (0 e 4,5 Jicm?) e células nas doses de luz
visivel (0, 36 e 72 J/lcm?), em presenca de 200 pL de PBS. As amostras n&o
irradiadas permaneceram no escuro em PBS. Apés irradiacdo as células
receberam meio de cultivo suplementado com SFB a 10% (v/v) e foram
incubadas a 37°C em estufa de CO, 5%. Apds 48 horas de incubacéao, avaliou-

se a sobrevida celular a partir do teste colorimétrico de reducdo do MTT [151].

As células HaCaT e J774 também foram plaqueadas 1x10°células/mL
em placas de 96 pocos por 24 horas a 37°C e 5% CO,. Em seguida, as células
foram lavadas e irradiadas em PBS nas doses de luz UV-A (0 a 36J/cm?). As

amostras ndo irradiadas permaneceram no escuro em presenca de PBS. Apos
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o tratamento, as células foram incubadas em meio de cultura suplementado

com SFB a 10% (v/v) por 48 horas a 37°C e 5% de CO..

Apés incubacdo, utilizou-se trés ensaios colorimétricos MTT, NRU e
CVS para avaliar a viabilidade celular, conforme Martins e colaboradores [152].
O ensaio MTT mede a atividade de enzimas mitocondriais (Succinato
Desidrogenase e Citocromo C Oxidase) que reduzem o MTT (Brometo de 3-
(4,5,-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazélio, Sigma) a formazan com coloracéo
roxa e absorbancia em 550 nm [153]. O ensaio NRU (Neutral Red Uptake)
avalia a incorporacédo do vermelho neutro NR (NR) pelos lisossomos de células
viaveis cuja deteccao foi mensurada pela absorbancia em 540 nm. Em caso de
inducdo de autofagia, h4 maior incorporacdo de NR por vacuolos autofagicos
lisosomotrépicos (autolisossomas), cuja sobrevida celular obtida pelos ensaios
de MTT e CVS possibilita o calculo da unidade arbitraria de autofagia,
conforme proposto por [152]. O ensaio CVS (Crystal Violet Staining) que é a
marcacao citoquimica para avaliar a sobrevida celular in vitro, € dada pela
densidade relativa de células irradiadas e ndo-irradiadas. Esse ensaio é
realizado na mesma placa em que se avaliou a sobrevida por NRU. Assim,
apos serem lavadas duas vezes com H,O destilada, as células fixadas no
ensaio NRU foram coradas com solugéo de Cristal Violeta 0,02% (m/v) por 5
minutos a temperatura ambiente, seguido de lavagem por duas vezes com H,O
destilada e eluicdo do CV em solucéo 50% (v/v) de etanol contendo de citrato
de sodio 0,1 mMol/L, seguido de incubagdo por 5 minutos a temperatura
ambiente. Apés breve agitacao, obteve-se os valores de absorbéancia a 585 nm
com correcdo de referéncia a 800 nm [154]. Os ensaios foram realizados em

quadruplicadas e foram repetidos em trés experimentos independentes.
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3.3.8 Mecanismo de morte celular

3.3.8.1 Comprometimento de lisossomos e autofagia

Deteccdo de autofagia pela estratégia AAU in vitro

Para se mensurar autofagia empregou-se a estratégia de deteccao de
vacuolos autofagicos pela variavel AAU (Arbritrary Autophagic Units) [154].
Sumariamente, essa estratégia baseia-se na marcacdo de vacuolos
autofagicos pelo corante lisossomotropico vermelho neutro (NR), usando-se o
ensaio NRU. A medida em que se aumentava a concentracdo de cloroquina
(CQ), uma droga indutora de autofagia, aumentava-se o acimulo de vacuolos
autofagicos sugestivos de autofagia (Rho = 0,9 p-valor <0,00001). Esse
aumento de AAU se correlaciona inversamente com a sobrevida celular dada
por CVS e MTT, indicando que CQ induz morte por autofagia [154].

Segundo essa abordagem, apés a inducdo de autofagia ha um acumulo
de NR em autolissosomos ou vacuolos autofagicos tardios em comparacao ao
controle ndo-tratado, onde se tem em maior frequéncia de lisossomos viaveis.
Assim, em decorréncia da maior incorporacao e retencdo do NR em vacuolos
autofagicos lisosomotropicos, ha uma superestimacdo da taxa de sobrevida
celular. Ao se normalizar essa taxa pela média das taxas de sobrevida celular
estimadas pelos ensaios CVS e MTT, tem-se a varidvel AAU que se
correlaciona significativamente e linearmente com morte celular autofagica.

Esta abordagem propde identificar o acumulo de NR por vacuolos
autofagicos &cidos tardios (autolisossomas), os quais representam a fuséo
entre o autofagossoma e lisossoma na etapa final do processo autofagico
[154]. As mesmas condicdes experimentais citadas no tépico de viabilidade

celular foram utilizadas para o calculo de AAU. Apds experimentos de AAU,

61



células HaCaT e J774 foram irradiadas sob luz UV-A e o experimento de
microscopia foi realizado utilizando o laranjado de acridina (AO) usualmente
empregado como corante vital e para se avaliar o acumulo de vacuolos acidos
indicativos de morte celular autofagica.

As células HaCaT e J774 foram plaqueadas (3X10* células/mL) em
placas de 6 pogos sobre laminula por 24 horas. As células foram lavadas e
irradiadas em PBS segundo a irradiagdo sob luz UV-A a diferentes doses
(J/cm?). Ap6s 24 horas, as células foram incubadas por 10 minutos em solucéo
de AO a 1 pg/mL. As laminas foram preparadas em PBS e observadas sob
microscopio epifluorescente invertido Axiovert 200 (Carl Zeiss, Alemanha)
equipado com uma objetiva 40X (C-APOCHROMAT 40X/1.20 Corr M27
Zeiss™). A fluorescéncia do marcador AO foi detectada usando-se o filtro que
promove excitacdo a 450-490 nm com emissao long pass (LP) de 515 nm. As
imagens foram editadas e avaliadas usando-se o software Image J (National

Institutes of Health, Bethesda).

Anélise de autofagia por imunofluorescéncia

As células HaCaT foram plagueadas em placas de 6 pocos
(2x10°células/mL), contendo uma laminula em cada poco, e apés 24h as
células foram irradiadas sob luz UV-A. Posteriormente as células foram lavadas
em PBS e fixadas em formaldeido 4 % (m/v) por 15 minutos a temperatura
ambiente. Apds consecutivas lavagens em PBS com intervalos de 5 minutos,
blogueou-se as células em solugdo de PBS contendo soro albumina bovina
(BSA) 5% (m/v) e Triton X-100 0,3% (v/v), por 1 hora a temperatura ambiente.
Apds blogueio as células foram incubadas com anticorpo primario LC3-II (rabbit

monoclonal anti-LC3B, Cell Signaling Technology, 3868S) diluido 1:200 em
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PBS contendo 1.0 % (m/v) de BSA (Sigma, A4161) e Triton X-100 (Sigma,
X100) 0.3% (v/v) overnight a 4°C. Apos lavagem, as células foram incubadas
com anticorpo secundario (Alexa 488-goat fluorochrome-conjugated anti-rabbit
IgG (H+L), Molecular Probes, A-11008) diluido a 1:500 em solugdo PBS1x
contendo 1.0 % (m/v) de BSA (Sigma, A4161) e Triton X-100 (Sigma, X100) por
2 horas. Laminulas foram montadas em laminas de microscopio utilizando os
meios de montagem Prolong-DAPI (Molecular Probes, P36935). As imagens
foram obtidas por microscopia, usando-se o microscépio confocal Axiovert 200
(Zeiss LSM 510™, Alemanha) equipado com objetiva de 63X (Plan-
APOCHROMAT 63X/1.40 DIC M27 Zeiss™). As imagens foram editadas no
software Image J (National Institutes of Health, Bethesda). Os filtros de
fluorescéncia foram utilizados para visualizar os nucleos-DAPI (excitacdo 364

nm / emissédo 475nm) e Alexa 488 (excitacao 488 nm/emissao 543 nm).

Analise de mitofagia por imunofluorescéncia de COXIV e LC3-II

Para se avaliar mitofagia, realizou-se o ensaio de imunofluorescéncia
colocalizada para as proteinas de marcacdo de autofagossoma, LC3-Il, e de
marcac¢ao mitocondrial, COXIV, usando-se microscopia confocal. Para isso, as
células HaCaT foram plaqueadas em placas de 6 pocos (2x10°células/mL),
contendo uma laminula em cada poco, e apés 24h as células foram irradiadas
sob luz UV-A. A seguir, as células aderidas em laminulas foram lavadas em
PBS e, em seguida, fixadas em solu¢édo tamponada de formaldeido a 4% (m/v)
por 15 minutos a temperatura ambiente. Apoés fixacdo, as células foram lavadas
trés vezes com PBS gelado, em intervalos de 5 minutos. Apds o bloqueio por 1
hora a temperatura ambiente em solugdo de PBS contendo Triton X-100 a

0,3% (v/v) e Albumina de Soro Bovino 5% (m/v), incubaram-se as laminulas 12
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horas a 4°C em presenca dos anticorpos primarios monoclonais de coelho anti-
LC3-1l (rabbit monoclonal anti-LC3B, Cell Signaling Technology, 3868S) e de
camundongo anti-COXIV (Complex IV subunit IV monoclonal antibody, Life
Technology, A21347), ambos diluidos 1:200 em PBS 1x contendo 1% (m/v) de

Albumina de Soro Bovino e Triton X-100 a 0,3% (v/v).

Apés o periodo de incubacdo do anticorpo primario, lavaram-se trés
vezes as laminulas em PBS, seguido de incubacdo em PBS acrescida de
Triton X-100 a 0,3% (v/v) contendo anticorpos secundario anti-IgG de coelho
conjugado com Alexa-488 e anti-lgG de camundongo conjugado com Alexa-
633 ambos diluidos 1:500. Finalmente, apos trés lavagens consecutivas em
PBS, com intervalos de 5 minutos a temperatura ambiente, protegido da luz,
montaram-se as laminulas com Prolong-DAPI para deteccdo das imagens em
microscopio confocal. Os filtros de excitagdo e emissdo de fluorescéncia
utilizados foram os seguintes: para visualizar o marcador nuclear DAPI, 362
nm/475 nm (emissao na cor azul); Alexa 488, 488 nm/520 nm (emisséo na cor
verde) e Alexa 633, 547 nm/630 nm (emissdo na cor vermelha). As imagens

foram obtidas como descrito anteriormente.

Quantificacdo da autofluorescéncia de autofagolisossomos

As células HaCaT foram plaqueadas em placas de 6 pocos (2x10°/mL) e
apos 24 horas, um grupo de células foi irradiado sob luz UV-A (6J/cm?) depois
de 90 minutos de incubagcdo com Tarf-Me (100ug/mL). Outro grupo celular foi
apenas irradiado com luz UV-A (18J/cm?). Apds 24 e 48 horas de incubacéo,
0os grupos celulares foram submetidas a deteccdo da autofluorescéncia da

lipofuscina por citometria de fluxo (exc 488 nm, e 630nm).
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Fotossensibilizacdo da lipofuscina no autofagolisossomo

O ensaio MTT foi utilizado para avaliar se células HaCaT UV-A foto-
excitadas produziam lipofuscina, e se apos irradiagcdo sob a luz visivel a
viabilidade estaria comprometida. Para isso, irradiaram-se células HaCaT na
dose UV-A de 12J/cm?, e ap6s 48 horas de producdo da lipofuscina, as células
foram submetidas & irradiacéo sob luz visivel a 36J/cm?. A seguir, 0 ensaio de

MTT foi realizado imediatamente, conforme ja descrito.

3.3.8.2 Comprometimento da mitocéndria e inducao de apoptose

Deteccdo de apoptose pela liberacdo de citocromo ¢

Células HaCaT foram plaqueadas (1x10%mL) e apés 24 horas foram
lavadas em PBS e irradiadas sob luz UV-A. As células foram lavadas trés
vezes com PBS gelado e poros na membrana plasmatica foram obtidos com
solucéo de digitonina 50 mg/mL e 100 mM de KCI durante 12 minutos no gelo
apenas para abrir poros na membrana plasmética. As amostras dos
sobrenadantes foram adicionadas na placa de ELISA sensibilizada com o
anticorpo primario monoclonal contra Citocromo C (Human Cytochrome c
Quantikine ELISA Kit - B&D Systems EUA). A reacao foi parada em solucéo

acida para leitura de absorbancia a 450 nm.

Deteccdo de caspase 3 em células melano competentes

Para se caracterizar a apoptose empregou-se ensaio de
imunofluorescéncia contra Caspase-3 ativa. Para detec¢cdo de Caspase-3 ativa
em células B16-F10 (M e UM") as células foram plaqueadas, pigmentadas a
M* e UM" e irradiadas sob luz visivel (72J/cm?). Posteriormente as células
foram lavadas em PBS e fixadas em formaldeido 4% (m/v) por 15 minutos a

temperatura ambiente. Apds consecutivas lavagens em PBS com intervalos de
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5 minutos, bloqueou-se as células em solugdo de PBS contendo soro albumina
bovina (BSA) 5% (m/v) e Triton X-100 0,3% (v/v), por 60 minutos a temperatura
ambiente. A seguir, as células foram incubadas por 12 horas a 4°C em camera
Umida com anticorpo primario contra proteina Caspase-3 ativa (leaved
Caspase-3 (Aspl75, 5A1 Rabbit mA, Cell Signaling Technology, 9664P) e
COXIV-mitocondria (Complex IV subunit IV monoclonal antibody, Life
Technology, A21347), diluidos 1:200 em PBS contendo BSA 1,0% (m/v)
(Sigma, EUA) e Triton X-100 0.3% (v/v). Apos lavagens em PBS com intervalos
de 5 minutos, as células foram incubadas por 2 horas com anticorpos
secundarios (Alexa 543 fluorochrome-conjugated goat-anti-rabbit IgG e Alexa
633 fluorochrome-conjugated goat-anti-mouse 1gG), ambos da Molecular
Probes (Lige Technology®), diluidos a 1:500 em PBS contendo BSA 1,0%
(m/v) e Triton X-100 0.3% (v/v). ApOs lavagens em PBS com intervalos de 5
minutos, as laminas foram montadas com Prolong® (Molecular Probes, EUA)
para visualizacdo do nucleo celular com DAPI (exc 364 nm). As imagens foram
obtidas por microscopia, usando-se o microscopio confocal Axiovert 200 (Zeiss
LSM 510™, Alemanha) equipado com objetiva de 63X (Plan-APOCHROMAT
63X/1.40 DIC M27 Zeiss™). As imagens foram editadas no software Image J

(National Institutes of Health, Bethesda).

Deteccdo de caspase 3 em gueratindcitos HaCaT

A manipulacdo das células HaCaT foi idéntica ao item “Analise da
autofagia por imunofluorescéncia” onde as células foram incubadas com
anticorpo primario Caspase-3 ativa (leaved Caspase-3 (Aspl75, 5A1 Rabbit

mA, Cell Signaling Technology, 9664P) diluido 1:200 e anticorpo secundario
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(Alexa 488-goat fluorochrome-conjugated anti-rabbit 1gG (H+L), Molecular

Probes, A-11008) diluido a 1:500.

Foi realizado também em células HaCaT irradiadas sob luz UV-A, o
experimento de microscopia utilizando o kit Apo-Trace® usualmente empregado
para caracterizar morte apoptotica em células com alteracdo de membrana,
cuja fluorescéncia da sonda Aposense® é detectada pelo seu acimulo no
citoplasma [155]. O procedimento celular foi idéntico ao ja comentado na
microscopia utilizando o laranjado de acridina (AO) (item 3.3.8.1), mas aqui foi

utilizado Aposense a 50 pg/mL (Apo-Trace® Sigma).

3.3.8.3 Comprometimento de membrana e necrose

O tipo de morte celular ndo programada (necrose) foi avaliado por
ensaios fluorométricos, usando-se corante iodeto de propideo (IP). O marcador
IP é incorporado e intercalando no DNA de células que apresentam
comprometimento de membrana plasmatica. O acumulo de IP também pode
ser visualizado em células em apoptose tardia (necrose secundaria), que
apresentam permeabilidade de membrana, nudcleo aumentado e com
condensacdo de cromatina [156]. Para diferencia-los, avaliou-se a intensidade
de fluorescéncia mensurada por citometria de fluxo (FACS), assim como
alteracdes morfoldgicas de células coradas por IP avaliadas por microscopia,

para distincdo de células mortas.

Células B16-F10 foram plaqueadas, pigmentadas a M+ e UM® e
irradiadas sob luz visivel (72J/cm?). Subsequentemente, as células foram
lavadas em PBS e marcadas com IP (5ug/mL) por 10 minutos a 37°C. Apos

lavagem por duas vezes em PBS, as células foram observadas ao microscoépio
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epifluorescente invertido Axiovert 200 (Carl Zeiss, Alemanha) equipado com
uma objetiva 40X (C-APOCHROMAT 40X/1.20 Corr M27 Zeiss™). A
fluorescéncia do marcador IP foi detectada usando-se o filtro que promove

excitacao a 450-490 nm com emissao long pass (LP) de 515 nm.

Foi realizado também em células HaCaT e J774 irradiadas sob luz UV-
A, 0 experimento de microscopia utilizando o iodeto de propideo (IP) para
distincdo de células mortas ou ainda em processo de morte segundo o
comprometimento de membrana plasmatica e avaliacdo morfolégica nuclear.
O procedimento celular foi idéntico ao jA comentado na microscopia utilizando o

laranjado de acridina (AO) (item 3.3.8.1) mas aqui foi utilizado IP a 1 pug/mL.

3.3.9 Dano no DNA gendmico de células melano-competentes (M* e
UM™) segundo irradiacdo sob luz visivel

As células B16-F10 foram plaqueadas, pigmentadas a M* e UM",
seguido de irradiacéo sob luz visivel (36J/cm?) em tamp&o PBS. 30 uL de uma
suspensdo 1x10° células foi misturado com 100 uL de agarose LMP (0,5% em
PBS), distribuida em placas que foram pré-revestidas com agarose LMP (1,5%
em PBS) e deixadas em repouso em uma bandeja com gelo. Apoés
solidificacéo, as células foram lisadas no escuro em um tampé&o de sal de alta
alcalinidade (2.5 mol L-1 NaCl, 0.1 mol L-1 EDTA, 0.01 mol L-1 Tris, 1% Triton

X-100, pH 10) durante 12 horas.

ApGs incubacéo das laminas em tampéo de lise, elas foram tratadas com
0,2U das enzimas Fpg e Endo Il (Sigma-Sigma-Aldrich EUA) em tampéo de
enzima (0,1 Mol/L de KCI, 0,5m Mol/L de Na,EDTA, 40 mMol/L de Hepes e 0,2

mg/mL BSA, pH=8,0) por 30 minutos a 37°C. Posteriormente as laminas foram
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colocadas em tampéao de eletroforese 4°C no escuro por 30 min. A eletroforese
foi realizada em camara escura, em um Power Supply — ESP 301 (GE)
contendo o mesmo tampéao, por 30 min a 25 V. Depois da eletroforese, as
placas foram neutralizadas em tampao de neutralizagéo e fixadas em etanol. O
DNA foi corado com brometo de etidio (10 pg/mL) e as laminas foram
observadas em aumento de 400X sob excitacdo a 515 nm em microscépio de
fluorescéncia (OLYMPUS BH-2) wusando softwuare Komet 5.1.Foram

analisadas 100 células de cada amostra e trés experimentos independentes.

3.3.10 Dano no DNA de células ap6s fotossensibilizacdo da lipofuscina

gerada por UV-A em células HaCaT

As células HaCaT foram plaqueadas (2x10°células/mL) em lamina de
vidro. Apés incubacao por 24 horas, as células foram irradiadas em PBS sob
luz UV-A a 12 J/icm? para producdo de lipofuscina, e apds 48 horas as células
foram irradiadas sob luz visivel a 36J/cm?. O ensaio cometa aqui foi realizado

conforme item 3.3.9.

3.3.11 Efeitos da foto-ativagdo da Tarf-Me por luz UV-A

Para se estudar o impacto da fotossensibilizacao de flavinas enddgenas,
relacionando os efeitos da radiagcdo UV-A sob queratindcitos in vitro, optou-se
por incorporar em células, um derivado de riboflavina (Figura 11A) denominado
Tarf-Me (Figura 11B) sintetizado para a Tese de Doutorado IQUSP de

Alexandre Vieira Silva.
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Figura 11: Estrutura molecular da riboflavia (A) e do seu acetilado e metilado (B).

A estrutura da molécula B é denominada Tetra Acetil Riboflavina metilado (Tarf-Me).

A principal diferenca é que na Tarf-Me ha a substituicdo de 5 hidrogénios
de hidroxila por grupos acetato e consequentemente a molécula fica bem mais
lipofilica [157]. Além disso o hidrogénio ligado ao nitrogénio do anel foi
substituido por um grupo metila. Dados da literatura mostraram que o derivado
Tarf-Me é mais fotoestavel do que a riboflavina [158]. Os maximos de absorcéo
da Tarf-Me correspondem as regiées do UV-A (344nm) e visivel (466 nm),
confirmando a sua natureza de fotossensibilizador endégeno na regido do UV-
A e visivel. O comprimento de onda maximo de emissdo em agua é 524 nm e

o rendimento quantico de producédo de oxigénio singlete de 0,58.

As células HaCaT e J774 foram plagueadas em placas de 6 pocos
(2x10°/mL) e ap6s 24h as células foram administradas com Tarf-Me
(100upg/mL) dissolvida em 5% de DMSO e diluida em meio DMEM 1% (v/v) de
Soro Fetal Bovino. As células foram incubadas por 90 minutos a 37°C e 5% de
CO,. Espectros de absorcdo de 350 a 600 nm e microscopia de fluorescéncia
Aex = 488nm; Aemiss 515 nm foram utilizados para deteccdo de incorporagéo
da Tarf-Me no ambiente intracelular. Para verificacdo da geracdo de 'O, pela

Tarf-Me incorporada, lavaram-se as células em PBS, e o 'O, foi detectado sob
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excitacdo 355nm em solugéo salina 0,9% em D,0O. O espectro de intensidade
de 'O, foi obtido no equipamento descrito acima e foi normalizado pela
contagem das células em azul de tripan apés leitura de sinal de 'O,. Para
investigar se a Tarf-Me n&o somente gera 'O, mas também radicais livres,
realizou-se a fotossensibilizagdo de Tarf-Me na presenca de Acido sérbico 20
UMol/L, que protegia também os efeitos de 'O, e de um quelante de ferro

Diferiprona 30 pMol/L que protegia também os efeitos de radicais livres [159].

3.3.12 Viabilidade celular apos foto-ativacdo da Tarf-Me

Apos preparar Tarf-Me (100ug/mL) dissolvida em 5% de DMSO e diluida
em meio DMEM 1% de Soro Fetal Bovino, foi acrescentada distintamente o
Acido sérbico e a Diferiprona. As células foram incubadas por 90 min, lavadas
com PBS e irradiadas sob luz UV-A (6J/cm?). A viabilidade celular, o
comprometimento do fluxo autofagico e a presenca de lipofuscina foram

avaliados como descrito acima.

3.3.13 Citocinas pro-inflamatdrias e metaloproteinase 1

Sobrenadantes das células HaCaT, J774 e THP1 foram coletados seis
horas pés a irradiacdo sob luz UV-A (0 a 36J/cm?) para o ensaio de ELISA de
citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IL-18 e IL-6) (B&D Systems, EUA) e enzima
metaloproteinase 1 (MMP1) (Amershan GE Healthcare, Reino Unido). A reacao
foi parada com uma solucdo acida para leitura de absorbancia a 450 nm.
Citocinas e MMP1 foram normalizadas pela dosagem de proteina total através
do método de Bradford [143] e contagem de células com azul de tripan ap6s a

coleta dos sobrenadantes.
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3.3.14 Anélise estatistica

Os parametros meédios foram comparados entre 0os grupos segundo o
teste de variancia (ANOVA), usando-se o software Origin 7.5. Consideraram-se
comparacdes entre grupos com significancia estatistica, aquelas cujas p-

valores foram menores ou iguais a 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Fotossensibilizagdo no visivel da melanina em solugéo

Melanina € um croméforo que absorve radiacdo eletromagnética no UV
e no visivel e como tal, pode ser responsavel pelos efeitos da luz visivel em
superficies bioldgicas. Desta forma, iniciamos este trabalho caracterizando as
propriedades fotofisicas da melanina, especificadamente a absor¢cédo e a
emissdo luminosa e a geracédo de oxigénio singlete. As amostras de melanina
utilizadas nessa secédo foram de diversas fontes. Na Tabela 1 (materiais e
meétodos) a fonte e a nomenclatura empregada nesta tese foram definidas.
Detalharemos na legenda da figura qual melanina foi utilizada em cada caso.
Note que a melanina SA apresenta absorcdo (Figura 12A) e fluorescéncia
(Figura 12B) que se estende por toda a regido do visivel, como ja havia sido
descrito anteriormente [160]. Um outro dado interessante é que o0 maximo de
emissdo altera-se com o comprimento de onda de excitacdo, conforme
correlacdo entre o comprimento de onda de excitacdo e 0 de emissdo maxima
observada no grafico D da figura 1 do artigo em anexo [160]. Porque a
melanina ndo € uma molécula simples com estrutura Unica, hdo se espera que
tenha um espectro de absorcdo/emissdao bem definido. Explica-se assim, o
espectro de absorcdo sem bandas bem resolvidas apresentado na figura 12.
De fato, espera-se que a melanina (incluindo os varios tipos de melanina em
diferentes estadios de maturagdo) tenha varias espécies absorventes e
emissores de luz, semelhantes a outras substancias complexas encontradas na

natureza, tais como petréleo [161].
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Figura 12: Espectro de absorcdo e emissao da melanina SA.

(A) Espectro de absorcao e (B) espectro de Fluorescéncia da melanina SA em NaOH 0,01M a
25°C com excitagdo em 532 nm.

Para caracterizar as possiveis modificacBes quimicas que ocorrem na
melanina, estudaram-se as alteracfes na absor¢cdo de amostras de melanina
SA na presenca de oxigénio e ap0s purga com argonio (baixas concentracdes
de oxigénio), durante irradiacdo com luz visivel (Figura 13A). Note que ocorre
dimuicdo significativa na absorcédo da amostra que foi equilibrada com ar e esta
alteracdo esta ausente na amostra purgada com argbnio, mostrando que a
fotodegradacdo da melanina depende do oxigénio molecular. E importante
notar que na presenca de oxigénio molecular (0.) observa-se a formacéo de
uma quantidade substancial de oxigénio singlete (*O,) na amostra excitada a
532 nm. Aqui, nés estamos mostrando pela primeira vez a geracdo de 0, em

melanina fotoexcitada em luz visivel (Figura 13B).
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Figura 13: Fotodegradacdo da melanina e geracdo de oxigénio singlete.

A: Absorcao (Aex = 532 nm) de solugdes de melanina SA (Sigma-Aldrich) (0,3 mg/mL) em D,O
(INaOD] 0,01 M) irradiadas com luz branca halégena na dose 10J/cm? (ver espectro da Figura
10A). Na linha de pontos cinzas, o argbnio foi purgado durante 20 minutos (m). Na linha de
pontos pretos, a melanina estava equilibrada com o ar (m). As medidas foram realizadas no
mesmo dia da preparacdo da amostra. B: Espectro de deteccdo de oxigénio singlete (1270 nm)
da solucéo de melanina SA equilibrada com ar em igual concentracdo do grafico A.

Na tentativa de identificar a alteracdo quimica que leva ao
fotobranqueamento da melanina em solucéo, realizamos experimentos de RMN
de 'H em solugBes de melanina, antes e ap6s a irradiacdo. O espectro da
melanina ja foi descrito, analisado e publicado por outros pesquisadores[162] e
a nossa analise se baseou em dados e interpretacbes destes autores. A
irradiacdo da melanina sob luz visivel mostrou formacéo de um pico a 8,4 ppm
(singlete) com um subsequente decréscimo nos picos dos padrées indol
aromaticos (7,7-7,8 ppm). Estas alteracdes no espectro de RMN de 1H de
melanina também foram observados por Katritzky e colaboradores, apds a
oxidacdo quimica (peréxido de hidrogénio) da melanina. Katritzky e
colaboradores também previram que este pico a 8,4 ppm era devido a
presenca de um grupo "-N = CH-Ar" [162]. Sabendo-se que a via da reacao
principal de 'O, com indol é a formac&o de um hidroperéxido no carbono C3

[63], percebemos que o deslocamento da ligacdo dupla para a vizinhanca do
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nitrogénio pode explicar a formacdo de tal grupo quimico (Figura 14). Este
produto de reacdo ndo é especifico para 'O, porque outras espécies reativas
podem também gera-lo. No entanto, conforme o descrito aqui, 'O, é gerado

pela melanina (Figura 14) e € muito provavel que o primeiro passo da

degradacéo de melanina seja a reagdo mostrada na Figura 14.
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Figura 14: Foto-oxida¢do da melanina.

O esquema mostra a proposta de mecanismo de reacdo da foto-oxidacdo da melanina pelo
oxigénio singlete, e a formac&@o de hidroperéxido demonstrada pela técnica de RMN H1,
compativel com a reacao de oxigénio singlete e grupo indol [163].

Portanto, a luz visivel & capaz de induzir a degradacao do anel de indol
da melanina e o0 passo inicial desta reacdo € devido a formacdo de
hidroperoxido atraves do ataque de'O, na posicdo C3 do grupo indol. Uma
possibilidade para explicar o foto-dano da melanina € a formacdo de espécies
tripletes, permitindo reacdes de fotossensibilizacdo tipo Il e a formacédo de 'O,
que pode adicionar a duplas ligagbes (Figura 14), danificando assim a melanina

[164,165].
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Embora j4 se sabia que a melanina é fotoativa, foi observado pela
primeira vez a emissdo de 'O, proveniente diretamente da excitacdo de
melanina por luz visivel. Para demosntrar que a exposicdo de cromoéforos
aumenta a atividade fotossensivel da melanina, solu¢cdes de melanina SA
dissolvidas em hidroxido de sodio 0,1 M; peréxido de hidrogénio 0,1 M e ureia 6
M foram incubadas no escuro a 25°C e a geracdo de oxigénio singlete foi
mensurada. Note que a emissdo de 'O, ap6s de incubacéo de 14 dias foi maior

em todas a trés solugdes estudadas (Figura 15).
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Figura 15: Area do gréfico de emissdo de ‘O, de amostras de melanina (M) em NaOH, H,O, e
Uréia.

Melanina SA (10mg) foi dissolvida em 0,1M NaOH; 6,0M de ureia e 0,1M de H,0,.Todas as
amostras foram excitadas a 532 nm e a intergral dos espectros de intensidade de emisséo de
'0, a 1275nm foi representada através das barras do gréafico. As medidas foram realizadas no
dia de preparacao da solucao e também14 dias a posteriore. Neste periodo as amostras foram
mantidas em cubetas celadas a temperatura ambiente e mantidas no escuro.

Houve um aumento consideravel na quantidade de 'O, gerado com o
tempo de incubacédo, especialmente quando a melanina foi dissolvida em
hidroxido de sédio e peroxido de hidrogénio (Figura 15). Por conseguinte, a

hidrolise e a oxidacdo da melanina respectivamente induzidas por hidréxido de
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sédio e peroxido de hidrogénio aumentaram a geragdo de oxigénio singlete.
Experimentos de didlise mostraram que os granulos da melanina tratadas com
NaOH e H,0, ndo atravessaram a membrana de dialise de 10kD [166]. Isso
sugere que o tratamento quimico deve alterar principalmente a conformacao
deste polimero em solugédo permitindo a exposi¢cdo das espécies excitaveis e
maior geracao de 0.

Experiéncias de didlises também provaram a auséncia de fragmentos de
melanina a partir de solu¢cées de melanina em uréia [32,166]. Neste caso, a
melanina € integral. A Unica mudanca induzida pela ureia foi a desnaturagédo do
biopolimero, isto &, a abertura da estrutura de melanina e a exposicdo dos seus
residuos fotoativos, que também levaram ao aumento da geracdo de 'O..
Portanto, quando a melanina sofre tratamentos quimicos ou fisicos, que
causam uma mudanca na sua estrutura e a exposicdo dos seus residuos
fotoativos, héa geracéo de'O, com maior eficiéncia.

Nofsingere colaboradores detectaram que 0s pigmentos eumelanina
agregados produzem 10 vezes menos radical anion superéxido (O27) que
oligbmeros ndo agregados [32]. Nossos resultados mostraram que a foto-
eficiéncia de melanina aumenta ao se abrir a sua estrutura polimérica
causando a exposi¢cdo de seus residuos fotoativos. Este efeito parece ser uma
tendéncia geral na fotoquimica da melanina. Portanto, o estado geral de
hidratacéo e de outras propriedades, que s&o importantes para a manutencao
da estrutura da melanina na pele e no cabelo, pode ser importante para evitar
danos nestes tecidos mediados pela exposicéo solar.

Para investigar o papel que o tipo de melanina tem na sua fotofisica e

fotoquimica, diferentes melaninas foram testadas, eumelanina e feomelanina
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(IQ/USP) e eumelanina e feomelanina Ito, cedidas pelo Dr. S. Ito (Fujita Health
University, Japao) (Tabela 1 dos métodos).

Espectros de emissdo de 'O, da eumelanina e feomelanina mostraram
distingdes fotoquimicas. A feomelanina apresentou 30% de maior intensidade
de geracdo de 'O, que a eumelanina quando excitada a 532 nm (Figura 16).
Esse dado mostra que ndo s6 a fragmentacdo e ou a desnaturagdo do
biopolimero, mas também a natureza da sua estrutura, determinam a eficiéncia

de geracéo de oxigénio singlete.

Além de avaliar a eficiéncia de geracao de oxigénio singlete é importante
caracterizar a eficiéncia com que 0 oxigénio singlete reage com estas
melaninas. Por isso, mediu-se aabsor¢cdo da eumelanina e da feomelanina
irradiadas em funcdo do tempo. Durante 1 hora de irradiacdo no visivel, a
absorcdo da eumelanina sofreu queda de 30% em comparacdo com a
feomelania que diminuiu em apenas 7% (grafico interno da Figura 16). Isso
mostra que a eumelanina reage de maneira mais eficiente com oxigénio
singlete do que a feomelanina. Isso mostra a capacidade supressora de 'O,
pela eumelanina por meio da adicéo de 'O, & dupla ligagcdo com formacédo de

hidroperdxido na posicédo C3 do grupo indol (Figura 14).
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Figura 16: Intensidade de emissé@o de oxigénio singlete da eumelanina e da feomelania apés

irradiacdo sob a luz visivel.

Ambas solucdes foram solubilizadas em NaOD 0,01M/D,0 e excitadas a 532nm. O grafico
interno mostra a absorbancia da eumelanina e feomelanina apés 60 minutos de irradiagdo sob
a luz visivel.

Evidéncias experimentais sugerem que pessoas com maior teor de
feomelanina (caucasotides brancos com pele sensivel tipo 1) sdo mais
propensas a ter cancer de pele. Estudos in vitro tém sugerido maior foto-
toxicidade da feomelanina [19,167], embora n&o haja uma explicacédo
mecanistica para esta observacao. Outros autores obtiveram comprovacdes
experimentais de que a feomelanina é mais reativa do que a eumelanina [31],
embora isso ainda seja objeto de conjectura. Nossos dados contribuem nesta
discussdo, mostrando que a geracdo e supressdo de oxigénio € uma

propriedade que distingue a reatividade destes biopolimeros.
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4.2 Fotossensibilizacédo no visivel da melanina em cabelo

No evento de exposigdo a luz UV, o cabelo reconhecidamente fluoresce
principalmente por causa da absorcdo e emissédo de residuos de aminoacidos
especificos (triptofano, tirosina e fenilalanina). A absor¢do da radiacdo UV,
também afeta a cor e a estrutura do cabelo [15,16]. No entanto, quando
iniciamos esse trabalho ndo havia relatos sobre a fluorescéncia do cabelo
induzidas por irradiagdo com luz visivel. Processos fotofisicos e fotoquimicos
devem se originar a partir da absor¢do de moléculas cromoforicas na faixa do
visivel presentes na estrutura do cabelo, que sdo a melanina e seus
precursores e derivados (Figura 12).

Iniciamos este capitulo descrevendo as propriedades épticas de varios
tipos de cabelo sob iluminacdo com luz visivel. Por uma questdo de
simplicidade, apenas duas cores extremas de cabelo sdo mostradas, isto é,
loiro e preto. Cores de cabelos intermediarias, ou seja, marrom claro e escuro,
etc, tém caracteristicas espectroscopicas intermediarias. Nota-se que em
ambos os cabelos loiros e pretos ha caracteristicas estruturais semelhantes em
nivel microscépico (Figural7); no entanto, os seus perfis de emissdo sdo
diferentes. Fluorescéncia de cabelos louros (Figural7A) é mais intensa do que
a detectada a partir de cabelos pretos (Figural7A).

A emissdo mais fraca de fibras de cabelo preto é compativel com o
espectro de emissao mais fraco no espectrofluorimetro (Figural7C). Outra
diferenca interessante do perfil de emisséo de cabelos pretos e loiros é o perfil
de pontuacdo. Nota-se que a emissdo proveniente de pelos pretos nédo é
continua, mas em vez disso, ela tem um perfil de pontuacdes que é devido a

presenca de granulos de melanina [168,169]. Nota-se também que a
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quantidade de absorcdo da luz nos cabelos pretos é muito maior, devido ao
maior teor de melanina (Figura 17B), sugerindo que a fluorescéncia mais fraca
de pelos pretos € devido a um efeito de filtro interno (menos luz atinge as
camadas mais profundas o cabelo) e a reabsor¢cdo de luz (luz emitida é
reabsorvida).

Ao variar o comprimento de onda de excitagdo foram observadas
mudancas no comprimento de onda de emissdo maxima nos cabelos loiros,
indicando que diferentes fluoréforos estavam presentes (Figural7D), o que é
um comportamento que se poderia esperar a partir de uma substancia

complexa tal como a melanina.
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Figura 17: Propriedades microscépicas e espectroscipicas de cabelos loiros e pretos.

A) A esquerda: Imagem de transmissdo de cabelo loiro (acima) e cabelo preto (parte inferior).
Direita: imagens de fluorescéncia de cabelo loiro (acima) e cabelo preto (parte inferior). B)
Espectros de absorcdo de cabelos pretos e loiros. C) Espectros de fluorescéncia de cabelos
loiros e pretos (Aex = 480 nm). D) Correlagédo entre o comprimento de onda de excitagdo e os
maximos de emissdo dos espectros de emissdo de cabelos loiros. Figura foi retirada da
publicacdo em que o autor da tese figura como primeiro autor [163].
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A Unica espécie que absorve a luz visivel nos cabelos é a melanina
(Figura 12), o que indica que a melanina é a espécie provavel que emite luz. O
fato de que os espectros de fluorescéncia e as imagens microscopicas de
cabelo sob luz visivel serem sensiveis ao conteido de melanina, permite 0 uso
dessas técnicas para avaliar os danos especificos da melanina e seus
respectivos efeitos nos cabelos.

A luz UV é conhecida por causar dano em melanina e em outras
estruturas de cabelo [170-175]. No entanto, o efeito da irradiacéo da luz visivel
ndo foi cuidadosamente investigado. Apdés irradiagdo com luz visivel, foram
observados mudancas nas propriedades de absorcdo/emissdo de fios de
cabelo (Figural8). O aumento na emissdo de luz em cabelo louro e preto
(Figura 18A), foi acompanhada por uma diminuicdo na absor¢do de melanina
em ambos os tipos de cabelo (Figuras 18B e C), indicando que a melanina
estava sendo degradada. Nota-se também que o efeito foi mais pronunciado
em cabelos loiros (Figura 18B). Portanto, a luz visivel, além de interagir
fisicamente (disperséo, difracdo, absorcdo e emissao), com as estruturas
presentes nos cabelos, também provoca alteragbes quimicas, que €
semelhante ao efeito observado pela exposi¢ao de pelos a luz UV [170-175].

Trabalhos anteriores sugerem que danos quimicos induzidos por UV em
cabelos pode ser causado por *O,. No entanto, ndo havia relato na literatura
comprovando a geracdo fotoinduzida de 'O, no cabelo [166,171,172,176].
Espera-se que a excitacdo UV deva produzir 'O, em cabelos por causa da
excitacao direta de aminoacidos fotoativos [177]. Por outro lado, sabiamos que
a melanina presente no cortex dos fios de cabelo produzem *O, (Figura 13B) e

levantamos a hipétese da luz visivel gerar O, em cabelos. Para testar esta
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hipotese, as medi¢des diretas de fosforescéncia em 1270nm de fios de cabelos

foram realizados apo0s excitacdo 532 nm, um comprimento de onda que é

absorvido apenas pela melanina nos cabelos.
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Figura 18: Absorcéo e propriedades emissivas de fios de cabelo (loiros e pretos) antes e depois
de 2 h de irradiacdo na lampada halégena (Figura 10A).

A) Intensidade integrada de emissdao de amostras de cabelo loiro e preto, antes e apds a
irradiacao. Os dados sdo as médias de fluorescéncia de 10 fios obtidos a partir de imagens de
microscopia; A integracao foi reatizada utilizando o aplicativo ImageJ a uma area constante. B)
Espectros de absorcdo de cabelos loiros e C cabelos pretos antes e apds a irradiacdo. *
significativamente diferente a P<0,05 [160].

Os cabelos foram suspensos em agua deuterada (D,0O) e espectros de
fosforescéncia no infravermelho préximo foram medidos apds excitacdo com
532 nm. Nota-se claramente a banda de emissdo centrada em 1270 nm, a qual
é devida & emissdo de 'O, (a'Ag) [60,178] (Figura 19A). A intensidade de
emissdo de 'O, depende também do tipo de cabelo. A Figura 19 mostra a
intensidade de sinais de 'O, vindos de cabelos de cores diferentes. Cabelos
pretos e pardos apresentaram intensidades semelhantes (Figura 19C). Para os
outros cabelos, emissdo de 'O, foi significativamente maior, sendo mais forte
em cabelos louros (Figuras 19A e B), que € uma tendéncia similar a observada
nos sinais de fluorescéncia (Figura 17A).

Além da magnitude do sinal espectral infravermelho préximo, o tempo de
vida de 'O, é um outro parametro importante a ser analisado, porque da uma
indicacdo do ambiente do *O,, bem como, permite o estudo da presenca de
supressores fisicos e quimicos que causam uma diminuicdo no tempo de vida
do *0,. Os cabelos foram suspensos em varios solventes e decaimentos de
emissao foram medidos em 1270 nm (Figura 19B).

Interessante a ser considerado no espectro da figura 19B é que o
decaimento das emissfes observadas em cabelos loiros é maior em
comparagdo com os cabelos pretos (4,7 vezes menor em cabelos pretos). E
interessante notar que os cabelos negros tém cerca de cinco vezes mais

eumelanina do que cabelos loiros [174,179] e a supressdo de 'O, é
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aproximadamente cinco vezes mais eficiente em cabelos pretos, o que é uma

forte evidéncia de que a eumelanina é a principal espécie de supressado de 'Oy,

conforme observado no

capitulo anterior. Estas observacdes estdo de acordo

com a atividade supressora conhecida de 'O, por eumelanina. Também esta

de acordo com a maior

magnitude de emissdo de 'O, observada em cabelos

loiros (Figura 19) que possuem maior quantidade de feomelanina.
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Figura 19: Emisséo de 0, de amostras de cabelos loiros e pretos excitados a 532 nm.

O grafico A mostra o espectro de geracao de o, (1270 nm) de amostras de cabelo loiro e
preto. O gréfico B, mostra o tempo de vida (us) a 1270 nm de cabelos loiros e pretos em D,0O.
O grafico C mostra as barras que representam a quantificacdo da area do grafico de
Intensidade de emisséo de 'O, (em 1270 nm) dos cinco tipos de cabelo. * significativamente
diferente a p<0,01 em relacdo aos cabelos preto e marrom com predominancia de eumelanina.

Outro aspecto interessante é que o tempo de vida de 'O, em qualquer
tipo de cabelo € tanto (varias ordens de grandeza) mais curto do que o tempo
de vida do 'O, conhecido nos respectivos solventes isotrépicos em que a mexa
de cabelo é suspensa. No caso de CCls o tempo de vida de 'O, é varios
décimos de milissegundo (~ 87 ms) [180] e os sinais provenientes dos cabelos
sao 3,75 e 0,8 ms para cabelos loiros e pretos respectivamente.

A Figura 20 resume os processos fotofisicos que ocorrem dentro de um
fio de cabelo. Nossos resultados fornecem forte evidéncia de que, sob
irradiacdo de luz visivel, o cabelo sofre danos a sua estrutura e cor por causa
da geracéo de 'O, por fotossensibilizacdo da melanina.*O, é fotoquimicamente
gerado nos cabelos por excitacdo visivel, com tempo de vida relativamente
curto mas capaz de gerar dano no cabelo dependendo do teor de melanina. As
modificagdes quimicas da melanina induzidas por irradiagdo devem iniciar-se

com a formacdo de um hidroperoxido do anel indolico, mas devem atingir

também outros aminoacidos como cisteina, muito presente na queratina.
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Portanto, os resultados provaram o papel do 'O, nos danos do cabelo induzido

pela fotossensibilizagdo da melanina.
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Figura 20: Processos fotofisicos e fotoquimicos em um fio de cabelo sob irradiacdo que mostra
a producao de oxigénio singlete (*O,) por fotossensibilizacéo apds a irradiacdo com luz visivel.

O processo inicia-se, principalmente, na regido onde a melanina esta presente (cértex). G é o
estado fundamental de melanina; S é o seu estado de singlete; T é o seu estado triplete. G
absorve a luz, formando S que se converte em T através de cruzamento intersistemas e T
reage com o oxigénio, formando 'O,. 'O, pode ser suprimido pela oxidacdo da melanina,
formando melanina oxidada (Mox), ou reacdo com outros residuos de aminodcidos (aa), tais
como a cisteina da queratina, provocando danos na estrutura do cabelo. A se¢éo transversal
do cabelo mostra cuticula, cértex e medula, que estdo fora de escala. Figura foi retirada da
publicacdo em que o autor da tese figura como primeiro autor [163].
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4.3 Fotossensibilizacdo no visivel da melanina em células
epiteliais: Geracdo de 'O, e seus efeitos bioldgicos

As propriedades fotoquimicas da melanina indicaram a dualidade dessa
molécula por gerar e suprimir ‘O, em solucado e nas estruturas do cabelo. A fim
de compreender o efeito que a fotossensibilizacdo da melanina pode ter sobre
as ceélulas epiteliais, comparou-se a fotossensibilidade da luz UV-B e visivel em
diferentes linhagens de células, que expressam diferentes niveis de melanina
(Figura 21). Nota-se que as células que expressam mais melanina (B16-F10)
tém uma maior taxa de sobrevivéncia sob a luz UV-B quando comparadas as
células com pouca (SKMEL28) ou nenhuma melanina (HaCaT), em
concordancia com a literatura [181]. No entanto, as células melano-
competentes (SKMEL28 e B16-F10) morrem mais significativamente quando
irradiadas sob a luz visivel em comparacdo ao queratindcitos HaCaT (Figura
21). Isto € uma forte evidéncia de que a fototoxicidade na luz visivel refere-se
mais intimamente a presenca do fotossensibilizador melanina. Linhagens
celulares J774 e HeLa também foram testadas e ndo apresentaram nenhum
comprometimento celular apés irradiacdo 36J/cm? de luz visivel (dado n&o

mostrado) por serem amelanociticas, ou seja, incapazes de sintetizarem o

pigmento melanina.
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Figura 21: Efeito de UV-B e luz visivel sobre a viabilidade celular.

A viabilidade (MTT) das células HaCaT, SKMEL28 e B16-F10 mantidas no escuro (controle) ou
irradiadas com UV-B (4,5 J/cmz) ou visivel (36J/cm2). As barras representam a sobrevida (%)
da células HaCaT amelanocitica (barra branca), e das células melanociticas SKMEL28 (barra
cinza) e B16-F10 (barra preta). Os tragos acima das barras mostram significancia estatistica a
P <0,0001(ANOVA).

Células foram estimuladas por um protocolo de pigmentacdo, gerando
melanina intracelular (item 3.3.2 - melanogénese). Na figura 22, a imagem CT
mostra uma célula B16-F10 controle com nivel homeostatico de melanina e a
imagem M* mostra uma célula B16-F10 estimulada para producdo de melanina
[181]. Nota-se que na célula M* ha maior quantidade de melanina distribuida
aleatoriamente no citoplasma. Testamos a toxicidade da luz visivel em duas
linhagens de celulas melano-competente (B16-F10 e melandcitos de humanos
caucasianos) submetidas a producdo de melanina M®. Apesar de os
melandcitos em cultura serem claramente diferentes de melandcitos da pele, os

mesmos sdo conhecidos por serem um bom modelo experimental para testar a

resposta celular aos desafios ambientais [7].
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Figura 22: Pigmentacdo de células B16-F10.

A imagem CT mostra a microscopia confocal da célula controle (sem pigmentacao adicional). A
imagem M" mostra uma célula com maior contetido de melanina. Ambas imagens possuem um
aumento de 1000x.

As células CT e M" incubadas por 48 horas na estufa a 37°C (imagens
da Figura 22) foram submetidas a irradiagcdo UV-B para confirmar a funcdo de
protetora da melanina através do meétodo MTT. A Figura 23 mostra a
viabilidade das células CT e M" irradiadas sob a luz UV-B e visivel. A ordenada
da Figura 23A mostra o decréscimo de 40% na viabilidade das células B16-F10
controle quando irradiadas com luz UV-B (4,5 Jicm?). Como se esperava, ha
condicdo M* n&o ocorreu diminuicdo significativa da sobrevida celular apos
exposicdo UV-B em relacdo a célula pigmentada ndo irradiada (grafico da
direita na Figura 23A). Além disso as células M+ UV-B irradiadas apresentaram
maior sobrevida em relacdo a células apenas UV-B irradiadas (comparar os
asteriscos da figura 23A). Esse experimento ratifica o que ja foi previamente
descrito, que a melanina age como um filtro protetor contra os raios UV-B [182—
185]. Curiosamente, na condi¢do M* sob o efeito de luz visivel foi observado o
inverso do demonstrado para a irradiagdo UV-B. Nota-se que sob excitacdo
com luz visivel (36J/cm?), todas as células melano-competentes na condicdo
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M® apresentaram menor sobrevida celular quando comparada ao controle
escuro (Figura 23B). De fato, ao irradiar com luz visivel a 36 ou 72J/cm?
ambas as linhagens celulares quando pigmentadas tiveram diminuicao
substancial na viabilidade, 50% (H36), 25% (M36) e 40% (M72),
respectivamente (lado direito da Figura 23B). Esses resultados mostram que a
presenca de melanina definitivamente aumenta a fototoxicidade de células
irradiadas sob a luz visivel. Em contrapartida, sem a inducdo de
melanogénese, houve uma reducdo de apenas ~ 5% na viabilidade celular
dessas células quando irradiadas sob luz visivel a 36J/cm? No entanto, na
dose de 72J/cm? houve uma maior reducdo da viabilidade embora de apenas

15% (M72J, do lado esquerdo da Figura 23B).
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Figura 23: Efeitos da luz UV-B e visivel na viabilidade de Melanécitos humano e melanoma de
camundongo.

A) Grafico representando a sobrevida celular média (%) das células B16-F10 ndo pigmentadas
(& esquerda) e células B16-F10 submetidas ao protocolo de pigmentac¢do (M*) com Tyr +NH,CI
(a direita). As células foram mantidas no escuro e irradiadas na dose UV-B a 4,53/cm?. B)
Gréfico representando a sobrevida celular média (%) das células B16-F10 de camundongo (M)
e Melandcitos humanos caucasianos (H) submetidas ao protocolo de pigmentagdo (M) com
Tyr +NH,CI mantidas no escuro e irradiadas nas doses visivel de 36J/cm? e 72Jlcm?. A
densidade energética foi 0.7 mw.cm™ para célculo da dose UV-B em tempo de exposicao de
30’. A densidade energética foi 3.0 mW.cm™ para célculo das doses visivel (36 e 72J/cm2) em
tempo de exposi¢cdo de 180’ e 360’ respectivamente. “*” mostra a significancia estatistica a
P <0,05 (ANOVA) em relagdo ao controle escuro. “**” mostra a significancia estastistica a
P <0,05 (ANOVA) entre as células pigmentadas e ndo pigmentadas apés irradiacdo UV-B.
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Optou-se por estudar os mecanismos de morte em células B16-F10 (M*
M72J da Figura 23B) na dose de 72J/cm? por essa condicdo representar uma
ICs0. As células com super-expressdo de melanina (M*) apresentaram morte
celular por necrose (ver seta da Figura 24A) e apoptose (ver seta da Figura
24B) apos irradiacdo com luz visivel. A necrose foi evidenciada através da
incorporagao de IP pelo DNA nuclear (pontuagtes vermelhas indicadas pela
seta na imagem 24A). Ja a apoptose foi caracterizada pela marcacao
citoplasmatica da proteina Caspase-3 ativa em células M* irradiadas (ver
pontuacOes verdes indicadas pela seta branca da imagem 24B inferior direita).
A marcacdo em vermelho das imagens 24B é o reconhecimento da proteina
COXIV de mitocondria. Nota-se também que a marcacao da proteina Caspase-
3 ativa em verde ocorre proximo ao nucleo onde a melanina geralmente esta
localizada (ver seta branca na imagem 24B). Esses dados apontam para a
ativacdo do mecanismo de morte celular por apoptose, em que é possivel se
visualizar células em necrose secunddria caracterizadas pela marcacao do

DNA por IP, e picnose nuclear.
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Figura 24: Tipos de morte causada pela luz visivel em células B16-F10 pigmentadas.

A marcacao em azul de todas as imagens A e B da figura representa o DAPI que reconhece o
DNA nuclear das células. A coloracdo em vermelho das imagens em B refere-se a marcacgao
da proteina COXIV de mitocéndria ativa. A seta mostrada em A representa a incorporagdo de
iodeto de propideo (coloracdo vermelha) em células B16-F10 apds pigmentacdo M+ e
irradiacao visivel de 72J/cm?. A seta em B mostra a marcacédo de Caspase-3 ativa (coloracdo
verde) apés pigmentacdo M+ e irradiagao visivel de 72J/cm?. As Imagens apresentam aumento
de 400X. A dose foi calculada pela energia de 3,0 mW/cm? e tempo de exposicdo de 0 e 360’

Por localizar-se proximo ao nucleo, a melanina protege o DNA contra a
radiacdo UVB. No entanto, a indugcédo de morte celular apoptética causada pela
melanina irradiada com luz visivel (Figura 24) gera um paradoxo sobre o papel

da melanina em relacéo a protecao da pele.

Dessa forma, torna-se necessario investigar a correlagdo de geracdo do
'0, pela melanina. Os dados das Figuras 23 e 24 sugerem a possivel geracao
de 'O, pela melanina foto excitada dentro das células M*. A fototoxicidade
observada em células melanociticas M* (Figura 23B) pode ter relagdo com a
absorcdo de luz visivel e a producdo de *O,. Por isso, o préximo desafio foi

verificar essa hipotese.

Para isso, células controle e pigmentadas M* foram excitadas com luz
visivel (532 nm) e os espectros de emissdo de 'O, foram registrados na regido
do infravermelho préximo [60]. Células controle mostraram sinal basal de
emissdo de 'O, (linha cinza no espectro interno da Figura 25). Em
contrapartida, as células pigmentadas M* apresentaram espectro de emisséo
que claramente evidencia a geracdo de 'O, no ambiente intracelular (linha
preta do espectro interno da Figura 25). O teor de melanina (abcissa) em
funcdo da geracédo de 'O, e da fototoxicidade (ordenadas) na figura 25 mostrou

que contetido de melanina M* gerou mais *O, e aumentou da fototoxicidade.
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Figura 25: Producdo de melanina e sua relagdo com a geracdo de oxigénio singlete e a
fototoxicidade.

Producdo de melanina (em pg melanina/mg de proteina total) em fungdo da fototoxicidade
(quadrados pretos) e intensidade integrada de geracdo de 'O, sob excitacdo 532 nm (circulos
cinzas). Células B16-F10 controle (CT) e as células B16-F10 pigmentadas (M") estfo
representadas abaixo do grafico. As setas cinza e a preta representam as células CT e M+
respectivamente que corroboram com as cores dos espectros de emissdo de 'O, em células
B16-F10 CT e M interno.

Em 2010, Mahmoud e colaboradores mostraram maior nivel de
pigmentacdo em individuos com pele tipo IV e V (pele naturalmente escura)
quando irradiados com luz visivel, sem qualquer alteracdo em individuos com
pele do Tipo Il (pele com pigmentacdo baixa) [21]. Os melandcitos dos
individuos com pele tipo IV e V deveriam estar produzindo mais melanina para

proteger as células contra os danos fotoinduzidos pela luz visivel.
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Uma possivel explicagdo mecanistica para os dados de Mahmoud e
colaboradores é que o 'O, ataca dupla ligacdes de bases nitrogenadas do DNA
[90,91] sem quebréa-lo. O reconhecimento dessas modificagdes por proteinas
de reparo e supressoras de tumor, p53 por exemplo, podem estimular maior
producdo de melanina, como tentativa de sobrevivéncia celular ou morte celular
controlada conforme Figura 24B [83,186—189]. Sugere-se que a geracao de
espécies reativas por componentes intermediarios da melanina estejam
envolvidas nesses mecanismos de sinalizacdo celular [33]. Ao se estimular a
pigmentagcdo em células melano-competentes, ha inducdo da parada do ciclo
celular, devido a ativacdo de fatores proteicos 16INK4a e CDK4. Esses se
complexam com outras proteinas provocando a perda de atividade de ligacdo
do fator de transcricdo E2F, com consequente parada do ciclo celular em GO.
Esse mecanismo pode representar uma forma de defesa contra a

transformacao maligna de melanécitos [34,35].

Ao irradiarmos as células B16-F10 M" com luz visivel, detectamos
guebra no DNA genbmico (Figura26D). Esse dado é mostrado no grafico da
Figura 26 através do calculo da OTM, que é a quantificacdo de fluorescéncia
da calda cometa de 100 células que sofreram quebra no DNA genbmico (ver
barra D do grafico). A imagem D mostra a fragmentacdo do DNA somente em
células M* irradiadas sob luz visivel a 36J/cm? em comparacéo com as demais
células. Esse dado sugere a formacao de espécies reativas (oxigénio singlete e
radicais livres) no processo de fotossensibilizacdo da melanina de células B16-

F10.
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Figura 26: Ensaio cometa das célula B16-F10. O grafico mostra a OTM das células B16-F10
em funcgéo dos tratamentos.

A) DNA das células sem tratamento e mantidas no escuro. B) DNA das células tratadas e
mantidas no escuro. C) DNA das células sem tratamento e irradiadas na dose de 36J/cm?. D)
DNA das célula tratadas e irradiadas na dose de 36J/cm?® O tratamento foi realizado para
pigmentacdo M". A dose foi calculada pela energia de 3,0 mW/cm?’ e tempo de exposigao 180'.
“*” mostra significancia estatistica a p<0,01 (ANOVA) dos trés experimentos independentes.

Para confirmar se a quebra do DNA da Figura 26D foi ocasionada por
espécies reativas geradas por fotossensibilizacdo tipo | e tipo Il, fez-se um
experimento com células B16-F10 controle e M* irradiadas a 6J/cm?, cuja dose
per se ndo mostrou quebra no DNA. Apoés lise das células, lesbes no DNA
foram reconhecidas por sitios sensiveis a endonucleases Fpg e Endo Ill que
promovem a clivagem de acidos nucleicos modificados. Bases pirimidicas

modificadas foram reconhecidas pela enzima Endo Il e bases pduricas
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modificadas foram reconhecidas pela enzima Fpg. O substrato 8-oxodGuo, que
é produto da oxidacdo de guaninas por 'O, [190] foi reconhecido pela enzima
Fpg e clivado. A cauda cometa foi 5x maior em relagdo ao controle (gréfico da
Figura 27) e ilustrada pela imagem F da Figura 27. Além das lesdes do DNA
causadas por oxigénio singlete (fotossensibilizacdo tipo Il), outras espécies
reativas, como os radicais livres (fotossensibilizacao tipo I) foram geradas nas
células M irradiadas. O reconhecimento e clivagem do DNA lesionado foi
mostrado também por meio da enzima Endo Il (imagem 27E). Esse dado

mostrou a existéncia de outras espécies reativas além do oxigénio singlete.

Portanto, células B16-F10 M+ irradiadas com luz visivel sofreram lesdes
no DNA provocadas pelas espécies reativas geradas pela fotossensibilizacao
tipo | e tipo Il. Essas lesdes foram comprovadas através do reconhecimento e

clivagem pelas enzimaticas Fpg e Endo Il (Figura 27).
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Figura 27: Ensaio cometa de bases oxidadas.

O gréfico mostra a fragmentacdo do DNA (OTM) das células B16-F10 em fungdo dos
tratamentos. As enzimas Endo Il e Fpg foram utilizadas para mensurar bases oxidadas nas
condi¢des A,B,C,E,F. A) DNA das células sem tratamento e mantidas no escuro. B) DNA das
células tratadas e mantidas no escuro. C) DNA das células sem tratamento e irradiadas na
dose de 6J/cm?. D) DNA das células tratadas e irradiadas na dose de 6J/cm? por 30 min e ndo
incubadas com as enzimas Endo Ill e Fpg. E) DNA das células tratadas e irradiadas na dose de
6J/cm? por 30 min e incubadas com a enzima Endo lll. F) DNA das células tratadas e irradiadas
na dose de 6J/cm?® por 30 min e incubadas com a enzima Fpg. O tratamento foi realizado para
pigmentacdo M*. A dose foi calculada pela energia de 3,0 mW/cm? e tempo de exposi¢do 30'.
"*" mostra a significancia estatistica a P <0,01 (ANOVA) dos trés experimentos independentes.
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No inicio da década de 80, fotobiologistas sabiam que a radiacdo UV-A
era capaz de induzir respostas celulares. No entanto, os filtros solares em uso
ndo protegiam a pele efetivamente contra os raios UV-A. Nessa época, a unica
foto-protegéo vigente baseava-se no uso de filtros UVB [191-193]. A
consequéncia disto € que grande parte dos canceres de pele sdo devido a
lesGes causadas pela exposi¢édo ao UV-A [41,56,57].

Neste trabalho, foi possivel contribuir para o conceito de que a luz visivel
excita a melanina, gera 'O, e outros radicais livres. Embora a protecédo contra
os raios UV-A e UV-B, ainda seja preponderante, esse achado indica que a
protecdo contra luz visivel ndo deve ser ignorada, e sim deve ser considerada
seriamente por profissionais da saude, bem como, pela populagdo em geral,
porque a continua exposicdo a luz solar visivel, sem a devida protecéo, podera

a longo prazo promover danos cumulativos na pele.
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4.4 Pigmentacao de células B16-F10 sem causar fototoxicidade

pela luz visivel

Estudos sobre a fotobiologia humana tém mostrado que a luz UV e
visivel geram pigmentacdo na pele [20,21]. A melanina possue a dualidade de
proteger os tecidos biolégicos por meio de mecanismo de filtro solar e anti-
oxidante, mas também gera 1O, pela absorcéo de luz visivel [194].

A sintese da melanina ocorre naturalmente a partir do aminoéacido L-
tirosina (Tyr) catalisada pela enzima tirosinase. Apoés sintetizada, a melanina se
acumula nos olhos, cabelos e células da pele. A oxidacdo de biomoléculas por
espécies reativas geradas por luz UV/visivel desencadeia um processo de
sinalizacdo para producdo de mais melanina e parada de ciclo celular [34,35].
Como forma ndo sé de pigmentacdo, mas também de fotoprotecdo celular, a
estratégia de estimular a pigmentacao através da Acetil Tirosina com extratos
proteicos e vitamina B2 (Unitan®), denominada aqui por UM", foi investigada
para evitar os efeitos colaterais da melanogenese M* sob efeito de irradiacéo
com luz visivel.

A sintese de melanina foi induzida em células B16-F10 [142] que
utilizam os substratos tirosina e cloreto de amdnia para produzir melanina M*
(imagem da figura 28A); bem como, com o substrato acetil-tirosina e cloreto de
amonia para produzir o fenétipo celular aqui designado UM* (imagem figura
28B). Nota-se nas células M*, morfologias fusiformes com distribuicdo aleatoria
da melanina no interior celular, e em alguns casos com melanina sobreposta ao
nlcleo celular (ver seta da imagem da Figura 28A). As células UM*, por sua

vez, apresentaram morfologia mais esférica e a distribuicdo da melanina foi
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encontrada com maior frequéncia ao redor do nucleo conforme seta da figura

28B.

Figura 28: Pigmentac&o distinta das células B16-F10.

A imagem A mostra as células pigmentadas (M") por amino&cido tirosina + NH,CI. A imagem B
mostra as células pigmentadas (UM") pelo derivado Acetil Tirosina (Unitan®) + NH,CI. As setas
indicam a producdo de melanina dentro das células. Ambas imagens possuem um aumento de
630x.

As células M* e UM" incubadas por 48 horas na estufa de cultura celular
(imagens da Figura 28) foram submetidas a irradiacdo UV-B para confirmar a
funcéo de filtro protetor da melanina. A irradiacdo foi a 4,5J/cm? de luz UV-B e
a sobrevida celular foi mensurada pela técnica de MTT. A Figura 29A mostra
um decréscimo significativo de ~20% na viabilidade de células B16-F10 néo
tratadas (CT), quando irradiados sob a luz UV-B. Quando estas células foram
submetidas as pigmentacdes M* e UM™ e posteriormente irradiadas com UV-B
ndo houve diminuicdo da sobrevida celular (ver UM* e M* da Figura 29A),
confirmando que as melaninas M* e UM", produzidas pelas células B16-F10,

agem como um filtro protetor contra os raios UV-B.
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Figura 29: Melanina UM" protege as células B16-F10 da irradiagdo UV-B e visivel.

O grafico A mostra a sobrevida (%) das células B16-F10 ndo pigmentadas, pigmentadas M",
UM" e irradiadas com dose UV-B de 4,5J/cm”. A densidade energética foi 0.7 Mw/cm? para
célculo da dose UV-B em tempo de exposi¢cao de 30°.0 grafico B mostra a sobrevida celular
nas mesmas condicdes de tratamento e irradiadas com luz visivel a 36J/cm® A densidade
energética foi 3.0mW/cm? para célculo da dose visivel em tempo de exposi¢do de 180’ “*”
mostra a significancia estatistica a P <0,05 (ANOVA) dos trés experimentos independentes

Realizou-se também um experimento de viabilidade (MTT) para
confirmar se a célula M* atinge o ICs ap0s irradiacao visivel, conforme dado da
Figura 23, e comparar com a melanina UM*. O gréfico 29B confirmou que a
célula M* atinge o ICsy apds irradiacdo com luz visivel (36J/cm?). Em
contrapartida, a luz visivel ndo se mostrou fototoxica para células com nivel
aumentado de expressdo da melanina UM, uma vez que a sobrevida das
células UM* se mantiveram préximo a 100%, como o controle (CT) (Figura
29B). Nota-se portanto que o pigmento UM® protege as células contra
irradiacdo UV-B e visivel.

Realizou-se experimentos de tipos de morte com células M* e UM" para
confirmar se a melanina UM™ era de fato ndo fototoxica. Irradiou-se as células
B16-F10 sob luz visivel (36J/cm?) e os mecanismos de morte foram avaliados

através da analise morfoldégica usando corante iodeto de propideo (IP) e
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marcacdo da proteina Caspase-3 ativa. Células que sintetizaram melanina M*
confirmaram o dano em membrana e marcacdo do DNA com IP conforme
marcac¢ao em vermelho do DNA nuclear (ver seta branca do tratamento M+ da
figura 30A). A marcacdo de caspase-3 também foi confirmada pelo mesmo
tratamento M+ apds irradiacdo (ver seta branca do tratamento M+ da figura
30B). Em contrapartida, células que sintetizaram UM" n&o foram coradas com
IP (imagens UM® da figura 30A) e ndo mostraram marcacdo da proteina
Caspase-3 ativa (imagens UM" da figura 30B) apoés irradiacéo visivel (Figura
30). Isso mostra que de alguma forma a melanina UM" n&o ¢é fototdxica, sendo
capaz de manter a integridade e homeostase celular, sem inducao de apoptose
e necrose (Figura 30) apos irradiacdo sob luz visivel, como o observado para

M.
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Figura 30: Efeitos da luz visivel em células B16-F10 pigmentadas com diferentes protocolos.

A marcacdo em azul de todas as imagens A e B da figura representa o DAPI que reconhece o
DNA nuclear das células. A coloracdo em vermelho das imagens em B refere-se a marcagéo
da proteina COXIV de mitocbndria ativa. A seta mostrada em A representa a incorporacao de
iodeto de propideo (coloracdo vermelha) em células B16-F10 apds pigmentagdo M+ e
irradiacao visivel de 36J/cm®. A seta em B mostra a marcacédo de Caspase-3 ativa (coloracdo
verde) apés pigmentacdo M+ e irradiacéo visivel de 36J/cm®. A dose foi calculada pela energia
de 3,0 mW/cm’ e tempo de exposicdo de 0 e 180’.

Dados das secOes anteriores mostraram que mudangas na estrutura da
melanina aceleram os mecanismos de foto-oxidagdo e geracdo de oxigénio

singlete, causando lesdes no DNA. Por isso faz-se necessario aqui, investigar o
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comportamento da melanina UM* na quebra do DNA celular. Os efeitos dos
dois métodos de pigmentacdo foram distintos em relagdo a quebra do DNA
genonico. Células submetidas ao protocolo UM" ndo mostraram quebra do
DNA ap0s exposicdo a irradiagdo visivel (ver coluna E da figura 31), o que
claramente aconteceu no caso do modelo celular M* (ver coluna F da figura

31).
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Figura 31: Ensaio cometa: O grafico mostra a quantificagdo da fragmentacdo do DNA (Olive
TailMoment) em células B16-F10 em condigfes de A a F.

A) DNA das células sem tratamento e mantidas no escuro. B) DNA das células tratadas com
Acetil Tyr + NH,CI (UM") mantidas no escuro. C) DNA das células tratadas com Tyr + NH,CI
(M) mantidas no escuro. D) DNA das células nao tratadas e irradiadas na dose de 36J/cm?. E)
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DNA das células tratadas com Acetil Tyr + NH,CI (UM") e irradiada na dose de 36J/cm®. F)
DNA das células tratadas com Tyr + NH,CI (M") e irradiada na dose de 36J/cm®. A dose foi
calculada pela energia de 3,0 mW/cm? e tempo de exposicdo 180'. As imagens apresentam
aumento de 400X. "*" acima das barras de desvio mostra a significancia estatistica a P <0,01
(ANOVA) dos trés experimentos independentes em relagéo ao controle.

Esse dado corrobora com a preservacdo da membrana plasmética e ndo
indugdo de morte celular por apoptose (Figura 30) no modelo celular UM*
quando excitada no visivel. Cabe, neste momento, questionar se ha diferencas
na fotossensibilizacdo da melanina gerada no protocolo celular UM* comparada

com o protocolo M*. A geracéo de 'O, foi quantificada, como nos exemplos

anteriores desta tese, através da medida de emissao no infravermelho préximo

(Figura 32).
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Figura 32: Geracéo de 'O, das melaninas M* e UM" extraidas das células B16-F10.

O gréfico mostra a deteccdo de 'O, (1270 nm) das melaninas M* e UM* excitadas a 532 nm. O
espectro de linha preta mostra a geracéo de '0, da melanina M*. O espectro de linha cinza
mostra a geracéo de '0, da melanina UM*. O grafico B mostra a quantificacdo das areas dos
espectros M" e UM" do grafico A.

Melaninas M* e UM’ foram extraidas das células B16-F10 e
normalizadas pela quantificacdo de proteinas totais conforme método de
Bradford [143]. A quantidade de melaninas M* e UM" extraidas das células

foram semelhantes (ver barras “melanina” na Figura 33). No entanto, a geracao
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de 'O, (exc 532nm) pela melanina M* foi maior que a geracdo de 'O, pela
melanina UM"* (Figura 32A). O gréfico de barras da figura 32B mostra a
quantificacéo da area (emiss&o a 1275nm) dos espectros de 'O, das melaninas
M* e UM". A barra UM" do grafico 32B mostrou queda de aproximadamente
25% na geracédo de 'O, em comparacéo com a melanina M*.

Investigou-se também a geracdo de 'O, das melaninas M* e UM* dentro
das células B16-F10 (melaninas ndo extraidas) e constatamos que a melanina
M* gera mais 'O, que a melanina UM" (ver barras “*O,” na Figura 33). Ambos
os dados (geracdo de 'O, nas Figuras 32 e 33) mostraram menor geracéo de
0, pela melanina UM* quando excitada a 532nm. Esses dados sugerem que a
melanina M+ ndo s6 gera menos 'O, (PS tipo ), mostrado pela auséncia de
dano em membrana e auséncia da marcacdo do DNA com iodeto de propideo
como também a diminuicdo da geracao de radicais livres (PS tipo 1) mostrado
pela auséncia de apoptose (marcacao de caspase-3) (Figura 30) e quebra do
DNA gendmico (Figura 31). A barra “sobrevida celular” na Figura 33 mostra que
a viabilidade das células M* cai a metade (ICsp), mostrando que a melanina M*
é fototoxica. Em contrapartida, as células produtoras de melanina UM™ mantém
viabilidade semelhante as células controle (proximo a 100% de viabilidade). A
manutencdo da viabilidade das células UM+ indica que além da queda na
geracdo de 'O, ocorreu também a queda de geracdo de radicais na
fotossensibilizagdo UM™ mostrada pelos dados de apoptose, iodeto de propideo
(figura 30) e pelos dados de sobrevida celular (figura 33). De alguma forma, a
geracéo de 'O, modulada pela melanina UM* ndo promove dano genotdxico, ja

que o DNA nuclear foi preservado apos irradiagéo (ver Figura 31E).
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Figura 33: Quantificagdo de melanina, oxigénio singlete e sobrevida celular.

O gréfico mostra as medidas normalizadas em funcao dos tratamentos controle (CT) e células
pigmentadas M* e UM". As primeiras barras de cada grupo mostram as quantificacdes das
melaninas extraidas das células B16-F10 controle (CT) e estimuladas a pigmentacdo M* e
UM®. As segundas barras mostram quantificac&o do 0, das melaninas dentro das células. As
terceiras barras mostram a sobrevida celular (%) das trés condi¢gdes de pigmentacdo (CT, M" e
UM"), pelo ensaio colorimétrico MTT, das células irradiadas na dose 36J/cm” a energia de 3,0
mW/cm? e tempo de exposicéo 180'".

Logicamente, deve haver uma provavel diferenca das moléculas de
melanina M e UM". Investigou-se, portanto, o tamanho, forma e a massa dos
polimeros de melanina M* e UM" extraidos das células B16-F10 por meio das
técnicas de espalhamento de luz dindmico, espalhamento de luz ressonante e
espectro de massas, que estdo apresentados respectivamente, na tabela 2,
figuras 34 e 35. O raio hidrodindmico (Tabela 2), o perfil de espalhamento de
luz ressonante (Figura 34) ndo apresentaram distincées significativas entre as
melaninas M* e UM". Embora o espectro de massas UM" (espectro rosa da
figura 35) apresentou mais picos (644,66; 673,64; 940,60) que o espectro M*

(espectro verde da figura 35), ndo se pode afirmar que as melaninas possuem
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grandes diferengas estruturais apesar das diferencas dos espectros de

intensidade de 'O, (Figura 32).

Tabela 2: Raio hidrodindmico obtido por espalhamento de luz dindmico de granulos das
melaninas produzidos nos protocolos M* e UM".

Tipos de melanina

Tamanho (nm)

N

o

o
1

M* 159,05 */- 0,3
um® 153,15 /- 0,6
800+ M+
© UM+
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Figura 34: Espalhamento de luz ressonante das melaninas M* e UM" extraidas das células

B16-F10.

O grafico mostra o espalhamento de luz ressonante sendo a linha preta representada por M* e
a linha cinza representada por UM".
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Figura 35: Espectro de massa das melaninas M* e UM”extraidas das células B16-F10.

Os espectros mostram os picos de M* (picos em verde no primeiro espectro); os picos de UM*
(picos em rosa no segundo espectro) mostram as similaridades na massa de ambas melaninas
(M* e UM") extraidas das células B16-F10.

As imagens da Figura 36 mostram células B16-F10 controle (CT) com
morfologia esférica e sem pigmentacdo expressiva. Ja as células pigmentadas
M* e UM" apresentam maior pigmentacdo, mas com diferencas na morfologia e
na localizagdo da melanina sintetizada (Figura 36). As células UM
apresentam-se com morfologia esférica, semelhante ao controle e com
concentracdo de melanina ao redor do nacleo e com distribuicdo de melanina
mais homogénea. Por outro lado, as células M* apresentam-se com morfologia
mais alongada e com distribuicdo de melanina aleatoria, estando sobreposta ao
ndcleo e podendo estar localizada no interior do mesmo. Estas caracteristicas

de localizac&o do pigmento podem estar correlacionadas com as diferencas de
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fototoxicidade pela geracdo de O, e dano no DNA (Figuras 31, 32 e 33) entre
as melaninas M* e UM" apesar de ambos polimeros apresentarem similaridade
no tamanho (tabela 3), no arranjo (Figura 34) e na massa (Figura 35). Sugere-
se que a grande diferenca possa estar relacionada com a localizagcdo dos
granulos de melanina no ambiente intracelular, o que pode ent&o influenciar na

exposicdo dos cromaoforos.

CT M+ UM+

Figura 36: Morfologia das células B16-F10 controle e pigmentadas. As imagens mostram as
células controle e a pigmentadas (M* e UM") em aumento de 100x.

O esquema da Figura 37 resume os processos fotofisicos que ocorrem
no interior das células com melaninas M* e UM®. As células produtoras da
melanina M* sofreram apoptose e necrose secundaria desencadeada por
danos bruscos em membranas celulares (lisossomas, mitocondrias) e no DNA,
através da fotossensibilizacdo tipo | e tipo Il por luz visivel. Em contrapartida,
células produtoras de UM" ndo sofreram morte celular apoptdtica devido a
preservacdo da membrana e do DNA gendmico. Isso ocorre porque UM' gera
menos radicais e 'O, in vivo do que M* (Figura 33), apesar de promover a
geracéo de 0, in vitro (Figura 32) A partir desses resultados, propde-se que a

ndo fototoxicidade de UM™ possa ser atribuida mais intimamente a localizacéo
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do pigmento do que simplesmente pela quantidade de espécies reativas

geradas.

Visivel . /\ Visivel
TN / \
< S /
b VoA

UM+ /o~

Figura 37: Representacdo esquematica da producdo de melanina M* e de
melanina UM,

Descreveu-se que a melanina M* absorve a luz visivel e se comporta
como um fotossensibilizador, gerando 'O, e induzindo apoptose celular. E
mesmo sob baixas doses de irradiacdo (6J/cm?) a melanina M* sob a luz visivel
promove dano no DNA gendmico, conforme a formagcdo de 8 oxo-dGuo
gerados por 'O,. Dessa forma, se a fotossensilizacdo da melanina pela luz
visivel tem carater genotoxico, ndo se pode deixar de discutir a relevancia disso
na saude publica, frente ao risco que ela representa como fator etiol6gico para
0 cancer de pele.

No entanto, os dados obtidos das melaninas M* e UM" indicam que a
exposi¢do dos croméforos em uma localizacdo subcelular ainda ndo conhecida,
pode esclarecer mais detalhes sobre este mecanismo (Figura 37). Por fim,
pode-se dizer que houve um grande avango no conhecimento, norteado pelo
fato da melanina UM® promover pigmentagdo saudavel, atendendo a

necessidade de um fotoprotetor contra luz visivel.
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4.5 Efeitos e mecanismos da luz UV-A em células da pele.

4.5.1 Homeostase celular e 'O,

Diversas moléculas enddgenas da pele absorvem luz na faixa do UV-A
(320 a 400 nm), podendo gerar oxigénio singlete (*O,) ap6s fotossensibilizacéo.
Essas rea¢fes de fotossensibilizagdo podem levara danos em biomoléculas e
comprometimento da homeostase celular e estabilidade genoGmica [19]. A
quantidade de energia absorvida pelas moléculas enddgenas pode gerar
espécies reativas suficiente para desencadear a morte celular. No entanto,
danos iniciais podem gerar condicOes para efeitos nao lineares, ou seja, que
nao dependem linearmente da dose de luz empregada, pois outros compostos

fotossensibilizantes podem ser gerados no processo.

A lipofuscina, por exemplo, € um produto da fotossensibilizacdo sob a
luz UV-A, com caracteristicas espectroscopicas semelhantes a melanina
(Figura 38). Por isso, a lipofuscina pode gerar 'O, e causar dano celular e

genotoxico, quando excitadas pela luz visivel.
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Figura 38: Estrutura e espectro da lipofuscina.

(A) mostra a estrutura molecular da lipofuscina e (B) mostra seu espectro de intensidade de
fluorescéncia em fun¢éo do comprimento de onda no visivel [118,195].
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A literatura ainda ndo aborda de maneira quantitativa a energia UV-A
necesséria para producdo de lipofuscina, sem causar danos bruscos a
sobrevida celular, de tal forma que esse assunto é alvo de investigacdo atual.
Por isso, iniciou-se este trabalho quantificando o dano celular, estresse
oxidativo e tipos de morte UV-fotoinduzidos, para se caracterizar possiveis
biomoléculas produzidas pela fotossensibiliza¢do sob a luz UV-A. Estas podem
absorver no visivel e acelerar o foto envelhecimento e estabelecer algum risco

de tumorigénese humana.

Os graficos da Figura 39 mostram a porcentagem de sobrevida celular
em funcdo das doses de luz, quantificadas por meio da atividade de enzimas
mitocondriais (MTT) (A), incorporacdo do vermelho neutro nos lisossomos
(NRU) (B) e incorporacéo do cristal violeta (CVS) (C) em células de macréfagos
(J774) e queratinécitos (HaCaT), respectivamente. As trés metodologias de
avaliacdo da sobrevida celular (MTT, NRU e CVS), indicaram que doses abaixo
de 12J/cm? apresentaram viabilidade celular ~ 95% e a partir da dose 12J/cm?
a sobrevida dimuinui para 70%, sendo a ICsg atingida a doses de UV-A entre 12

e 18 J/cm? (Figuras 39A, 39B e 39C).
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Figura 39: Luz UV-A afeta a sobrevida de células J774 e HaCaT.

Os graficos A, B e C mostram a sobrevida celular através dos enséios de MTT, NRS e CVS das
células J774 e HaCaT em funcé@o das doses de luz UV-A. As doses foram calculadas pela
energia de 3,0 mW/cm?® e tempo de exposicdo 0, 15', 30', 60", 90' e 180'. "*" acima das barras
de desvio mostra a significancia estatistica a P <0,05 (ANOVA) dos trés experimentos

independentes em relacdo ao controle escuro.
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E interessante observar que nas doses 18J/cm? e 36J/cm? ocorreu mais
morte em macrofagos J774 do que em queratinécitos HaCaT demonstrado pelo
ensaio MTT (Figura 39A) e pelo ensaio NRU (Figura 39B). Isso mostra que
diferentes tipos celulares podem ativar mecanismos de sinalizacao distintos,
mesmo com a mesma quantidade de energia de excitagdo. Sugere-se,
portanto, que os mecanismos imunolégicos e de morte estdo relacionados a
diferentes tipos celulares, sendo diretamente susceptiveis aos processos
redox. Ao se observar a queda de 30% da sobrevida de ambos os tipos
celulares p6s 48 horas da irradiacédo na dose de 12J/cm? (Figura 39), pode-se
inferir que um certo desbalanco redox ja foi atingido. Esse surto redox foi
avaliado através da diminuicdo da glutationa reduzida (GSH) e aumento da
glutationa oxidada (GSSG). Conforme pode-se visualizar na Figura 40A e 40B,
ja na dose UV-A 3J/cm? ha oxidacdo de GSH de células J774 e HaCaT (ver

relacdo GSH/GSSG dos gréaficos da Figura 40).

A dréastica oxidacdo de GSH intracelular (a partir da dose UV-A 6J/cm?)
em ambos tipos celulares ocasionou um saldo maior de EROs que reagiram
com a sonda H,DCFDA, mostrado pelo aumento da fluorescéncia desta sonda,
gue esta apresentado nos graficos C e D da Figura 40 [100,101]. Isso provocou
a queda de ~5% na viabilidade celular (avaliada 48 horas apés irradiacdo UV-A
6J/cm?, Figura 39). Nessa condicéo de irradiacdo (6 J/cm?), a taxa de producao
de radicais livres e de 'O, superou a taxa de supressdo, ocasionando portanto

o surto de desbalanco redox [196].
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Figura 40: Efeitos da Luz UV-A na geracéo de EROs em células HaCaT e J774.

Os graficos A e B mostram a relacdo entre GSH/GSSG e os graficos C e D mostram a
oxidacdo da sonda H,DCFDA pela luz UV-A em células HaCaT e J774. As doses foram
calculadas pela energia de 3,0 mW/cm? e tempo de exposicao 0, 15', 30", 60', 90' e 180". "*"
acima das barras de desvio mostra a significancia estatistica a P <0,05 (ANOVA) dos trés
experimentos independentes em relagdo ao controle escuro.

O aumento das espécies reativas e inducdo de morte (UV-A 12J/cm?)
mostrados aqui pelas figuras 39 e 40 correlacionaram com a literatura [39]
onde células XP-C irradiadas a dose UV-A (15J/cm?) na cidade de S&o Paulo-
Brasil (11:00am-12:00pm; 23° 3'S) mostraram genotoxicidade com formacao de

bases oxidadas e fotoprodutos 6-4 (6-4PP) [39].
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Além da geracdo de dano direto do desbalanco redox, foi importante
correlacionar a absor¢édo de luz com a geracdo de EROs, utilizando um
mimético de flavina sintetizado no laboratério (Tarf-Me, riboflavina acetilada e
metilada - Tese de Doutorado Alexandre Vieira — IQUSP 2013). Para isso,
iniciaram-se experimentos com células de macréfago J774 por ser conhecido
que esse tipo celular incorpora bem a Tarf-Me (por ser uma célula fagocitaria).
Inicialmente, desenvolvemos um protocolo de incorporacdo, que permitiu a
internalizagao eficiente da Tarf-Me e medidas de absor¢géo e emisséo desta
sonda no ambiente intracelular. Como pode ser observado nas Figuras 41A e
41B, a suspensdo de células apresenta absor¢do com maximo em 450 nm e
emissao no verde, que sdo caracteristicas fotofisicas da Tarf-Me (Tese do
Alexandre Vieira Silva - IQUSP 2013) [158]. Além disso, conseguiu-se
quantificar o aumento da geracdo de 'O, intracelular na presenca de Tarf-Me
incorporada (Figura 41C). A geracdo de 'O, pelas flavinas endégenas, como
as presentes em FMN e FADH, mitocondriais, é tida como um dos mecanismos
que explicam o efeito da luz UV-A em células epiteliais [70,74,75,197,198]. Na
presenca de Tarf-Me, ocorre 0 aumento significativo na geracdo de 'O, (ver

linha cinza do espectro 41C), o que esta de acordo com esta hipotese.
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Figura 41: Incorporacéo do derivado da riboflavina Tarf-Me pelas células J774.

O gréfico A mostra o0 espectro de absorcao e a imagem B amarela sao células J774 (aumento
de 400x) que incorporaram a Tarf-Me mostrada pela fluorescéncia verde (exc 488nm). O
grafico C mostra o espectro de geragdo de '0, das células J774 controle e incubadas com
Tarf-Me.
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Na Figura 42A esta apresentada a percentagem de sobrevida das
células J774 incubadas ou ndo com Tarf-Me e com sorbato e tratadas com
dose Unica de UV-A 6J/cm® ou mantidas sem iluminacdo prépria. As
incubacbes com Tarf-Me e com sorbato ndo causaram variagdes significativas
na viabilidade celular, sendo que a irradiagdo UV-A sozinha diminuiu a
viabilidade em apenas ~5% (Figura 42A), de acordo com dados anteriores
(Figura 39). Em contrapartida, quando as células foram incubadas com Tarf-Me
e sinergicamente irradiadas na dose UV-A 6J/cm?, as mesmas sofreram queda
na viabilidade, que chegou a um valor proximo ao ICsy (Figura 42). Assim,
confirmou-se que a riboflavina age como fotossensibilizador intracelular
[70,74,75,197] por gerar ‘O, e comprometendo a sobrevida celular. O Sorbato,
que age em grande parte como supressor de espécies tripletes e de *0, [199],
foi administrado junto com as células incubadas com Tarf-Me e irradiadas na
mesma dose UV-A. O resultado mostrou sobrevida celular 75% (Tarf+Sorbato
da Figura 42A), ou seja, protecdo contra os efeitos fototoxicos da Tarf-Me.
Esse dado sugere que a supresséo do 'O, e dos tripletes da Tarf-Me protegem
as células, efeito esse que pode ser mensurado diretamente através da
diminuicdo do tempo de vida e da quantidade de oxigénio singlete gerada no

ambiente intracelular (Figura 42).
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Figura 42: Luz UV-A é absorvida por moléculas endégenas das células J774.

O gréfico A mostra a sobrevida das células ndo tratadas e tratadas com Tarf-Me + Sorbato e
irradiadas em dose UV-A. O grafico B mostra a geragdo de oxigénio singlete das células nao
tratadas e tratadas com Tarf-Me + Sorbato e excitadas a 355nm. Todos os tratamentos foram
realizados no escuro e sob irradiacdo UV-A na dose 6J/cm? nos tempos de exposicdo de 30'".
"+ acima das barras de desvio mostra a significancia estatistica a P <0,05 (ANOVA) de trés
experimentos independentes.

A geracdo de oxigénio singlete e a indugdo de morte em macrofagos
J774 Tarf-Me fotoexcitada, despertou o interesse em se investigar se 0 mesmo
efeito ocorreria em queratinocitos HaCaT. Para isso, incubaram-se as células
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HaCaT com Tarf-Me nas mesmas condicbes de tratamento e irradiagao
realizadas para os macrofagos J774 (Figura 42). O resultado da sobrevida
celular foi semelhante nos dois tipos celulares (Figuras 42A para J774 e Figura
43 para HaCaT). Aqui, as células HaCaT foram também incubadas com a
sonda Diferiprona (Dfp), que geralmente suprime a geracgéo do radical hidroxila
(OH’) na reacéo de Fenton, por ser um poderoso quelante de ferro [159]. O
grafico da Figura 43 mostra um aumento de 50% na sobrevida celular devido a

essa supressao de estresse oxidativo ferro-dependente.
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Figura 43: Luz UV-A é absorvida por moléculas endégenas das células HaCaT.

O grafico mostra a sobrevida das células HaCaT tratadas e ndo tratadas com Diferiprona (Dfp).
"*" acima das barras de desvio mostra a significancia estatistica a P <0,05 (ANOVA) des trés
experimentos independentes.

N&o héa especificidade do Sorbato para a supressdo do *O, (Figura 42) e
da Diferiprona para a supressédo do radical OH" (Figura 43). No entanto, os
dados confirmaram que a foto-excitacdo da riboflavina pela luz UV-A gera
espécies reativas através da fotossensibilizacdo Tipo | e Tipo Il que podem
sinalizar para os mecanismos de morte celular programada | (apoptose) e Il

(autofagia).
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4.5.2 Mecanismo de morte celular

Os 5% de morte celular observada pelo ensaio MTT na dose 6J/cm? de
UV-A (Figuras 39, 42 e 43), indicam que as mitocondrias de algumas células
foram lesionadas e podem ter sido enderecadas aos lisossomos para a
remocdo autofagica. Dessa forma, doses acima de 6J/cm? devem ser
investigadas para ilustrar os mecanismos de morte. Conforme demonstrado na
Figura 44, células J774 e HaCaT apresentaram vacuolos acidos 48 horas pés
irradiacdo, os quais aumentaram linearmente conforme a dose de luz UV-A
aumentava (Figura 44). O acumulo de vacuolos acidos € sugestivo de ativacdo
de autofagia como mecanismo de morte celular programada Il e esse
mecanismo parece ser ativado segundo o desbalanco redox UV-A mediado
(Figura 40). A incorporacdo do IP no DNA em células mortas por irradiacdo na
luz UV-A a 36J/cm? (seta branca, Figura 44), confirma o extremo dano celular

causado pelo aumento descontrolado do desbalanco redox.
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HaCaT

Figura 44:; Luz UV-A induz danos em células J774 e HaCaT.

As imagens acima mostram células J774 no escuro e irradiadas e as imagens abaixo mostram
células de HaCaT no escuro e irradiadas. As células foram tratadas com laranjado de acridine
(AO) e iodeto de propideo (IP) 48 horas ap6s irradiagdo UV-A. As barras representam uma
escala de 20 um e as setas brancas mostram a marcac¢do em vermelho do iodeto de propideo
intercalado com o DNA nuclear. As doses foram calculadas pela energia de 3,0 mW/cm? e
tempo de exposig¢ao de 0', 60", 90’ e 180'.

A necrose observada na dose UV-A 36J/cm? em ambos os tipos
celulares estudados, mostra que energias abaixo dessa dose podem sinalizar
para morte celular programada, conforme ja citado no paragrafo anterior sobre
o acimulo de vaclolos &cidos na dose 12J/cm?. Os tipos de morte celular
programada | (apoptose) e morte celular programada Il (autofagica) foram
estudados em queratindcitos (células HaCaT). Isso porque, HaCaT sao células
com programacdo natural de diferenciacdo a cornedcito na epiderme, e cujo
processo esta intrinsecamente relacionado a autofagia [4,5]. Entendemos

portanto, que a irradiacdo UV-A pode acelerar a inducdo de morte programada

de células HaCaT em cultura.

A Figura 45 apresenta um estudo detalhado de morte por apoptose onde

o gréafico A mostra a liberacdo de Citocromo C detectado pela técnica de ELISA
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e as imagens de microscopia em B mostram marcadores de apoptose, necrose
secundéria e ou necro-apoptose. Os nucleos fluorescentes em azul (DAPI), a
Caspase-3 ativa em verde, a sonda apoptose sensivel Aposente® em azul
esverdeado e IP em vermelho. Na dose 18J/cm? da Figura 45A observa-se a
liberacdo significativa de Cito cromo ¢ (MG/ml) provocada pelo de balanco
redox, que também oxidou a sonda MTG acumulada no interior das

mitocdndrias (ver grafico interno na Figura 45A).

Nota-se até aqui que as espécies reativas geradas naturalmente na
mitocondria sinalizam para as vias de morte celular programada (ver controle
escuro do grafico 45A) e que na dose 18J/cm? ha um aumento de 'O, e de
radicais livres que aumentaram a ativacdo de Caspase-3 ativa (seta branca).
Nas doses 12 e 18J/cm?, a apoptose foi caracterizada ndo so pela ativacéo de
Caspase-3 ativa (em verde no citoplasma) como também pela morfolégica
nuclear — condensacdo e a fragmentacdo da cromatina (seta cinza, Figura
45B). A coloracdo azul esverdeado das imagens de microscopia (ver setas do
tratamento com Apo-Trace® na Figura 45B) mostrou mais uma indicacdo
experimental de apoptose, cuja ativacdo foi percebida a partir de 12J/cm?. A
seta vermelha mostra o iodeto de protideo intercalado ao DNA nuclear
indicando apoptose tardia ou micro apoptose das células (ver imagens Apo-

Trace®na Figura 45B).
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Figura 45:; Luz UV-A induz Apoptose em células HaCaT.

O grafico A mostra a liberacéo de Citocromo ¢ da mitocéndria de células HaCaT irradiadas (0 a
36J/cm2). O gréfico interno da Figura A mostra a intensidade de fluorescéncia vermelha do
marcador mitrocondrial MytoTracker® Red oxidado por EROs das células no escuro (0J/cm2) e
irradiadas (18J/cm2). As imagens microscépicas B mostram fragmentacdo de nucleo e
coloragcédo em verde de Caspase-3 ativa marcada conforme ampliado da Figura. As imagens da
sonda Apo-Trace® acumulada no citoplasma é mostrada pela seta branca e a seta vermelha
mostra acumulo da sonda Apo-Trace® e do iodeto de propideo no interior da célula necro-
apoptotica. As doses foram calculadas pela energia de 3,0 mW/cm® e tempo de exposigéo 0,
60' e 90'. "*" acima das barras de desvio mostra a significancia estatistica a P <0,05 (ANOVA)
de trés experimentos independentes em relacéo ao controle escuro.
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A deteccdo de apoptose nas doses 12J/cm? e 18J/cm? mostrou que
essas doses estao dentro da faixa de energia UV-A causadora do desbalanco
redox. E por isso, além da apoptose, a autofagia estd4 sendo ativada segundo o
dano foto-induzido (Figura 44). Unidade Arbitraria de Autofagia (AAU) foi
preliminarmente calculada como indicadora de autofagia [154] em células
HaCaT irradiadas. Esta estratégia baseia-se na maior captacdo de vermelho
neutro pelos lisossomas em caso de morte autofagica, uma vez que este
corante tem afinidade por vacuolos &cidos, que estdo presentes em maior
quantidade em célula autofagica. Quando o valor de sobrevida obtido por NRU
€ comparado com os valores de sobrevida obtidos por CVS e MTT obtém-se o
valor de AAU (do inglés autophagy arbitrary units). Valores de AAU acima de
1,0 indicam morte celular por autofagia [154] e quanto maior este valor, maior é

a correlagdo com morte celular programada tipo Il (autofagia).

A dose de luz UV-A 12J/cm? desencadeou aumento de autofagia em
células HaCaT mostrado pelo valor de AAU >1,0 (Figura 46A). Essa
discrepancia se deve a maior incorporacdo de NR por vacuolos &acidos
autofagicos (autolisossomas) em células fotossensibilizadas em comparacao
ao controle escuro. Nota-se também que doses abaixo de 12J/cm? néo
apresentaram AAU > 1,0 mostrando de fato que os mecanismos de morte

comecam a partir dessa dose UV-A.

Além do dado de AAU, incubamos as células com AO e quantificacédo
dos pixels de fluorescéncia das Imagens de células HaCaT no escuro e
irradiadas nas doses 0, 12 e 18J/cm? (Figura 46B). A fluorescéncia de AO das
células irradiadas foi ~ 2 vezes maior que a células controle (ver dose 12 e

18J/cm? da Figura 46B). Nota-se visualmente o acUmulo de laranjado de
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acridina (AO) nos vacuolos acidos das imagens irradiadas da Figura 46C, as
quais indicam que a autofagia ndo suporta a reciclagem de moléculas e
organelas oxidadas levando a morte autofagica conforme marcacdo do DNA
com IP observado pela seta na dose 18J/cm? (ver seta na imagem 18J/cm? da
Figura 46C). A anédlise de marcacdo do DNA com IP na dose 18J/cm? foi

confirmada por citometria de fluxo (Figura46D).
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Figura 46: Luz UV-A induz Autofagia e Necro-autofagia em células HaCaT.
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O grafico A mostra unidade arbitraria de autofagia (AAU) em funcéo das doses de luz UV-A. O
grafico B mostra a quantificacéo da fluorescéncia do laranjado de acridina dentro dos vacuolos
lisosomais das imagens microscépicas em funcdo da dose de luz UV-A. As imagens de
microscopia representadas pela letra C mostram células irradiadas nas doses 0J/cm” a 18
Jlcm® desafiadas com laranjado de acridine e iodeto de propideo. A seta branca mostra
incorporagdo do iodeto de propideo no DNA nuclear. O grafico D mostra a intensidade de
fluorescéncia detectada pela citometria de fluxo de iodeto de propideo incorporado ao DNA em
funcdo da dose de luz UV-A. As doses foram calculadas pela energia de 3,0 mW/cm?® e tempo
de exposicdo de 0, 15, 30", 60, 90'. "*" acima das barras de desvio mostra a significancia
estatistica a P <0,05 (ANOVA) de trés experimentos independentes.

Vimos até aqui que a dose UV-A 36J/cm? causa necrose e que as doses
12J/cm? e 18J/cm? s&o suficientes para desencadear morte celular apoptética e
autofagica. E importante notar que a dose 18J/cm? causa morte tanto
apoptoética quanto autofagica. Por isso, elegemos essa quantidade de energia
UV-A (18J/cm?) para investigarmos com mais detalhes o processo de
autofagia. Conforme observado na Figura 47, em concordancia ao observado
na Figura 46, h4 aumento significativo de vacuolos lisosomotropicos marcados
pela sonda LysoTracker Green (LTG), os quais sdo comumente considerados
como vacuolos autofagicos tardios ou  autolisossomas  [200].
Interessantemente, apés a irradiacdo sob a luz UV-A ha um maior acumulo de
vacuolos autofagicos, os quais se mostraram intrinsicamente associados ao
aumento do tamanho celular, conforme exemplificado no scatter-plott contour
quadrante Q2 superior a direita (Figura 47A). Em contrapartida, o controle
escuro apresentou apenasl3% de vacuolos &acidos na populacdo total de
células em comparacado a condicao irradiada, onde se observou mais 70% das
células contendo vacuolos autofagicos. A quantificacdo da fluorescéncia

mediana gerada pela sonda LTG esta representada em valores relativos ao

controle escuro, conforme grafico de barras da Figura 47B.

A caracterizacdo desses vacuolos autofagicos mostra-se evidente na

Figura 47C, conforme imunomarcagdo de LC3-Il, biomarcador classico para
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identificacdo de vacuolos autofagicos. O acumulo de vacuolos autofagicos
modulado pela irradiagdo UV-A (Figura 47) corrobora o j& evidenciado pela

literatura [115].
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Figura 47: Luz UV-A bloqueia do fuxo autofagico em células HaCaT.
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A) Relacédo da populagcédo de células segundo o acumulo de vaculolos acidos marcados com
LysoTracker Green (LTG) e o tamanho celular dado por FSC, determinados por citometria de
fluxo pos 24 horas a irradiacdo sob a luz UV-A 18J/cm?® B) Gréafico representando valores
relativos a quantificacdo mediana da fluorescéncia desses vacuUolos acidos determinados pela
fluorescéncia LTG. C) Imunofluorescéncia para a proteina LC3-1l mostra marcagcao em verde
de autofagossomas acumulados (seta branca) em células HaCaT irradiadas. As células foram
mantidas no escuro a 0J/cm® (NIRR) e irradiadas na dose UV-A 18J/cm”. As doses foram
calculadas pela energia de 3,0 mW/cm?® e tempo de exposigcédo de 0 e 90' respectivamente. “*”
acima das barras de desvio mostra a significancia estatistica a P <0,05 (ANOVA) de trés
experimentos independentes.

Como descrito na literatura, a medida que ha dano mitocondrial ha
ativacdo de uma autofagia seletiva, denominada mitofagia, resolveu-se
determinar essa relacdo segundo a irradiacdo sob a luz UV-A. Para isso,
fizemos um experimento de microscopia confocal que revelou a localizacdo dos
corantes de lisossomos verde LysoTracker® Green(LTG) e de mitocondria
vermelho MytoTracker® Red(MTR) em células HaCaT irradiadas (ver dose
UV-A 18J/cm? da Figura 48A).

A colocalizacdo espacial de LTG (em verde) e MTR (em vermelho)
evidencia a formacdo de vacuolos &acidos contendo mitocondrias danificadas
por EROs em células HaCaT irradiadas na dose UV-A 18J/cm? (ver seta na
Figura 48A), indicando que as mitocondrias lesionadas se localizam no interior
dos autofagolisosomos (marcador LTG-MTR no mesmo compartimento). Esse
resultado sugere a ativacdo de mitofagia pela luz UV-A.

A confirmacdo da mitofagia foi comprovada por dupla-
imunofluorescéncia especifica para proteina LC3-ll (marcador de
autofagossomas) e COXIV (marcador de mitocéndria). Conforme demonstrado
na Figura 48B, a colocalizacdo espacial de LC3-1l (em verde) e COXIV (em
vermelho) caracteriza o mitofagossoma (em amarelo) em células HaCaT
irradiadas sob luz UV-A a 18J/cm? (ver seta na Figura 48B).

Apesar de a irradiagdo UV-A inativar atividade lisossomal [115], as
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mitocondrias oxidadas pelo desbalanco redox (Figura 48A) ainda séo
direcionadas aos lisossomos para digestéo intracelular (seta branca). Assim, o
excesso de mitocondrias oxidadas pode comprometer esse mecanismo
fisiologico, ja que conforme sugerido recentemente, a luz UV-A é capaz de
inibir o fluxo autofagico, ao comprometer a atividade de hidrolases
lisossbmicas, tais como a catepsina B [115]. Sendo assim, € de se esperar que
a disgetdo das mitocondrias danificadas pelo estresse oxidativo UV-A-induzida
esteja comprometida.

De fato, a incorporacao de mitocondrias danificadas pelo estresse UV-A
a 18J/cm? (seta branca da Figura 48A e quandrados pontilhados da Figura
48B) aumenta o processo autofagico. No entanto, a homeostase da digestédo
autofagica pode estar comprometida. Isso resulta em acimulo de mitocondrias
no interior dos autofagolisossomas que podem estar associado a morte celular,

conforme observado na Figura 48C.
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Figura 48: Luz UV-A induz mitofagia em células HaCaT.

A) Imagens confocal das células HaCaT incubadas com corante LysoTracker®Green(LTG) e
MytoTracker® Red(MTR) apés irradiacdo UV-A (18J/cm?). B) Imagens de imuno-fluorescéncia
para LC3-1l e COXIV de células HaCaT irradiadas na dose UV-A 18J/cm?® C) Pés 48 horas a
irradiacdo UV-A (18J/cm?), quantificou-se por citometria de fluxo a massa mitocondrial dada
pela fluorescéncia de MytoTracker® Green FM(MTG) e morte celular (IP). As doses foram
calculadas pela energia de 3,0 mW/cm?® e tempo de exposicdo de 0 e 90' respectivamente. "*"
acima das barras de desvio mostra a significancia estatistica a P <0,05 (ANOVA) de trés
experimentos independentes.
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Os dados de mitofagia portanto, comprovaram morte induzida pelo
blogueio do fluxo autofagico em células HaCaT irradiadas. Acreditamos que o
blogueio do fluxo autofagico pode aumentar a geracdo de EROs pela luz UV-A
e visivel através do acumulo de mitocondrias danificadas e seus derivados da
riboflavina (FMN, FADH;) que sdo moléculas que absorvem a luz UV-A e

visivel e geram 'O, [72,73].

4.5.3 Fotossensibilizagcdo no UV-A e visivel: Papel da lipofuscina

A morte celular autofagica pode ter sido causada pela
fotossensibilizacdo tipo | de derivados enddgenos da riboflavina. Para
comprovar essa hipotese, 1) realizou-se um experimento com a Tarf-Me e luz
UV-A e 2) realizou-se outro experimento utilizando-se apenas luz UV-A para
investigar se ambos produzem lipofuscina ( derivada de residuo de tirosina
oxidada a L-Dopa) que aumenta a geracdo de 'O, [71,116,117] no
autofagolisossomo nao-funcional.

Para o experimento 1, irradiaram-se as células HaCaT na dose UV-A
6J/cm? devido & sobrecarga de Tarf-Me que causa morte celular proximo a ICso
(Figuras 42 e 43). J4 no experimento 2, irradiaram-se as células HaCaT sem
sobrecarga de Tarf-Me na dose 18J/cm? devido aos resultados anteriores que
mostraram bloqueio do fluxo autofagico na dose UV-A 18J/cm? (Figuras 47 e

48).
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Figura 49: Luz UV-A e fotossensibilizadores endégenos aumentam a producado de lipofuscina
em células HaCaT.

O grafico mostra a autofluorescéncia verde (FL1, exc 488nm) e vermelha (FL3, exc 633nm) de
lipofuscina das células HaCaT tratadas com Tarf-Me e irradiadas na dose UV-A 6 Jlem?.

Foi demonstrado que o derivado da riboflavina (Tarf-Me) sofre
fotossensibilizacao tipo | e 1l (Figuras 42 e 43), e causa morte celular autofagica
devido ao blogueio do fluxo autofagico. Além disso, apds 24 horas da
fotossensibilizacdo, ha acumulo do fotossensibilizador enddgeno lipofuscina
(Figura 49). Supondo que poderia ocorrer uma sobreposicdo de fluorescéncia
da Tarf-Me e lipofuscina pelo fato de ambas absorverem no azul (488 nm)
(Figura 38B e 41A), a deteccdo da autofluorescéncia sob excitacdo 545nm
(emissao vermelha) confirmou que a Tarf-Me irradiada com luz UV-A contribui
para a producdo de lipofuscina dentro do autofagolisossomo danificado

fotoquimicamente (Figura 49).

Assim a lipofuscina pode ser mensurada pela sua emissao caracteristica
pela autofluorescéncia verde (Figura 38B) além de poder ser quantificada no
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ambiente celular por citometria de fluxo considerando-se o tamanho celular
detectado pelo FSC (Forward Scatter Side) (Figura 49). Deve-se notar que
apos 48 horas ao fotodano, h4 um aumento significativo de lipofuscina em
células HaCaT tratadas com Tarf-Me e irradiadas (23%), as quais apresentam
um aumento celular dado por FSC, quando comparado as condi¢des (escuro,
UV-A, UV-A+Tarf-Me) (Figura 50A). Isso indica que Tarf-Me absorve energia
UV-A, levando ao desbalanco redox que consequentemente gera formacéo de
lipofuscina devido provavelmente a supressdo do fluxo autofagico.
Curiosamente, essa geracao de lipofuscina € ferro-dependente, j& que em
presenca de Dfp ha significativa supressao da lipofuscinogénese (30%),
principalmente em células menores representadas no quadrante Q3 (44%)
(Figura 50B), sendo essa diminuigdo relacionada ao aumento significativo de

sobrevida celular (Figura 43).
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Figura 50: Luz UV-A (6J/cm2) aumenta a producdo de lipofuscina em células HaCaT em
presenca de Tar-Me.

(A) O scatter-plot contour mostra a autofluorescéncia verde da lipofuscina (FL1 Log) das
células HaCaT tratadas com Tarf-Me e irradiadas na dose UV-A 6 J/icm?, segundo o tamanho
celular (FSC). (B) valores médios da populagéo representada no quadrante Q2, caracterizado
por células com aumento de lipofuscina, cujo aciimulo alterou o tamanho celular.
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Em detalhe, o experimento de autofluorescéncia da lipofuscina utilizando
apenas luz UV-A na dose 18J/cm? mostrou um aumento da fluorecéncia (verde,
FL1 Log) da lipofuscina, conforme demonstrado na Figura 51A. Apds a
irradiacdo sob a luz UV-A ha um maior acimulo de lipofuscina, o qual se
mostrou intrinsicamente associado ao aumento do tamanho celular em 33%
das células, conforme exemplificado no scatter-plott contour quadrante Q2
superior a direita (Figura 51A). Isso indica que fotossensibilizadores enddégenos
das células HaCaT (como a riboflavina) absorvem energia UV-A, levando ao
desbalanco redox que consequentemente leva a formacdo de lipofuscina

devido provavelmente a supressao do fluxo autofagico.

Em contrapartida, o controle escuro apresentou apenas 6% de vacuolos
acidos na populacao total de células em comparacdo a condicéo irradiada,
onde se observa quase 40% das células contendo lipofuscina. A média das
populacdes representadas no quadrante superior a direita (Q2) esta

representada em grafico de barras conforme Figura 51B.
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Figura 51: Luz UV-A aumenta a producao de lipofuscina em células HaCaT.

(A) O scatter-plot contour mostra a autofluorescéncia verde da lipofuscina (FL1 Log) segundo o
tamanho celular (FSC) detectado por citometria de fluxo em funcdo da energia UV-A (18J/cm?)
e no escuro (0J/cm?). (B) valores médios da populacdo representada no quadrante Q2,
caracterizado por aumento de lipofuscina, cujo acimulo alterou o tamanho celular. Células ndo
irradiadas (OJ/cmz) e irradiadas na dose UV-A ((18J/cm2). "*" acima das barras de desvio
mostra a significancia estatistica a P <0,05 (ANOVA) de trés experimentos independentes.
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Estes dados (Figuras 49 e 50 e 51) correlacionam com os dados de
Lamore e colaboradores publicados em 2012 e 2013 os quais demonstraram
que o acumulo de lipofuscina dentro dos autofagolisossomos compromete o
fluxo autofagico e causa morte celular programada tipo Il (morte autofagica)
[114,115]. Nossa estratégia vai além da literatura porque mostramos que a
melanina irradiada com luz visivel gera 'O, e a lipofuscina é derivada da L-
DOPA (intermediario da sintese de melanina) que gera 'O, na
fotossensibilizacdo [71,116,117]. Por isso nés irradiamos células na dose
12J/cm? de luz UV-A, para estimular a producdo de lipofuscina no
autofagolisossomo sem comprometer drasticamente a viabilidade celular, e
apos 48 horas as mesmas receberam dose de 36J/cm? de luz visivel para que
a lipofuscina atuasse como fotosensibilizador endégeno semelhante ao que
observamos na fotossensibilizacdo da melanina. A Figura 52A mostrou queda
da viabilidade apés irradiacdo UV-A (para gerar lipofuscina) e visivel (para que
a lipofuscina atue como fotossensibilizador), comprovando a hip6tese de que a

lipofuscina atua como um fotossensibilizador endégeno.
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Figura 52: Lipofuscina causa fotodano na sobrevida e no DNA das células HaCaT.

O grafico A mostra a sobrevida celular e o grafico B mostra a quantificagdo da fragmentagéo do
DNA (Olive TailMoment - OTM) das células HaCaT. As células foram mantidas no escuro;
irradiadas na dose UV-A 12J/cm” (UV-A); irradiadas apenas com luz visivel (Visivel); irradiadas
a 12J/cm” de luz UV-A e apos 48 horas irradiadas a 36J/cm? de irradiacdo visivel (UV-
A+visivel). Ambas as doses foram calculadas pela energia de 3,0 mW/cm? e tempo de 60’ para
UV-A e 180" para visivel. "* *" acima das barras de desvio mostra a significancia estatistica a P
<0,05 (ANOVA) em relacdo ao escuro e luz UV-A dos trés experimentos independentes em
relacdo ao controle escuro.

A queda na viabilidade celular mostrada no Figura 52A esta associada
ao acumulo de lipofuscina dos autofagossomas ou autolisossomas que

comprometem o fluxo autofagico [201] originado pelo dano em lisossomos e
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mitocdndrias das células irradiadas [71,195]. Nossa estratégia de irradiar as
células com luz visivel apds inducdo de lipofuscina UV-A fotoinduzido
confirmou ndo sé os dados da fotossensibilizagdo da melanina mostrado em
capitulos anteriores como também abre perspectivas uma janela de estudo
com os fotoprodutos gerados por luz UV-A que sofrem fotossensibilizagdo por

luz visivel.

A comprovacao desse argumento € mostrada no grafico 52B através do
calculo da Oliver TailMoment (OTM) [202] em funcdo dos tratamentos das
células HaCaT com luz UV-A e visivel. Apos 48h da irradiac@o das células com
dose UV-A 12J/cm?, o actmulo de lipofuscina nos autofagolisossomos j& foi o
suficiente para absorver luz visivel a 36J/cm? e gerar possivelmente outras
espécies que atacou o DNA fita dupla das células HaCaT (ver UV-A+visivel do
grafico 52B). Isso € muito relevante para a fotoprotecdo da pele uma vez que
estamos mostrando pela primeira vez um processo fotoquimico sinérgico entre

a luz UV-A e visivel causado pela fotossensibilizacédo natural.

A fotossensibilizagdo da lipofuscina com luz visivel correlaciona com a
fotossensibilizacdo da melanina porque sao estruturas fotoquimicamente
semelhantes que geram estresse redox e morte celular por danos no DNA.
Esses fendmenos comegam a partir da dose UV-A 12 J/cm? que aumenta o
estresse oxidativo que por sua vez diminuiu a viabilidade celular em 30%
(Figura 39) correlacionando com o bloqueio do fluxo autofagico por meio da
marcagao da proteina LC3Il (Figuras 47 e 48) e indugdo da mitofagia
(Figura48). Esses dados, correlacionam com a autofluorescéncia da lipofuscina

(Figura 50, 51 e 52) e com os dados de Lamore e colaboradores 2012 os quais
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mostraram que a inibicdo da expressio da protease Catepsina B desencadeia
a desregulagédo lisosomal autofagica [114], morte celular e dano no DNA
(Figura 52B) pelo oxigénio singlete gerado na fotossensibilizacdo da
lipofuscina. A Figura 53 mostra uma representacdo esquematica da

fotossensibilizagdo UV-A e visivel em modelo celular representativo.

Portanto, controlar os mecanismos de fotossensibilizacdo de moléculas
enddgenas pode ser uma das estratégias para evitar a morte celular, foto

envelhecimento da pele e a transformag&o maligna.

Visivel

Figura 53: Representacdo esquematica da resposta celular frente as energias
UV-A e visivel.

O esquema representa uma célula que recebe luz UV-A, sofre fotossensibilizacdo (RB) e gera
EROs e desbalanco redox (GSSG) que causa dano em biomoléculas e organelas da célula.
Mitocondrias (Mito) lesionadas sofrem mito agia que desencadeia na formacao de lipofuscina
(Li) que é foto excitada no visivel e causa lesdo no DNA e dano celular.
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4.6 Liberacé&o de citocinas pré-inflamatorias e

metaloproteinases

A sinalizagao inflamatéria ocorre por agdo das espécies reativas de
oxigénio, como 0'0,, que pode reagir com lipideos e proteinas de membrana,
liberando acido araquidbnico, com consequente liberacdo das interleucinas IL-1
e IL-6, as quais sinalizam para expressao génica de enzimas relacionadas a
degradacdo de matrix extracelular como as MMPs [84]. Seguindo essa
premissa, a geracao de especies reativas induzidas pela luz UV-A estimula a
liberacdo de citocinas, que sinalizam para expressao de enzimas envolvidas na
morte celular e no envelhecimento da pele. No entanto, a literatura carece de
estudos que correlacionam a geracdo de EROs com a liberacdo de citocinas

pré-inflamatérias e envelhecimento da pele.

A liberacédo de citocinas pro-inflamatdrias estimuladas por EROs recruta
células do sistema imune na regido afetada pelo fotodano mediada pela
liberacdo de interleucinas (IL6). Em tal condicdo, as células se encontram em
processo de morte programada | e Il (apoptose e autofagia) em resposta ao
estresse oxidativo foto-induzido. A liberacdo da interleucina IL6 por
gueratindcitos regula a producédo de colageno pelos fibroblastos [71,130,132],
em resposta a atividade das metaloproteinases (MMP1 e MMP9) que

caracterizam o fotoenvelhecimento da pele.

s

Essa sinalizacdo celular é orquestrada pelo estresse oxidativo,
produzido pela fotossensibilizacdo das flavinas e flavoproteinas endogenas que
absorvem luz numa regido especifica de comprimento de onda formando

espécies reativas, através do processo de fotossensibilizagéo tipo | e tipo |l
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(Figuras 41, 42 e 43), que podem comprometer a homeostase celular [85,196]
e assim ativam a resposta inflamatéria. A manutengdo da sobrevida celular &
garantida pelas vias de reparo por excisdo de bases (REB) e reparo por
excisdo de nucleotideos (REN) como também a compartimentalizagao celular
(membranas lipoproteicas) que protegem as células de danos. No entanto,
quando ocorre o desbalanco redox, ha ativacdo de algumas citocinas pro-
inflamatdrias envolvidas no processo de sinalizacdo e nos mecanismos de
morte celular controlada [104,196]. Em consequéncia do estresse oxidativo
modulado pela luz UV-A, ha liberacdo de ATP que se liga a receptores
purinérgicos de membrama (P2Y) acoplados a proteina G que desencadeia na
formacdo do segundo mensageiro AMP ciclico associados a liberagdo da
citocina IL6 e enzima MMP1 que induzem apoptose e degradacédo do colageno

da pele [130,135,136].

Esses mecanismos foram investigados em células HaCaT através do
aumento da liberacdo da interleucina pré-inflamatéria IL-6 a partir de 3J/cm? de
luz UV-A (Figura 54A). A gquantidade de fétons absorvidos pelas células na
dose 12J/cm? foi suficiente para desencadear desbalanco redox (Figura 40) e
ativar a morte celular programada em algumas células (Figuras 45 E 46). Esse
argumento se justifica pela sinalizacdo maxima (pg/mL) de liberacdo de IL6
(dose 12J/cm? da Figura 54A) associado a valores bem maiores (ng/mL) de

liberac&o de enzima MMP1 mostrada partir das doses de 18J/cm? (Figura54B).
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Figura 54: Luz UV-A induz liberagdo de Citocinas IL6 e Enzima MMP1 em células HaCaT.

O gréfico A mostra a concentracdo (pg/mL) da citocina IL-6 e o grafico B mostra a
concentracdo (ng/mL) da enzima metaloproteinase 1 (MMP1) em células HaCaT irradiadas nas
doses UV-A. As doses foram calculadas pela energia de 3,0 mW/cm? e tempo de exposicao de
0, 15, 30, 60, 90' e 180, respectivamente. ™" acima das barras de desvio mostra a
significancia estatistica a P <0,05 (ANOVA) dos trés experimentos independentes em relacéo
ao controle escuro.

A correlacdo entre a liberacdo de citocina pré-inflamatéria IL-6 e MMP1
nao soO é sustentada pela literatura através do aumento na geracdo de EROs
[130,135], como também mostrada pela Figura 54. Esse aumento ainda
sustenta a inducdo de morte celular programada por apoptose (Figura 45). A
diminuicdo de IL6 a partir das doses de 18 e 36J/cm? (Figura 54) pode estar
correlacionada com a inativacdo de Catepsinas (B, L e S) [114,115] uma vez
que estas enzimas também sinalizam para apresentagcdo de antigenos e
liberacdo de citocinas inflamatérias [203,204]. Com o bloqueio do fluxo
autofagico induzido pelas doses UV-A (Figura 47 e 48), a Catepsina B esta
inativa e por sua vez ndo promove a remodelagem celular durante o processo
de diferenciagao celular dos queratinécitos ao longo da epiderme [205,206]. A
estratégia realizada pelas células HaCaT, a partir da dose de 12J/cm?, foi

aumentar a excre¢cao de MMP1 assim como ocorreria in vivo.
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Dessa forma, esses queratindcitos localizados na camada basal da
epiderme podem se diferenciar e migrar para a superficie da epiderme. Nesse
processo ha ativagdo de morte celular programada (cornificagdo) a medida que
os queratinécitos se diferenciam a corneédcitos. Além desse mecanismo
caspase-14 dependente, destaca-se a autofagia para promover degradagao do
conteudo citoplasmatico (organelas e macromoléculas), o qual € preenchido

por queratina e filamentos de filagrina ao longo do processo de cornificagéo.

Vale ressaltar que esse processo ocorre fisiologicamente, ao promover a
diferenciacdo de queratindcitos a cornedcitos queratinizados, 0s quais
compdem a camada cérnea da epiderme [4,5]. Contudo, sob condi¢des de
estresse celular modulado, por exemplo, pelo desbalanco redox UV-induzido,
ha ativagdo de uma cascada de eventos inflamatérios, os quais aceleram essa

diferenciagao programada a fim de restabelecer o tecido epidérmico.

Mecanismos de sinalizacdo inflamatéria de membrana mostraram que a
compartimentalizagao celular foi importante para o controle do desbalango
redox, e suporte para o controle celular contra mutagdo no genoma, uma vez
que receptores de TNF sinalizam geralmente para morte celular [207,208].
Paralelo a inducdo de morte celular pela sinalizacédo redox, TNF-a estimula a
expressdo de enzimas metaloproteinases (MMP-1 e MMP-9) [130] as quais
auxiliam no processo de diferenciacdo de queratindcitos e remodelagem da
matriz extracelular da pele [131].

A dose de 36J/cm? UV-A causou morte celular ndo programada em
células HaCaT e em macrofagos J774 (Figura 44) indicando que esta

guantidade e energia € capaz de formar espécies reativas que causam
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necrose. Esse tipo de resposta celular se correlaciona com a ativagcao do
processo inflamatério por meio da liberacéo do fator de necrose tumoral (TNF-
a) [207,208] e pela ativacao do fator NF-kB [76,86,122—-124].

Para avaliar essa premissa, utilizaram-se células de macréfagos J774, ja
que células HaCaT liberaram apenas IL6 (Figura 54) e nao citocinas IL18 e
TNF-a quando irradiadas sob luz UV-A (dado ndo mostrado). Por outro lado,
0os macréfagos J774 liberaram altas concentracdes de TNF-a (ver 600 pg/mL
na Figura 55A) e IL18 (ver 300 pg/mL na Figura 55B) na dose de 36J/cm?.
Essa maior excregao de citocinas se associa significativamente com o aumento

de morte celular; por exemplo a necrose sob irradiacdo UV-A a 36J/cm? (Figura

44).
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Figura 55: Liberag&o de citocinas pré-inflamatérias em macréfagos J774 murinos irradiados nas
doses UV-A.

(A) mostra a expressao e liberacao de citocinas TNF-a e (B) mostra a expressao e liberacdo da
citocina IL-1B por células J774 irradiadas com doses UV-A. A energia de 3,0 mW/cm? foi usada
para o célculo das doses controle, 6 Jicm?; 12 J/em® e 36 Jicm? em tempo de exposicédo de 0,
30’; 60’ e 180’ respectivamente. ™" acima das barras de desvio mostra a significancia
estatistica a P <0,05 (ANOVA) dos trés experimentos independentes em relacdo ao controle
escuro.

Usaram-se também células de macrofagos humanos THP1, as quais

apos irradiacdo sob luz UV-A a 12J/cm?excretaram um pouco mais TNF-a (200
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pg/mL) do que o observado para os macrdéfagos murinos J774. Tamanha
sensibilidade desse tipo celular, que as espécies reativas geradas pela dose
36J/cm? provocou necrose das células THP1, cuja excrecdo de TNF-a nao foi
possivel de ser mensurada (Figura 56A). Foi demonstrado também que
macréfagos humanos THP1 liberaram MMP1 em doses UV-A crescentes

(Figrua 56B), em resposta a elevada atividade autécrina de TNF-a. [209].
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Figura 56: Luz UV-A induz liberagdo de Citocinas TNF-a e Enzima MMP1 em macréfagos
THP1 humanos irradiados nas doses UV-A.

O gréfico A mostra a concentracdo (pg/mL) da citocina TNF-a e o grafico B mostra a
concentracdo (ng/mL) da enzima metaloproteinase 1 (MMP1) em células de macréfagos
ativados THP1 irradiadas nas doses UV-A. As doses foram calculadas pela energia de 3,0
mW/cm? e tempo de exposicdo de 0, 30, 60, 90" e 180', respectivamente. "*" acima das barras
de desvio mostra a significancia estatistica a P <0,05 (ANOVA) dos trés experimentos
independentes em relacdo ao controle escuro.

A liberacdo de MMP1 e TNF-a por macréfagos se correlaciona com o

aumento da proteina MAPK®*2

[209] que sdo componentes da via de
MAPK/ERK encontrados em células tumorais. Quando ocorre oxidacdo ou
mutacdo em proteinas supressoras de tumores, mecanismos das vias de
fosforilagdo ou desfosforilagdo sdo ativados por um processo de “on” ou “off”
para evitar ativacdo de vias de desenvolvimento de céancer. Drogas que

revertem ou interrompem a fosforilagdo “on" ou "off" estdo sendo investigadas
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como tratamentos de cancer [210]. Em muitos melanomas, por exemplo, um
defeito na via de MAP/ERK leva ao crescimento descontrolado. Muitos
compostos podem inibir passos na via da MAP/ERK, e, portanto, sdo potenciais
farmacos para o tratamento de cancer [211-213]. MMPs, tais como a MMP9
podem estar envolvidos no desenvolvimento de varias malignidades humanas,
tal como a degradacdo de colageno tipo IV em membrana basal e da matriz
extracelular que facilita a progressao tumoral, incluindo a invasao e metastase,
[214].

A sinalizacao de fosforilagdo “on” e “off” dos fatores proteicos mutados
responsaveis pelo controle do ciclo celular se destaca como meio de se evitar a
tumorigénese. E isso se d4, provavelmente, através de processos biologicos
orquestrados pela liberacdo de citocinas pré-inflamatérias e pela ativacao de

mecanismos de morte celular programada.
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5 CONCLUSOES

GERAL: Ha diversos fotossensibilizadores naturais (flavinas, melanina,
lipofuscina), que atuam na regido UV-A e visivel do espectro de radiacao solar,
causando diversos efeitos deletérios. Aqui, foi mostrado pela primeira vez que
a fotossensibilizagdo da melanina pela luz visivel causa danos em células de
melanoma e melandcitos da pele. Foi demonstrado também de forma inédita
que lipofuscina gerada pela luz UV-A age como um fotossensibilizador na luz
visivel e causa danos em células HaCaT. Esses efeitos causados pela luz
visivel deve ser levado em conta por profissionais da area de saude bem como

pela populacédo em geral ao se expor a luz solar.
ESPECIFICAS:

v' Embora ja se sabia que a melanina é fotoativa, foi observado pela
primeira vez a emissdo de 'O, proveniente da excitacdo da melanina
por luz visivel. A geracdo de 'O, com maior eficiéncia esta relacionada
com abertura da sua estrutura e a exposicdo dos seus residuos
fotoativos.

v' Melanina localizada dentro da estrutura do cabelo humano gera e
suprime 'O, sob excitacdo visivel, sendo que a Feomelanina gera 'O,
com mais eficiéncia que a Eumelanina; o que € uma forte evidéncia de
que a eumelanina é a principal espécie de supressado de 'O, por suprimir
0, com eficiénica cinco vezes maior em cabelos pretos.

v Os dados obtidos das melaninas M* e UM" indicaram que a exposi¢io
dos cromoéforos em uma localizacdo subcelular ainda ndo conhecida
pode esclarecer mais detalhes sobre 0s mecanismos que causam
apoptose, necrose secundaria e quebra o DNA gendmico em células
que sintetizaram melaninas M* e ndo em melanina UM™ apds excitagéo

com luz visivel. Dessa forma houve um grande avan¢o no conhecimento
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norteado pelo fato da melanina UM" promover pigmentagdo saudavel
atendendo a necessidade de um fotoprotetor contra luz visivel.

E interessante observar que nas doses UV-A maiores que 12J/cm?
ocorreu mais morte em macrofagos J774 do que em queratindcitos
HaCaT. Isso mostra que diferentes tipos celulares podem ativar
mecanismos de sinalizagao distintos, mesmo com a mesma quantidade
de energia de excitacdo conforme observado pela liberacédo de IL18, IL6,
TNF-a, enzima MMP1 e inducéo de morte (MTT, NR e CVS).

O aumento de lipofuscina no autofagolisossomo das células HaCaT
estimuladas por luz UV-A nos fez mostrar pela primeira vez que a
lipofuscina gerada pela luz UV-A atua como fotossensibilizador
enddgeno quando é fotoexcitada pela luz visivel, causando dano no
DNA e comprometendo a sobrevida das células HaCaT.

Mostrou-se pela primeira vez um processo fotoquimico senérgico entre
luz UV-A e visivel causado pela fotossensibilizacdo natural, sendo muito

relevante para a novas estratégias de fotoprotecéo da pele.
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