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RESUMO

ANCELY F.S. Estudo das vias de sinalizacao mediadoras dos efeitos
citotoxicos da terapia fotodinamica em células de tumores
mamarios humanos. 2016. 144p. Tese de doutorado — Programa de Pés-
Graduacao em Ciéncias Bioldgicas (Bioquimica). Instituto de Quimica,

Universidade de Sao Paulo.

O cancer de mama apresenta-se como um dos maiores problemas de
salde publica no mundo por ser, entre as mulheres, o primeiro em
incidéncia e o segundo em nimero de dbitos. Este tipo de cadncer apresenta
alto grau de recorréncia devido a falha no tratamento do tumor primario e
o aparecimento de metastases da doenca é a principal causa de
mortalidade. As estratégias de tratamento nesse estagio nao sao especificas
e comprometem a qualidade de vida das pacientes. A terapia fotodinamica
(PDT) aparece como uma alternativa terapéutica promissora. No entanto, a
eficacia da PDT para o tratamento de tumores da mama, bem como os
mecanismos que conduzem a morte celular permanecem obscuros. Para
este propodsito, neste estudo, nos propusemos a investigar mais
profundamente os mecanismos moleculares envolvidos na morte celular
induzida MB-PDT.

Observou-se que a MB-PDT induz massiva morte celular em células
tumorais preferencialmente. As células ndo-tumorigénicas foram

significativamente mais resistentes a terapia em comparacdo com as células



malignas. Analises morfoldgicas e bioquimicas das células em processo de
morte apontou para mecanismos alternativos a apoptose classica. A
autofagia induzida por MB-PDT resultou em citoprotecdao ou citotoxicidade,
dependendo do modelo de célula utilizado. No entanto, o comprometimento
de uma destas vias nao impediu o destino fatal das células tratadas com
MB-PDT. Ao analisar os mecanismos de necrose regulada, observamos que
a necroptose desempenhou um papel importante na morte celular induzida
por MB-PDT. Adicionalmente, nossos resultados mostraram uma localizagao
preferencial do MB nos lisossomos, 0 que nos levou a analisar o
comprometimento destas organelas. Nés demonstramos por meio da
atividade de catepsinas no citosol das células tratadas com MB-PDT,
evidéncias de que a permeabilizacdo da membrana lisossomal é outro
mecanismo de necrose regulada responsavel pelos efeitos citotéxicos da
MB-PDT.

Além de resisténcia a morte celular, as células tumorais também
desenvolvem mecanismos de evasao do sistema imune. Neste estudo,
também demonstramos que a MB-PDT tem o potencial de aumentar o
numero de células de linfécitos T CD4*. Por fim, também mostramos a
eficacia da terapia em induzir morte celular seletiva as células tumorais em
um modelo que recapitula a morfologia do epitélio glandular.

Em resumo, demonstramos que varios mecanismos de morte celular
sao ativados por MB-PDT, uma vez que o comprometimento de uma via de
morte celular ndo impediu o destino fatal das células tratadas com MB-PDT.

No geral, os resultados obtidos nesta tese apontam a MB-PDT como uma



terapia alternativa e eficaz para o tratamento do cancer de mama, exibindo
uma acao de amplo espectro em células com diferentes mecanismos de
resisténcia a vias de morte celular classica, uma propriedade fundamental
para uma terapia contra o cancer.

Finalmente, as nossas observacdoes destacam o potencial de MB-PDT
como uma estratégia altamente eficaz para tratar o cdncer de mama com

seguranca e possivelmente outros tipos de tumores.

Palavras-chave: cidncer de mama, terapia fotodinamica, azul de

metileno



ABSTRACT

ANCELY F.S. Unvealing the signaling pathways involved in the
cytotoxic effects of photodynamic therapy in human breast cancer
cells. 2016. 144p. PhD Thesis - Graduate Program in Biochemistry.

Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo.

Breast cancer is the main cause of mortality among women presenting
high recurrence due to primary treatment failure. Photodynamic therapy
(PDT) appears as a promising therapeutic alternative. However, the efficacy
of PDT to treat breast tumors as well as the mechanisms that lead to
tumorigenic cell death remain unclear. For this purpose, in this study, we
set out to deeper investigate the molecular mechanisms involved in MB-

PDT induced cell death.

We observed that MB-PDT differentially induces massive cell death of
tumor cells. Non-malignant cells were significantly more resistant to the
therapy compared to malignant cells. Morphological and biochemical
analysis of dying cells pointed to alternative mechanisms rather than
classical apoptosis. MB-PDT-induced autophagy resulted in either
cytoprotection or cytotoxicity depending on the cell model used. However,
impairment of one of these pathways did not prevent the fatal destination
of MB-PDT treated cells. When analyzing regulated necrosis mechanisms,
we observed that necroptosis played an important role in MB-PDT-induced

cell death. Additionaly, our results have shown preferential lysosomal MB



localization. Furthermore, we have also presented evidences that the
lysosome membrane permeabilization is another regulated necrosis
mechanism responsible for MB-PDT cytotoxic effects. It is known that in
addition to resistance to tumor cell killing therapies, malignant cells develop
molecular mechanisms in order to evade the immune system. In this study,
we have also been able to show that the MB-PDT has the potential to
increase the number of T lymphocytes CD4*. Additionally, when using a
physiological 3D culture model that recapitulates relevant features of
normal and tumor breast tissue morphology, we found that MB-PDT
differential action in killing tumor cell was even higher than what was
detected in 2D cultures.

In summary, we demonstrated that different cell death mechanisms
are being activated upon MB-PDT induction, since impairment of only one
cell death pathway did not prevent the fatal destination of MB-PDT treated
cells. Overall, our observations point MB-PDT as an alternative and effective
therapy for breast cancer treatment, displaying a broad-spectrum action on
tumors with different resistance mechanisms to classic cell death pathways,
a desired property for improving an anticancer therapy.

Finally, our observations underscore the potential of MB-PDT as a
highly efficient strategy to safely treat breast cancer and possibly other

types of tumors.

Keywords: Breast cancer, photodynamic therapy, methylene blue
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Introducgao

1.1. Cancer

Cancer é o nome dado a um conjunto de doengas que envolve uma
dinamica de modificacbes no genoma de uma célula, levando a um
crescimento desordenado. Dividindo-se rapidamente, estas células tendem
a ser muito agressivas e incontrolaveis, determinando a formacdo de
tumores malignos, que podem espalhar-se para outras regides do corpo.
Se a propagacao nao for controlada pode resultar em faléncia do 6rgdo e
consequentemente a morte do paciente. (GREAVES; MALEY, 2012). O
cancer é causado por fatores externos, tais como o tabagismo, organismos
infecciosos e dietas pouco saudaveis, e os fatores internos, tais como
mutacdes genéticas herdadas, alteragdes hormonais e condicdes imunes.
Esses fatores podem agir em conjunto ou em sequéncia para causar o
cancer. Os tratamentos incluem a cirurgia, radiacdo, quimioterapia, terapia
hormonal, terapia imune e terapia-alvo (medicamentos que,
especificamente interferem com o crescimento das células tumorais)
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2015).

Os tumores, uma vez estabelecidos, representam mais do que
massas insulares de proliferacdo de células, eles sao tecidos complexos
constituidos por varios tipos de células diferentes que participam em
interacd0es heterotipicas umas com a outras. Essa complexidade gera
desafios consideraveis para a descricao da biologia do cancer e seu
tratamento, inspirando estudos nos contextos celular, molecular e

fisioldgico (MASOUDI-NEJAD; ASGARI, 2015).
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Para o desenvolvimento do cancer sao necessarios um conjunto de
modificacdes moleculares e bioquimicas nas células normais que se
resumem a uma instabilidade gendmica que afetam os circuitos que regem
a proliferacao celular normal, com consequéncias na homeostase tecidual
como um todo (BOZIC et al., 2010). Nos diferentes tipos de tumores essas
caracteristicas foram identificadas e classificadas como uma manifestagao
de oito alteragdes essenciais na fisiologia da célula que, em conjunto ditam
o crescimento maligno. Tais caracteristicas compreendem: a
autossuficiéncia em sinais de crescimento, a insensibilidade a inibidores de
crescimento, a evasao da morte celular programada (apoptose), o potencial
replicativo ilimitado, a inducao de angiogénese, capacidade de invasao de
tecidos e metdastases, reprogramacao do metabolismo energético e evasao
da destruicao pelo sistema imune. Estas oito marcas que distinguem células
tumorais das normais tornam-se possiveis por duas caracteristicas finais
gue permitem que as alteragdes necessarias para a transformacdo maligna,
gue sdo a instabilidade gen6mica e o quadro de inflamacdo crénica (Figura
1) (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Os desafios para combater o céancer
residem, portanto nessas propriedades intrinsecas ao tumor (KREUZALER;

WATSON, 2012).
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Figura 1: Resumo das caracteristicas adquiridas pelas células tumorais. Embora por
diferentes mecanismos, os diferentes tipos de cancer apresentam o mesmo conjunto de
capacidades funcionais durante o seu desenvolvimento. Adaptado de HANAHAN & WEINBERG,
2011.

1.1.1. Céncer de mama

O cancer de mama, depois do de pele ndo melanoma, é o tipo de
cancer mais comum entre as mulheres no mundo e no Brasil. Cerca
de 1,67 milhdes de casos novos dessa neoplasia foram esperados para o
ano de 2012 em todo o mundo, o que representa 25% de todos os tipos de
cancer diagnosticados nas mulheres. No Brasil, segundo dados do Instituto
Nacional do Cancer, esperavam-se 57.960 novos casos de cancer da mama
para o ano de 2016, com um risco estimado de mais de 56 casos a cada
100 mil mulheres. (INCA, 2016).

Esta é uma doenca multifatorial e existe suficiente informacdo
epidemioldgica que sustenta a associacao de varios fatores com o risco de

seu desenvolvimento. A idade, assim como em varios outros tipos de
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cancer, € um dos principais fatores que aumentam o risco de se desenvolver
o cancer de mama. As taxas de incidéncia aumentam rapidamente até os
50 anos e, posteriormente, esse aumento ocorre de forma mais lenta.
Contudo, outros fatores de risco ja estdo bem estabelecidos, como, por
exemplo, os fatores genéticos, hormonais e aqueles relacionados a vida
reprodutiva da mulher (CANCER; ATLAS, 2012). Os fatores genéticos ou
hereditarios estdo relacionados a presenca de mutagdes em determinados
genes transmitidos, especialmente BRCA1 e BRCA2 (Breast cancer 1 e 2,
respectivamente). Mulheres com histdrico de casos de cancer em familiares
consanguineos, sobretudo em idade jovem, de céncer de ovario ou de
cancer de mama, podem ter predisposicdo genética e sdo consideradas de
risco elevado para a doencga. Além desses também sao considerados fatores
de risco, a o sedentarismo, obesidade, alcoolismo e fatores ambientais
como a exposicao a radiacao ionizante, particularmente durante a
puberdade, segundo mostram alguns estudos (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2015).

Além de ser o mais frequente, o cancer de mama é também a maior
causa de morte por cancer nas mulheres em todo o mundo, com cerca de
520 mil mortes estimadas por ano (INCA 2016). E a segunda causa de
morte por cancer nos paises desenvolvidos, atras somente do cancer de
pulmdo, e a maior causa de morte por cancer nos paises em
desenvolvimento. Os tumores de mama, quando diagnosticados e tratados
guando ainda permanecem confinados no tecido mamario, apresentam

elevadas taxas de cura, porém, apos sua extensdo e colonizacdo de sitios
25



Introducgao

secundarios as taxas de sobrevida decaem significativamente. Sendo assim,
o desenvolvimento de metastase apresenta-se como o principal fator
associado a morte de pacientes com esse tipo de tumor (AHMAD, 2013).

O tumor mamario mais detectado entre as mulheres é o carcinoma
originado do epitélio dos lébulos e ductos da glandula mamaria (DIMRI;
BAND; BAND, 2005) (Figura 2). Clinicamente, este tipo de cancer pode se
apresentar de trés formas distintas de carcinoma: carcinoma in situ, no qual
o tumor permanece confinado ao tecido mamario; carcinoma invasivo, no
qual as células tumorais podem atravessar os limites teciduais; e carcinoma
metastatico, no qual as células tumorais migram para drgaos distantes
(BACAC; STAMENKOVIC, 2008). A taxa de sobrevivéncia de 5 anos para o
tumor primario é de 99%. No entanto, cerca de um terco do total de
pacientes com cancer apresenta metdastases distantes, e a taxa de

sobrevida em 5 anos nestes casos diminui para 23% (MA et al., 2015).
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Figura 2: Estrutura da glandula mamaria. A glandula mamaria é composta por uma rede de
ductos e lobulos envoltos pelo estroma. As células das extremidades dos lobulos e ductos sdo a
origem da maioria dos tumores de mama. O estroma é composto de tecido adiposo (adipdcitos) e
fibroblastos. Sao também mostrados os dois tipos principais de células em condigdes normais nos
dutos: a mioepitelial e células luminais. Adaptado de DIMRI et al, 2005.

Os fatores preditivos e progndsticos moleculares tradicionais para os
estagios iniciais do cancer de mama incluem o padrao de receptores
hormonais e do fator de crescimento epidérmico humano 2 (HER2). Sendo
assim, o cancer de mama é tradicionalmente subdividido em: positivos para
receptores de hormonios estrégeno (ER) ou progesterona (PR), positivos
para HER2 e os triplo negativos (TNBC: Triple Negative Breast Cancer), que
nao expressam ER, PR ou HER2. Essas caracteristicas sao parte essencial
da avaliacdo diagndstica e orientacdo nas intervencdes terapéuticas
(RAKHA; ELLIS, 2011). Uma subdivisao levando em consideragao as
recentes classificacdes moleculares e os diferentes niveis de risco de

recorréncia estdo resumidos na Tabela 1 (ECKHARDT et al., 2012).
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Tabela 1: Identificacdo dos subtipos de cancer de mama e os diferentes
niveis de risco de metastase

Subtipo Classificacao Rlscq de_
recorréncia
Luminal A ER+/PR+/HER2-/baixa Baixo
proliferacao
Luminal B ER+/HER2-/alta proliferacao | Intermediario
ER+/HER2+
TNBC (tipo basal) ER-/PR-/HER2- Alto
HER2 ER-/PR-/HER2+ Alto
Claudin-low ER-/PR-/HER2- Alto
baixa expressao de
proteinas de juncdo
(claudinas e E-caderinas)
Tipo normal Baixo
Regulado por IFN Intermediario

(Adaptado de ECKHARDT et al, 2012)

1.1.2. O processo de metastase

A metastase € um processo complexo de multiplos passos que
consiste de uma série de interagdes dinamicas entre as células tumorais e
as células hospedeiras que permitem que as células tumorais sejam capazes
de deixar o local primario e estabelecer uma lesdo distante (ECKHARDT et
al., 2012). Um resumo do mecanismo estad apresentado na Figura 3. Uma
vez iniciado, o crescimento de um tumor é comparavel a uma ferida cronica
com perturbacdo da homeostase local, levando a acidose, hipdxia e
alteracdo da pressao sistémica dos tecidos. Em uma tentativa de
compensacao, 0 organismo ativa mecanismos de reparagao, incluindo
vascularizagao, favorecendo a neoplasia com o fornecimento de nutrientes,
remocdo de residuos e uma rota de fuga para as células propensas a

metastase (LIU; SEMENZA; ZHANG, 2015). Simultaneamente, inicia-se
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uma resposta inflamatdéria que mobiliza as células derivadas da medula
bssea e outros leucdcitos ao local primario. E entdo estabelecido um
microambiente reativo, criado artificialmente, no qual encontra-se uma
mistura de células e fatores como fatores de crescimento e citocinas, onde
sao depositadas proteinas da matriz extracelular (ECM) (MA et al., 2015).
O processo de inflamagdo neste ambiente tumoral ndo é bem resolvido, e
como consequéncia temos a estimulacdo continua de células
imunoreguladoras que amortecem a resposta imune antitumoral
(ECKHARDT et al., 2012).

A remodelacdao de proteinas da ECM dentro do espaco intersticial é
uma caracteristica de canceres altamente invasivos. A ativagdo de
proteases e enzimas oxidorredutases, entre outras, altera a topologia da
ECM e ajuda na invasdo de células tumorais através da liberacdo de
peptideos pro-migratérios. A ligagao desses peptideos a receptores de
adesdo de células tumorais ativa vias de sinalizacdao intracelular que
induzem a invasdao por meio do estroma, vasos linfaticos ou pela corrente
sanguinea (KOBLINSKI; AHRAM; SLOANE, 2000). Uma vez em circulagao,
a célula tumoral pode resistir ao estresse fisico causado pela perda de
aderéncia e pela turbuléncia vascular, formando agregados com plaquetas,
0 que também aumenta a sua sensibilidade a quimiocinas. Através da
combinacdao de obstrucdo fisica, contatos de adesdo e gradientes
guimioatraentes, os agregados do tumor sdo atraidos e ficam presos em

capilares do sitio secundario (MASON; JOYCE, 2011). A partir deste evento,

as células tumorais podem tanto crescer como uma metdastase intravascular
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(um tumor metastatico que se inicia na vasculatura dentro de um tecido
secundario) ou podem reativar a cascata proteolitica e os mecanismos de
migracgao para extravasar para o tecido secundario (ECKHARDT et al., 2012;
CHAN et al., 2015). Tem sido relatado que os subtipos principais de cancer
de mama tém diferentes habilidades para metastase em 6rgdos distantes.
Os pacientes com recidivas 6sseas apresentam com mais frequéncia os
subtipos luminal A ou B. O HER2 também pode gerar metastase no osso
através de processos que diferem dos subtipos luminais. Ja o subtipo triplo
negativo preferencialmente causa metastase no cérebro e nos pulmdes (MA
et al., 2015).

Essas células circulantes podem ainda adquirir um estado de
dorméncia e existir como células individuais, paradas nas fases GO ou G1
do ciclo celular, ou podem estar em divisao ativa, mas o tamanho da colonia
é limitado pela falta de angiogénese ou pela imunovigilancia. O cancer de
mama metastatico é dificil de tratar, porque, uma vez que as células
tumorais se tornam circulantes elas sao relativamente indetectaveis e
podem permanecer dormentes por muitos anos depois da remogao do

tumor primario (CHAN et al., 2015).
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Figura 3: O processo de metastase, descrevendo as fases e potenciais intervencoes
terapéuticas. Adaptado de ECKHARDT et al, 2012.
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1.2. Mecanismos de morte celular

A morte celular € um processo que é essencial nao s6 ao normal
desenvolvimento fisioldgico e homeostase do tecido, mas também como um
mecanismo de defesa contra diversas formas de doencas. Por isso, ndo é
surpreendente que os defeitos em vias de sinalizacao que medeiam a morte
celular possam resultar em doencgas hiperproliferativas, tais como o cancer.
A morte celular programada € um mecanismo de supressao de tumor que
é acionado em células normais, como um mecanismo de defesa para
remover células saudaveis danificadas (LONG; RYAN, 2012).

Durante o desenvolvimento do tumor ocorre uma sequéncia de
exposicdes a mecanismos de morte que acaba gerando um subconjunto de
células defeituosas que transportam aberracdes genéticas e desenvolvem
meios para inativar ou desacoplar vias de morte celular e evadir a sua
erradicacdo (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Da mesma forma, por acumulo
de desregulagodes epigenéticas, as células tumorais adquirem resisténcia a
quimioterapia e continuam a progredir de forma agressiva (BOZIC et al.,
2010). Como os problemas de mau progndstico e resisténcia sao
prevalentes entre pacientes com cancer, a necessidade de novas
estratégias para eliminar esse tipo de as células é fundamental. Para este
fim & preciso uma maior compreensao das principais vias e componentes
que controlam a morte celular. Um melhor entendimento da biologia da
morte celular no contexto do cancer ajudara a concepcgao de terapias que

possam ser mais eficazes (LONG; RYAN, 2012).
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Diferentes tipos de morte celular sdao definidos por critérios
morfoldgicos, tais como apoptose, necrose e autofagia. Adicionalmente a
morte celular pode ser definida baseando-se em critérios bioquimicos, que
consideram o envolvimento de diferentes proteases (como por exemplo
caspases e catepsinas) e nucleases. Também pode-se definir morte celular

como sendo de carater imunogénico ou ndao (GALLUZZI et al., 2012).

1.2.1. Apoptose

A apoptose é a mais conhecida forma de morte celular programada.
Caracteriza-se por um processo fisiolégico que envolve uma série de
perturbagdes na arquitetura da célula e contribui ndo somente para a morte
celular, mas também prepara as células para serem reconhecidas e
removidas por fagdcitos, prevenindo respostas imunes ndo desejadas
(VANDENABEELE et al., 2010). O processo de apoptose pode ser ativado
extrinsecamente, através de ligacao de moléculas indutoras em receptores
de morte extracelulares, ou intrinsecamente, pela liberacdo de proteinas
pro-apoptéticas da mitocdndria. E um mecanismo que envolve duas familias
de proteinas conservadas evolutivamente: a familia de proteinas B-cell
lymphoma 2 (BCL2), que regulam o processo; e a familia das caspases, que
sao as efetoras da apoptose. Sao conhecidas catorze caspases humanas,
sendo que seis participam da apoptose (caspases -3, -6, -7, -8, -9 e -10)

(DUPREZ et al., 2009).
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Uma célula morrendo por apoptose apresenta as seguintes
caracteristicas morfoldgicas: encolhimento celular, condensacao e
fragmentacao nuclear e finalmente formacao de bolhas de membrana,
separando os componentes celulares nos chamados corpos apoptoticos
(KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972). A apoptose ocorre através de dois
mecanismos classicos: a via intrinseca, em que o sinal para a morte surge
de dentro da célula e a via extrinseca, que envolve a ativacao de receptores
de morte na superficie celular. Ambos eventualmente convergem na
ativacao de caspases (Figura 4) (FULDA; DEBATIN, 2006; DUPREZ et al.,
2009; GALLUZZI et al., 2012).

A ligagdo em receptores de morte promove a formagao de trimeros
do receptor e agrupamento de dominios de morte citoplasmatico, que
recruta diferentes moléculas adaptadoras para formar o complexo de
sinalizacdao indutor de morte (DISC). A este complexo sao recrutados o
dominio de morte associado a FAS (FADD), pro-caspase-8 e moléculas
adicionais, tais como o dominio de morte associado a TNFR (TRADD) e o
fator associado TNFR-2 (TRAF2). A clivagem e ativacao de pré-caspase-8
transmite o sinal de morte por indugao da permeabilizacao da membrana
externa da mitocondria (MOMP) ou por uma cascata das caspases efetoras
3, -6 e/ou -7. A via apoptoética intrinseca pode ser desencadeada por varios
estimulos intracelulares, incluindo danos no DNA, falta de fatores de
crescimento e estresse oxidativo. Estes eventos irdao estimular a MOMP,
promovendo o extravasamento de proteinas mitocondriais que

desencadeiam a maquinaria da apoptose. A MOMP é um processo
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estritamente regulado, governada por interagdes complexas entre proteinas
pré e anti-apoptodticas, membros da familia BCL2. Os efetores pro-
apoptoticos contém dominios BH1-BH3, como BAX (BCL2-associated X
protein) e BAK (Bcl-2 homologous antagonist/killer), que executam
diretamente o processo de MOMP, ja os membros anti-apoptoticos, como

BCL2 e BCL-XL (Bcl-2-associated X protein), se ligam e inibem BAK e BAX.
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Figura 4: Representacao esquematica da sinalizacao apoptotica extrinseca e intrinseca.
Pela estimulacdao de TNF inicia-se a via extrinseca da apoptose (1). O complexo I é formado,
resultando na ativagdo de NF-kB e subsequente transcricdo de genes anti-apoptdticos. Apods
endocitose de TNFR1, forma-se o complexo II, para o qual a caspase-8 é recrutada e ativada. A
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celular. A via intrinseca da apoptose (2) é ativada por sinais de estresse intracelulares. A ativagao
de BAX e BAK induz a liberagdo de varios mediadores de apoptose mitocondrial, dentre eles o
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1.2.2. Necrose

Outros mecanismos de morte independente de caspases estdao sendo
cada vez mais observados sob diferentes circunstancias, como as mortes
celulares por necroptose e autofagia. A necrose é um tipo de morte na qual
as células sofrem aumento de volume, agregacdao da cromatina,
desorganizagao do citoplasma, perda da integridade da membrana
plasmatica e consequente ruptura celular, causando danos as células
vizinhas e disparando uma reacdo inflamatéria (FESTJENS; VANDEN
BERGHE; VANDENABEELE, 2006).

Embora o fator de necrose tumoral (TNF) seja responsavel pela
indugcdao de morte por necrose, este mecanismo tem sido estudado desde o
final dos anos 1980 e um interesse sobre 0 mecanismo de necrose regulada
surgiu com a descoberta dos receptores do tipo serina/treonina cinases
(RIPK1 e RIPK3) (HITOMI et al., 2008; ZHANG et al., 2009). Desde entao,
uma variedade de efetores da necroptose foram identificados. Esta
revelagdao molecular de que a necrose pode ser um mecanismo regulado,
levou ao termo necroptose, ao referir-se a necrose regulada que é
dependente da atividade de RIPK1 e / ou RIPK3. O inibidor Necrostatina 1
(Nec-1) foi identificado como um potente inibidor de necroptose devido a
sua capacidade para bloquear a atividade de cinase de RIPK1
(VANDENABEELE et al., 2010).

A inducao da necroptose pode ser exemplificada pela via de
sinalizacdo de TNF. Apds a estimulacdo de TNFR1 (receptor de TNF 1) pelo

TNF, um complexo é formado contendo RIPK1 e TRADD, o que é
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fundamental para a ativacao de NF-kB (fator nuclear kB) e regulacao
positiva de genes anti-apoptoticos (TING; PIMENTEL-MUIFFIOS, 1996).
Porém pode ocorrer o recrutamento de deubiquitinases que removem a
cadeia de poliubiquitinas de RIPK1, resultando na dissociacao de RIPK1 de
TNFR1 e formacao de um complexo (complexo I) (BERTRAND et al., 2008).
TNFR1 é entdo internalizado, levando a uma mudanga na composicao
molecular de seus ligantes para a formagao de um complexo citosélico
(DISC), melhor conhecido como complexo II, ao qual sao recrutadas a
caspase-8 e RIPK3. Neste ponto, o consequente estado de ativagao da
caspase-8 ou das cinases RIPK1 e RIPK3 vai determinar se ocorrera
apoptose ou necrose, respectivamente (Figura 5) (VANDENABEELE et al.,

2010) .
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Figura 5: Vias de sinalizagao a partir de TNFR1. (a) A ativacao de TNFR promove a formagdo
de um complexo associado a membrana (Complexo I). Neste ponto ocorre o recrutamento de
ligantes como TRADD, TRAF, RIPK1 (RIP1) e de inibidores da apoptose (cIAPs), que podem
promover a deubiquitinacdo de RIPK1. Este complexo pode levar a ativacdo de NFkB e estimular
vias de sobrevivéncia. A deubiquitinacdo de RIPK1 promove a dissociacdo desta e formagdo do
complexo citosdlico II, ao qual podem ser recrutados FADD, RIPK3 e caspase-8. (b) Uma vez
ativada, a caspase-8 inativa as cinases RIPK culminando em apoptose. (c) Se caspase-8 encontra-
se inibida, ocorre a autofosforilagdo de RIPK1 e RIPK3 e ativagdo do mecanismo independente de
caspases. Adaptado de VANDENABEELE et al, 2010.

Com a caspase 8 inibida RIPK1 e RIPK3 associados se autofosforilam,
e agregadam-se em complexos formando microfilamentos, que sao
chamados de necrossomos (GREEN et al., 2011). A fosforilacdao de RIPK3 é
essencial para recrutar a proteina MLKL (mixed lineage kinase domain-like).

MLKL é subsequentemente fosforilada por RIPK3. Isto resulta em ativacao
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de JNK, produgao de ROS e a inducao de necroptose (Figura 6) (BERGHE;

LINKERMANN; JOUAN-LANHOUET, 2014).
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Figura 6: Mecanismo de necroptose. Varios estimulos podem ativar a necroptose: ligagdo a
receptores como TNFR, CD95L (também conhecido como FASL), TRAIL (TNF-related apoptosis-
inducing ligant), TWEAK (TNF-related weak inducer of apoptosis), estresse genotdxico,
estimulacgdo policlonal de TCR (receptor de células T), ativagdo mediada por virus de e farmacos
anti-cancerigenos. Apds estimulagdo de TNFR1, TRADD, RIPK1, os inibidores de apoptose (cIAP1
e cIAP2), que deubiquitinam RIPK1 e, estando a caspase-8 inibida, tem inicio a autofosforilacao
de RIPK1 e RIPK3 e recrutamento e fosforilagdo de MLKL. Necrostatina 1 (NEC1) inibe a atividade
de cinase de RIPK1 e a necrossulfonamida (NSA) inibe MLKL. Adaptado de BERGHE et al, 2014.

O painel de morte celular regulada nao-apoptotica tem se expandido.
Além da necroptose, para a qual ja sdo melhor descritos os mecanismos,
temos também outros eventos como a morte por permeabilizacdo da
membrana do lisossomo (LMP), partanatos, a oxitose, ferroptose, etose,
netose, pironecrose e piroptose. Para todos esses ja foi caracterizado pelo

menos um aspecto particular no processo de morte celular. No que diz
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respeito as caracteristicas morfoldgicas da necrose, multiplas formas
podem compartilhar as mesmas caracteristicas, sendo necessario o exame
das vias de sinalizagao subjacentes comuns ou distintas para melhor
descrever o tipo de morte que estd sendo desencadeado (BERGHE;

LINKERMANN; JOUAN-LANHOUET, 2014).

1.2.3. Autofagia

A autofagia € um processo adaptativo conservado evolutivamente e
que permite aos eucariotos degradar e reciclar componentes celulares.
Apesar de niveis basais de autofagia contribuirem para a homeostase
intracelular, esse processo tem sido apontado também como sendo um
mecanismo de morte celular (DUPREZ et al., 2009). Esta via é altamente
regulada e fundamental para a manutencao da homeostase tecidual e
proliferacdo celular, onde ajuda a manter o balanco favoravel da relacao de
sintese, degradacdo e reciclagem de componentes celulares. Porém, além
do papel fisioldgico, é sugerido que a desregulacdo da maquinaria
autofagica é responsavel por uma variedade de doencas, principalmente as
relacionadas com o aumento de estresse celular, incluindo o cancer (LONG;
RYAN, 2012). A manifestacao de caracteristicas da autofagia em células em
processo de morte, como o aumento de vesiculas acidas e caracteristicas
distintas da apoptose, levaram os cientistas a sugerirem um papel de
promogao da morte por esta via e este papel tem sido tema de debates

(DUPREZ et al., 2009; LIU; LEVINE, 2014).
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A sinalizacdo classica da autofagia envolve a inativacao da proteina
cinase mTOR (mammalian target of rapamycin) e pode ser ativada por
privacao de nutrientes (Figura 7). A via é regulada por um subconjunto de
genes chamados genes relacionados com a autofagia (Atg). A inibicao de
mMTOR permite a formacao do complexo ULK-ATG13-FIP200, iniciando a
autofagia pela formacao de uma vesicula isolada com uma dupla
membrana, denominado de autofagossomo (LAPLANTE; SABATINI, 2012).
A nucleagao dessas vesiculas é realizada pela formacao do complexo da
fosfatidilinositol cinase-3 de classe III (PI3KC3), no qual a proteina beclina-
1 (BECN1), também conhecida como ATG6, serve de arcabougo para o
recrutamento de outros membros (KONDO et al., 2005). No processo de
elongacdo, outras proteinas ATG sdo recrutadas e é formado o complexo
ATG12-ATG5-ATG16. Varias proteinas envolvidas na montagem dos
autofagossomos tém sido identificadas e caracterizadas funcionalmente
(MIZUSHIMA et al., 2003). Durante a formagao do autofagossomos, uma
proteina citoplasmatica, a LC3 (Microtubule-associated protein 1A/1B-light
chain 3, ou ATGS8 [proteina relacionada com autofagia 8]), denominada
LC3-I neste contexto, sofre clivagem e lipidagao, resultando na formacao
de uma LC3 associada a uma molélula de fosfoetanolamina (PE), sendo
entdo denominada como LC3-II (TANIDA; UENO; KOMINAMI, 2008). A
acumulacdo de LC3-II nos autofagossomos é utilizado como marcador do
processo de autofagia. Em alguns casos, os componentes celulares
danificados sdao entregues aos autofagossomos por proteinas adaptadoras

especificas que interagem com LC3-II, tais como a p62 (KOMATSU;
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KAGEYAMA; ICHIMURA, 2012). Posteriormente os autofagossomos se
fundem aos lisossomos, formando autolisossomos, onde os conteldos sao

degradados por hidrolases lisossomais (catepsinas) (LONG; RYAN, 2012).
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Figura 7: Representacdao esquematica do mecanismo de autofagia. Na presenca de
nutrientes e fatores de crescimento (1) mTOR é ativado, o que leva a inibicdo da autofagia. Diante
da privagdo de nutriente ou fator de crescimento (2), ou o tratamento com rapamicina, mTOR é
inibido e ativa-se a formacdao do complexo ULK-Atg13-FIP200, o que induz a formagao do
autofagossomo. O primeiro passo é a nucleagdo da vesicula, o que exige a montagem do complexo
PI3KC3. A geracdo subsequente de PI3P leva ao recrutamento de outras proteinas ATG e
alongamento membrana da vesicula. Durante este processo, um complexo Atgl2-Atg5-Atgl6 é
formado e LC3 é conjugada a PE (LC3-II). Bcl-2 é capaz de inibir a autofagia através da ligagao
direta na beclina-1. Adaptado de DUPREZ et al, 2009.
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1.3. Tratamentos para o cancer de mama

Para o tratamento do cdncer de mama existem varios procedimentos
médicos como cirurgia, quimioterapia, terapia hormonal e radioterapia, ou
uma combinacao desses. As estratégias sao direcionadas para diferentes
fases do crescimento e progressao do tumor. Os tratamentos atuais sao
baseados na resseccao do tumor, para o controle local, e aplicagao de
quimioterapia sistémica, terapia endodcrina ou terapias direcionadas
(dependendo da presenca de ER, PR ou HER2), tais como o Herceptin, que
€ um anticorpo contra o receptor HER2, e a radiagdao, como terapia paliativa
(MA et al., 2015). As terapias de largo espectro de agao (por exemplo,
guimioterapia) sao projetados para evitar que o tumor retorne, matando de
forma ativa as células em divisdo, e sao a Unica opgao de tratamento
sistémico atualmente disponivel para o subtipo triplo negativo (ECKHARDT
et al., 2012).

Os compostos que tém como alvo ER e HER2 estdo entre as terapias
mais bem-sucedidas (RAKHA; ELLIS, 2011). Alvos potenciais para a
terapias direcionadas sao mostrados na Figura 3. Outras terapias estao em
desenvolvimento. Algumas como o bevacizumab (que se liga aos fatores de
crescimento endotelial vascular, VEGF) ja estao em uso clinico e outras
como o denosumab (Prolia / Xgeva; Amgen) (que se liga ao receptor do
ativador do ligante NF-kB) escontram-se nos primeiros ensaios clinicos. A
inibicao de poli (ADP-ribose) polimerase (PARP) tem demonstrado eficacia

em alguns pacientes com mutacdes em BRCA1l ou BRCA2. Contudo, em
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pacientes com cancer triplo-negativo que nao tém as mutacdes BRCA, a
eficacia de inibidores de PARP é questionavel (ECKHARDT et al., 2012).

Os estagios avancados de tumores de mama sdao amplamente
caracterizados por mecanismos de metastase e de resisténcia a drogas.
Metastases para 6rgaos como pulmdes, ossos, cérebro e figado, como é o
caso das células tumorais de mama, limitam severamente a possibilidade
de intervencgdo cirurgica e também nao apresentam terapias direcionadas.
A resisténcia é outro desafio que é clinicamente muito relevante. Muitos
pacientes de cancer de mama nao respondem a terapias direcionadas desde
o inicio do tratamento. Ja& outros pacientes, no entanto, respondem a
terapias especificas, tais como tamoxifeno e trastuzumab e mostram sinais
de melhora apenas inicialmente, passando com tempo para um estagio
refratario da doenca, apresentando a chamada resisténcia adquirida.
Quadros de metastases e de resisténcia aos medicamentos quase sempre
resultam em mau progndstico e levam a uma doenca progressivamente

agressiva (AHMAD, 2013).

1.4.Terapia Fotodinamica
A terapia fotodinamica (PDT - do inglés Photodynamic Therapy) é
um tratamento alternativo para lesbes ou tumores pré-malignos e
malignos. Ela é baseada na fotooxidacdo do material bioldgico que envolve
a administracdo de uma substancia, chamada de fotossensibilizador (Ps), e
sua subsequente ativacdo pela luz em comprimento de onda de maxima

absorcao de acordo com o composto Ps utilizado (CELLI et al., 2010;
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PANZARINI; INGUSCIO; DINI, 2011). A energia luminosa é absorvida pelo
Ps, levando-o a um estado singlete excitado de curta duragcao que pode
fazer a transicao para um estado triplete excitado, mas de longa duracao,
capaz de transferir esta energia para o oxigénio presente no tecido, gerando
espécies reativas de oxigénio (ROS), incluindo oxigénio singlete (102), e
radicais livres, em quantidade suficiente para promover a morte do tecido

(PLAETZER et al., 2009; AGOSTINIS et al., 2011) (Figura 8).
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Figura 8: Processos fotossensibilizacao ilustradas por um diagrama de Jablonski
modificado. A molécula de fotossensibilizador (Ps) exposta a luz absorve energia e passa de seu
estado fundamental (S,) para um estado singlete excitado (Si). Neste ponto a molécula em S
pode perder energia por fluorescéncia ou ser levada a um estado triplete excitado (T1). A partir
deste estado, a molécula pode perder energia por fosforescéncia ou desencadear reagdes
fotoquimicas do tipo I, formando radicais, ou reacoes do tipo II, transferindo energia diretamente
par o oxigénio molecular 30;, formando o oxigénio singlete 102, que é o principal agente citotdxico
da PDT. ns indica nanossegundos; ps, microssegundos; nm, nanémetros; (...) indica efeitos

oxidativo gerados a partir da molécula formada. Adaptado de AGOSTINIS et al, 2011.

O protocolo clinico do tratamento consiste na administracdo do Ps

por via tdpica, sistémica ou local e posterior irradiacdo do tecido ou lesao
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utilizando um sistema de iluminacdao compativel anatomicamente com o
local a ser tratado. O Ps ideal deve ser uma substancia sensivel a luz, mas
que por si s6 nao apresente citotoxicidade. Além disso, a molécula para ser
utilizada em PDT deve apresentar comprimento de onda maximo de
absorcdao compreendido dentro da faixa de luz visivel e em uma regiao
espectral com maior penetragao no tecido vivo, compreendida entre 600 e
800nm. Esta faixa € denominada de janela terapéutica da PDT e exclui a
interferéncia de cromoéforos endégenos do meio intracelular, mas ainda com
uma quantidade de energia necessaria para a geracao de espécies
citotdxicas a partir da ativacao do Ps (PLAETZER et al., 2009; CELLI et al.,
2010). A luz vermelha e infravermelha, compreendida entre 600 e 1200
nm, sao as que penetram mais nos tecidos, considerada a janela dptica do
tecido. Porém, foi demonstrado que s6 até 800 nm pode-se gerar 10,
porque acima deste comprimento de onda a energia é insuficiente para

iniciar as reacgoes fotoquimicas (Figura 9).
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Figura 9: Propagacdo da luz através dos tecidos e janela terapéutica da PDT. (a) A
propagacdo da luz através dos tecidos implica os processos de refleccédo e refragdo antes de ser
absorvidas e os comprimentos de onda do vermelho e infravermelho sdo os de maior penetragao
nos tecidos. (b) A janela éptica para PDT compreende a faixa entre 600 e 1200 nm, dentro da
janela de maior absorcdo dos tecidos, mas fora das faixas de absorgao dos croméforos enddgenos,
aqui citados a agua (H20), a oxihemoglobina (HbO3), a deoxihemoglobina (HbH,0) e a melanina.
A regido de maior eficiéncia fotodinamica esta indicado em vermelho: faixa ente 600 e 800 nm.
Adaptado de (PLAETZER et al., 2009; AGOSTINIS et al., 2011).

Muitos tipos diferentes de moléculas Ps tem sido sintetizadas e
testadas como possiveis agentes na PDT. Porém nao sdao muitos os Ps os
aprovados para uso clinico atualmente, sendo que também ndo existe
consenso entre diferentes paises devido a escassez de estudos
esclarecedores sobre os efeitos da PDT e a nao toxicidade a longo prazo,
tanto da terapia como do Ps utilizado. Na Tabela 2 temos uma visao geral
dos agentes utilizados como Ps em aplicagoes clinicas (AGOSTINIS et al.,

2011).
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Tabela 2: Fotossensibilizadores com aplicacio em testes clinicos

mundialmente

Composto Quimica Aprovacao | Aplicacoes em cancer

Photofrin Porfirina Sim Pulmao, esbfago, ducto
biliar, bexiga, cérebro,
ovario

Levulan (ALA) Porfirina Sim Pele, bexiga, cérebro,
esofago

Foscan (mTHPC) Clorina Sim Cabeca e pescoco,
pulmdo, cérebro, pele,
ducto biliar

Verteporfin Clorina Sim Oftalmico, pancreas,
pele

Photochlor Clorina Nao Cabeca e pescoco,

(Feoforbida) esOfago, pulmao

Laserphyrin Clorina Nao Figado, cabeca e
pescoco

Tookad Clorina Nao Préstata

Visudyne Porfirina Nao Pele

Silicon (Pc4) Fitalocianina Nao Pele, mama e pulmao

Adaptado de AGOSTINIS et al, 2011.

reconhecidos

O azul de metileno (MB - do inglés Methylene Blue) é um corante que

vem sendo utilizado por muitos anos. Ele € um composto aromatico

heterociclico, pertencente a classe dos fenotiazinicos (Figura 10). Ele

absorve luz com maximo de absorcdao em 664 nm em agua, na regiao do

visivel, dentro da janela terapéutica da PDT. Trabalhos na literatura ja

demonstraram boa eficiéncia fotodinamica do MB utilizado como Ps na PDT

(MB-PDT) em trabalhos com leishmaniose cutanea, sarcoma de Kaposi

associado a AIDS, melanoma e como agente antimicrobiano (TARDIVO et

al., 2006, 2014; SONG et al., 2011; WAGNER et al., 2012).
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Figura 10: Estrutura molecular do azul de metileno (MB).

Os efeitos antitumorais da PDT resultam da combinacdao de trés
diferentes mecanismos in vivo, a citotoxicidade para as células tumorais,
que leva a ativagao de mecanismos de morte celular causando a destruigao
do tumor e da microvasculatura e a uma possivel indugdo de resposta
inflamatoria local, levando a ativacdo do sistema imune do hospedeiro.
Porém, essas caracteristicas dependem do composto Ps utilizado e do tipo

de célula tratada (CELLI et al., 2010; SILVA et al., 2015).
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2. Objetivo

O objetivo deste trabalho foi estudar as vias de sinalizacao
mediadoras dos efeitos citotéxicos da terapia fotodinamica utilizando
azul de metileno como fotossensibilizador (MB-PDT) em células de

tumores mamarios humanos.

2.1. Metas especificas:

2.1.1. Avaliar o potencial citotoxico da MB-PDT em linhagens de células
derivadas de tumor de mama humano com diferentes propriedades

invasivas e em células normais derivadas do tecido mamario humano;

2.1.2. Investigar o papel das diferentes vias de morte celular como

responsaveis do efeito da MB-PDT nas diferentes linhagens de células;

2.1.3. Analisar o potencial citotéxico da terapia em um modelo que

mimetiza as propriedades do ambiente tumoral in vivo utilizando cultivo

celular em trés dimensoes.
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3. Material e Métodos

3.1. Linhagens celulares e condicoes de cultura bidimensional

As linhagens de células MDA-MB-231, MFC-7 e MCF-10A foram
cultivadas a temperatura de 37°C em frascos plasticos descartaveis em
atmosfera com 5% CO. Os meios de cultura foram suplementados com 100
mg/mL de ampicilina e estreptomicina e com complementos especificos
(MDA-MB-231: meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino
[SFB; Vitrocell Embriolife, Campinas, Brasil]; MCF-7: meio DME-F12
suplementado com 10% de SFB; MCF-10A: meio DME-F12 suplementado
com 5% de soro de cavalo, fator de crescimento epidermal [EGF] 20 ng/mL;
hidrocortisona 500 ng/mL, insulina 10 ug/mL e toxina colérica 100 ng/mL,
todos da Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Ao atingirem
aproximadamente 80% da densidade de saturagao as culturas celulares
foram destacadas com 0,025% de tripsina e 1mM de EDTA, lavadas,
suspendidas em meio fresco e subcultivadas e/ou plaqueadas para o
tratamento experimental. Quando necessario também foram feitos
estoques celulares em meio de cultura contendo 90% de soro fetal bovino
e 10% de DMSO (dimetilsulféxido) em reservatorio contendo nitrogénio
liquido. O cultivo das células em monocamada para o tratamento
experimental foi realizado plagueando-se 1x10% células por poco de uma
placa de 24 pocos (ensaios de viabilidade) ou 1x10° células por poco de
uma placa de 6 pocos (extracdo proteinas), em meio suplementado com

2,5% SFB e incubagao em atmosfera com 5% de CO; a 37°C.
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A linhagem celular epitelial MDA-MB-231 é originada de efusdo pleural
derivada de um sitio de metastase de uma paciente caucasiana de 51 anos
com adenocarcinoma de mama. Estas células ndo expressam receptores de
estrdogeno, progesterona e E-caderina, mas expressam receptores para EGF
e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e sao capazes de promover
adenocarcinoma de grau III em ratos imunossuprimidos (Product
Information Sheet for ATCC HTB-26™").

A linhagem celular MCF-7 é originada de efusao pleural derivada de
um sitio de metastase de uma paciente caucasiana de 69 anos com
adenocarcinoma de mama. Estas células expressam receptores de
estrogeno e progesterona, E-caderina, sao consideradas luminais, com
baixo grau de invasao em matrigel e tumorigénica em camundongos
imunossuprimidos (Product Information Sheet for ATCC HTB-22™; Sommer
et al, 1990).

A linhagem celular MCF-10A é originada de tecido de glandula
mamaria de uma paciente de 36 anos com fibrose cistica. Estas células tém
morfologia epitelial, apresentam caracteristicas de células do ducto luminal
e sao responsivas a insulina, glicocorticoides, enterotoxina colérica e
receptor de EGF. Elas também expressam marcadores especificos de tecido
mamario e ndao sao tumorigénicas em camundongos imunossuprimidos

(Produc tInformation Sheet for ATCC CRL-10317™; Soule et al, 1990).
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3.2. Preparo e quantificacao da solucdo de azul de metileno

O azul de metileno (MB; Synth, Diadema, Brasil) purificado, fornecido
pelo Professor Dr. Mauricio da Silva Baptista do Laboratério de Processos
Fotoinduzidos e Interfaces do Departamento de Bioquimica do Instituto de
Quimica da USP (IQ-USP), foi utilizado como Ps. Ele foi diluido em agua
purificada via sistema Milli-Q (Millipore, Billerica, MA, EUA) para uma
concentragdao de aproximadamente 8 mM. A solucgdo foi diluida em etanol e
o espectro de absorbancia obtido em espectrofluorimetro (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, Estados Unidos) na faixa de 450-700 nm. A
quantificacdo mais precisa do Ps na solucdo foi obtida, pela média de trés
medidas independentes, com a relagao:

A=cMe
em que: A= absorbancia em 655 nm; ¢ = caminho 6ptico (cm); M=
concentragao (M); € = coeficiente de extincao molar do MB em etanol

(85000 ptcm ).

3.3. Fotossensibilizacdo e irradiacdo

Apds 96 horas de plaqueamento as células foram submetidas a
incubacdo com o Ps. O meio das células foi substituido por um meio fresco
(RPMI ou DME-F12 com 2,5% SFB) contendo o Ps na concentracao final
desejada (0,2, 2 ou 20 pM). As células foram incubadas durante 2 horas a
37°C com o MB e posteriormente irradiadas a uma altura de 10 cm das
placas com um laser vermelho (A=640 nm), por 6 ou 16 minutos

contabilizando 1,5 J/cm? ou 4,5 J/cm? de energia respectivamente. Em
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todos os casos, foram usados como controles de citotoxicidade do composto
e de fototoxicidade da irradiacdo as condicbes de cultura em auséncia do
fotossensibilizador ou de irradiacao. Os resultados foram analisados 1, 3 ou

24 horas ap06s irradiacao.

3.4. Tratamento com ativadores ou inibidores de autofagia, apoptose e

necroptose

A via de mTOR, inibidora da autofagia, foi inibida por rapamicina
(RAPA, Cell Signaling, Danvers, MA, EUA; #9904) na concentragao de 20
nM com incubacao por 24 horas antes do tratamento MB-PDT.

Os tratamentos seguintes foram realizados junto a incubagdo do azul
de metileno 2 horas antes da irradiacao e mantidos durante todo o tempo
de tratamento (1, 3 ou 24 horas).

A cloroquina (CQ) (C6628; Sigma) ou bafilomicina (Baf) (196000;
Calbiochem, La Jolla, CA, EUA), inibidores de fusao do autofagossomos com
lisossomo, foram utilizados como inibidor do processo autofagico nas
concentracoes de 5 uM e 50 nM, respectivamente.

O inibidor de fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K), LY294002 (LY) (1130;
Tocris, Ellisville, MO, EUA), e o inibidor de PI3K da classe III, 3-metiladenina
(3-MA) (189490; Calbiochem) foram utilizados como inibidores do processo
autofagico na concentracao de 50 uM e 5 mM, respectivamente.

O indutor de apoptose estaurosporina (S4400; Sigma) foi utilizado na

concentracao de 1uM por 16 horas.
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O inibidor de pan-caspases, Z-VAD-FMK (219007; Calbiochem) foi
utilizado na concentragao de 20 uM.

O inibidor de caspase-3, Caspase-3 Inhibitor VI (219012;
Calbiochem), foi utilizado na concentracao de 100 nM.

O inibidor de caspase-8, Caspase-8 Inhibitor I (218773; Calbiochem),
foi utilizado na concentragao de 10 uM ou 20 uM.

O inibidor de BAX, BAX Inhibitor (2160; Tocris), foi utilizado na
concentragao de 10 pM.

O inibidor de RIPK1, necrostatina-1 (N9037; Sigma), foi utilizado

como inibidor de necroptose na concentracao de 10 uM.

3.5. Silenciamento de ATG5

O SiRNA utilizado neste trabalho foi o Stealth siRNA (Invitrogen) para
ATGS5 (SiATG5), sequéncia: 5’GCUCUGCCUUGGAACAUCALt 3'. 5x103 células
foram plaqueadas por poco em placas de 24 pocos e transfectadas por 16
horas com 30 nM do SIATG5 ou siRNA de sequéncia aleatéria como controle
negativo (SiControle, AllStars Negative Control siRNA, Qiagen, Venlo,
Netherlands) com Lipofectamina RNAIMAX (Invitrogen, Paisley, Reino
Unido) diluidos em meio Opti-MEM, uma modificacdo do Eagle's Minimum
Essential Medium (MEM), tamponado com HEPES e bicarbonato de sddio, e
suplementado com hipoxantina, timidina, piruvato de sédio, L-glutamina,
oligo-elementos, e fatores de crescimento, ideal para uso durante
transfeccdo lipidica catidnica, conforme indicacbes do fabricante

(Invitrogen). Apds este periodo o meio de transfecgao foi trocado por meio
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regular para a recuperacao das células. Apds 24 horas foram realizados os

tratamentos desejados.

3.6. Viabilidade celular

Para determinacdo da faixa de concentracdao ndo tdoxica de azul de
metileno (MB) que leva a indugcao de morte celular somente apds irradiacdo,
analisamos os tratamentos MB-PDT, conforme o item 3.3. A porcentagem
de células mortas foi determinada pela relagao entre o niumero de células
total, determinado pela contagem dos nucleos corados com o fluordforo
Hoechst 33342 (HO; Sigma), e o numero de células mortas, determinado
pelo numero de nucleos corados por Iodeto de Propideo (PI; Invitrogen).
Aliquotas de estoque desses compostos fluorescentes foram preparadas em
agua purificada via sistema Milli-Q na concentracao de 1 mg/ml. A partir
dessas solugdes concentradas foi preparada solucao de uso, em meio de
cultura, na concentracgao final de 5 pg/ml para cada fluoréforo. O meio de
cultura das células foi entdao removido e o mesmo volume de solucao
contendo os fluordforos foi adicionado as células por um periodo de 15
minutos a 37°C. Apos este tempo, as culturas em monocamada foram
visualizadas diretamente no microscépio de fluorescéncia invertido (TE 300,
Nikon, Tokyo, Japao), com aumento de 200x, e avaliadas segundo: o
numero de células total, determinado pela contagem dos nucleos corados
com HO; e o numero de células mortas, determinado pelo niumero de

nucleos corados por PI. A fluorescéncia das células marcadas foi detectada
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utilizando-se filtros de 364/461 nm e 545/630 nm para excitacao/emissao
do HO e do PI, respectivamente.

Para cada condicdo (concentracdo de MB e tempo pds irradiacdo)
foram realizados pelo menos 3 experimentos independentes, sendo
analisadas no minimo 500 células em cada experimento independente. Os
graficos e as analises estatisticas foram gerados no programa GraphPad

Prism 5 e representam a média dos valores obtidos + erro padrao (SEM).

3.7. Western Blotting

Para obtencao do extrato proteico total, as culturas foram lavadas
com PBSA gelado e, mantendo-se no gelo, adicionou-se tampao de lise (10
mM HEPES; 1% SDS; 1,5 mM MgCl,.6H;0; 10 mM KCI; 1 mM dithiothreitol
[DTT]; 0,1% NP-40) contendo inibidor de protease (GE Healthcare, Little
Chalfont, Reino Unido) e inibidor de fosfatase (Cocktail II; Sigma). Apods
incubacao de 20 minutos, sob agitacao, o extrato foi coletado por raspagem
da monocamada com policial. Ao final do processo foi adicionado tampao
de amostra (60 mM Tris-HCI [pH 6,8]; 10% SDS; 50% glicerol; 0,5% azul
de bromofenol; 2,5% 2-mercaptoetanol) e o extrato foi aquecido (99°C)
por 10 minutos, sendo posteriormente armazenado em freezer (-20°C).
Quantidades iguais em volume, deste extrato proteico, foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 16%, para a
guantificacdo dos niveis de expressao das proteinas BCL2, BAX, LC3-I e

LC3-II ou RIPK1.
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As proteinas foram transferidas para membranas de Fluoreto
Polivinilideno (PVDF), por transferéncia Umida, em tampao de transferéncia
(0,3% Tris; 1,44% Glicina, 0,1% SDS; 20% metanol) a 4°C, 300 mA por 2
horas. As membranas foram entdao bloqueadas incubando-as em uma
solucao de blogueio contendo Superblock (Thermo Fisher Scientific, San
Jose, CA, EUA) e albumina bovina sérica (BSA) 5% 1:1, a 4°C por 18 horas.

Apds o blogueio, as membranas foram incubadas com os anticorpos
primarios: policlonal de coelho anti-BAX (2772; Cell Signaling), policlonal
de coelho anti-BCL2 (2876; Cell Signaling), policlonal de coelho anti-LC3
(L8918; Sigma), monoclonal de coelho anti-p62 (7695; Cell Signaling) ou
monoclonal de camundongo anti-RIPK1 (610458; BD Biosciences, San Jose,
CA, EUA). Apds este periodo de incubagao, as membranas foram lavadas 3
vezes de 10 minutos cada com uma solucao de lavagem (PBSA contendo
0,1% de Tween 20) e entdao incubadas com anticorpo secundario
apropriado, conjugado a peroxidase (Vector Laboratories, Burlingame, CA,
EUA). Em seguida, as membranas foram lavadas 2 vezes de 10 minutos
cada com solucao de lavagem e 1 vez de 10 minutos com PBSA e reveladas
com sistema quimioluminescente (Immobilon, Millipore). Como controle, as
membranas foram incubadas com anticorpo monoclonal de camundongo
anti-a-tubulina Clone B-5-1-2 (T5168; Sigma). Apds a revelacdo, a
intensidade das bandas obtidas foi analisada por densitometria quantitativa,
utilizando-se um scanner (HP 1500) e o software Image J (National Institute
of Health [NIH]). Para as proteinas p62 e RIP1 a expressdo diferencial foi

analisada dividindo-se os valores das densitometrias das bandas da
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proteina de interesse pelos valores obtidos para o controle enddgeno
(tubulina). No caso da quantificacdo de LC3, os valores das densitometrias
de LC3-II foram divididas pelos valores de LC3-I. No caso de BCL2 e BAX,
o valor de nivel proteico obtido foi expressado como a razao dos valores
obtidos para cada uma (BCL2:BAX), em ambos os casos o controle a-

tubulina foi usado como indicativo da quantidade de proteina aplicada no

gel.

3.8. Localizacéo intracelular do MB.

Utilizou-se microscopia confocal para caracterizar a localizagao
subcelular de MB. Para tanto, comparou-se a emissao resultante de uma
cultura de células vivas simultaneamente incubadas com o
fotossensibilizador e um marcador fluorescente padrao das organelas
nucleo e mitocondria ou lisossomo. MitoTracker Green (Invitrogen) foi
utilizado como um marcador mitocondrial, LysoTracker Green (Invitrogen)
como um marcador lisossomo, ambos utilizados na concentracao de 300
nM, e HO como um marcador para o nucleo da célula, na concentracao de
5 ng/ml. Imagens confocais foram obtidas no microscépio LSM-510 (Zeiss,
Gottingen, Germany), utilizando uma objetiva de imersdao em agua 1,2 N.A.
40x ou uma objetiva de imersdo em 6leo 63x. As configuracoes de laser e
filtro foram: para MB = 633 nm, Lyso/Mito = 488 nm e HO = 364 nm;
divisor de feixe = HFT UV / 488/543/633; filtros de emissdo para MB: 651-

704, Lyso/Mito

501-554 e HO = 435-485. As configuragcdes de imagem

foram: zoom = 1, dimensdes = 512x512 pixels, a imagem de profundidade
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= 16 bits, com uma média de sinal = 2 e espessura de corte éptico = 2 ym.
As imagens tiveram seu brilho e contraste ajustado para as figuras e foram

analisados com o software Image J.

3.9. Deteccdo de vesiculas acidas em células vivas.

A deteccao de vesiculas acidas foi realizada em cultura de células
vivas utilizando o marcador laranja de acridina (AO), que é uma base fraca
que pode se acumular em organelas acidas emitindo fluorescéncia vermelha
brilhante. A intensidade da fluorescéncia vermelha é proporcional ao grau
de acidez e/ou volume dos compartimentos acidicos celulares (PAGLIN et
al., 2001). A fim de detectar e quantificar a formagao de vesiculas acidas
durante o processo de autofagia, 2x104 células/cm?2 foram plaqueadas e em
seguida, submetidas ou ndao a MB-PDT. As células foram entdo lavadas com
PBS e coradas com AO (Sigma) a uma concentracao final de 5 pg/mL
durante 10 min a 37 ° C no escuro. Apds dois passos de lavagem com PBS,
as células vivas foram visualizadas utilizando um microscoépio invertido de
epifluorescéncia (Axiovert 200, Zeiss), equipado com uma objetiva C-
APOCHROMAT 40x/1.20 M27 (Zeiss). A fluorescéncia de vesiculas
marcadas com AO foi detectada utilizando o conjunto de filtros 09 (Zeiss)
gue proporciona uma passagem de banda de excitacao de 450-490 nm (BP)

com emissao de 515 nm (LP).
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3.10. Ensaio de atividade de caspases-8, -9 e -3

Para obtencdo do extrato proteico total, as culturas foram lavadas
com PBSA gelado e coletadas por raspagem da monocamada com um
policial em 1 mL de PBSA. As amostras foram centrifugadas a 4°C e 4000
X g por 5 minutos para obtencdo de um pellet de células. Adicionou-se entao
tampao de lise (10 mM HEPES; 50 mM NaCl; 2 mM EDTA; 5 mM DTT; 0,1%
3-[(3-cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-propanesulfonate [CHAPS]; 1
mM  protease inhibitor mix - GE Healthcare). O lisado celular foi
centrifugado a 4°C e 12.000 x g por 30 minutos. As concentragoes de
proteina foram determinadas nas fracdes de sobrenadante através do
ensaio colorimétrico de Bradford (BioRad, Hercules, CA, Estados Unidos).

A atividade de caspase foi quantificada através de um ensaio
fluorimétrico utilizando-se substratos especificos (BioVision Research
Products, Mountain View, CA, Estados Unidos). As reagoes foram iniciadas
a 37°C, incubando-se, de acordo com instrucdoes do fabricante, 50 ug de
proteina total com substratos especificos de cada caspase: Ac-IETD-AFC
(Acetil- L- isoleucil -L- threoninil- L- aspartil- 7- amino- 4-trifluorometil
coumarina) para caspase-8; Ac-LEHD-AFC (Acetil-L-leucil-L-glutamil-L-
treoninil-L-aspartil-7-amino-4-trifluorometil coumarina) para caspase-9; e
Ac-DEVD-AFC (Acetil - L — aspartil - L - isoleucil — L - valil — L - aspartil-
7-amino-4-trifluorometil coumarina) para caspase-3. A atividade de
protease foi avaliada em um comprimento de onda de excitagao de 400 nm

e um comprimento de onda de emissao de 505 nm, utilizando-se um
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espectrofluordmetro de placas de 96 pocos (Spectra MAX M2, Molecular

Devices).

3.11. Ensaio de atividade de catepsinas-B/L

Para obtencao do extrato proteico total, as células foram
lavadas com PBSA e removidas da placa com tripsina. A cultura foi
centrifugada 800 x g por 2 minutos para obtencdo de um pellet de células.
Este pellet foi lavado com PBSA, o sobrenadante foi removido e foi
adicionado 2 mL de PBSA. As amostras foram entao homogeneizadas com
agulha de insulina por 15 vezes e centrifugadas a 4°C e 700 x g por 10
minutos. O sobrenadante foi coletado e centrifugado a 4°C e 25000 x g por
2 horas para fracionamento de citosol e organelas. O sobrenadante (fragao
citosdlica) foi utilizado nos ensaios de cinética de catepsina-L com o
substrato Z-FR-MCA (1 mM) em tampao citrato-fosfato 100 mM e pH 6. Os
valores de atividade foram coletados em intervalos de 15 minutos durante
1 hora. A atividade de protease foi avaliada em um comprimento de onda
de excitacao de 380 nm e um comprimento de onda de emissao de 460 nm,
utilizando-se um espectrofluorémetro de placas de 96 pocos (Spectra MAX
M2). Os resultados estdao apresentados relativos a atividade de catepsina-L

citosodlica das células nao tratadas (considerado como 1).

3.12. Deteccdo da geracdo de oxigénio singlete intracelular

As medidas de oxigénio singlete foram realizadas no instrumento

FO00 Edimburgo, especialmente concebidos para esta finalidade
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(Edimburgo, Reino Unido), que consiste de uma fonte de luz Rainbow OPO
(Quantel Laser, Les Ulis, Franca) com pulsos de 2mJ], bombeados com laser
Brilliant Nd-YAG (Quantel Laser), equipado com um suporte para cubetas,
filtros de silicio, monocromador € um cooler resfriado com nitrogénio liquido
NIR PMT (R5509) da Hamamatsu (Hamamatsu Co., Bridgewater, NJ, EUA)
e um analisador multi-escala rapido de 5 ns/canal (MSA-300; Becker &
Hickl, Berlim, Alemanha). As células foram semeadas em placas de seis
pocos (4x10° células/poco) e apods 24 horas foram incubadas com MB
durante 2 horas. Apds este periodo de incubacdo, as células foram lavadas
em PBSA, removidas das placas utilizando uma solugao de tripsina,
centrifugadas e suspensas em solucao salina em D20 e diretamente
excitadas em 664 nm dentro de uma cubeta de quartzo para fluorescéncia.
Os espectros de emissao do 10, foram obtidos medindo intensidades de
emissao entre 1200-1348 nm com passos de 1 a 5 nm. As intensidades de
pico de emissdo no infravermelho préximo (NIR) (centrada em 1275 nm)
estdao correlacionadas com a quantidade de 'O gerado (OLIVEIRA et al.,

2011).

3.13. Quantificacdo de glutationa reduzida (GSH)

A glutationa reduzida (GSH) foi quantificada tal como descrito
anteriormente por Kand'ar et al (KAND'AR et al., 2007) com pequenas
modificacdes. As células foram semeadas em placas de Petri (100 mm) a
uma densidade inicial de 2,6 x 10° células/placa de Petri. Apés 48 horas,

foram lavadas em PBSA, removidas das placas usando 0,025% de tripsina
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e 1mM de EDTA, centrifugadas e suspensas em agua deionizada. Uma
aliquota foi separada para a contagem de células antes da lise com 0,15%
de polidocanol (Sigma-Aldrich). Para a precipitacdo de proteinas, as
amostras foram incubadas com acido metafosférico a 10% frio (10 minutos,
4°C), centrifugou-se (22.000 X g, 15 minutos, 4°C) e o0s sobrenadantes
foram recolhidos. O sobrenadante foi diluido 20 vezes em tampao fosfato
100 mM pH 8,9 contendo 0,1 mM de acido dietileno triamina penta-acético
(DTPA, Sigma-Aldrich). 20 yL da amostra foram diluidos para 320 pyL em
100 mM de tampao fosfato de pH 8, contendo 0,1 mM de DTPA. A
derivatizacao foi realizada por adicao de 20 pL de ortoftaldeido 148 mM
(OPA, Sigma-Aldrich) a esta solugao. A reagao foi incubada a 25°C durante
15 minutos no escuro. As amostras foram logo filtradas usando um filtro de
0,22 um e injetadas na coluna de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). O produto GSH-OPA foi separado com uma coluna de ODS-VP / C8
/ fenilo (250 mm x 4,6 mm x 4,6 mm, da Shimadzu, Quioto, Japao). O HPLC
foi equipado com dois sistemas de administracao de solvente LC-20AT, SIL-
20AC HT amostrador automatico, forno de coluna CTO-20HC, detector
fluorescente RF-20A e controlador de sistema CBM-20A (Shimadzu). A
separacdo foi conseguida utilizando uma eluicdo isocratica de 15% de
metanol em 85% de Na>HPO4 25 mM (Merck, Darmstadt, Alemanha), pH 6.
O fluxo foi constante a 0,5 mL/min 37°C. A fluorescéncia do GSH-OPA foi
monitorada com um detetor de fluorescéncia em um Aex de 350 nm e Aem de

420 nm. A area do pico foi representada graficamente contra uma curva
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padrao GSH-OPA externa previamente derivatizados com GSH pura (Sigma-

Aldrich). Os resultados foram apresentados como pmol/célula.

3.14. Isolamento dos esplendcitos murinos

Camundongos machos BALB/c saudaveis foram eutanasiados e seus
bagos removidos e embebidos em solugao PBS gelada. Em uma placa de
petri foram feitas injecdoes de meio de cultura DMEM e o 64rgao
posteriormente macerado em filtro para cultura (BD Cell Strainer — 100 uM,
BD Biosciences). As células foram centrifugadas e suspendidas em tampao
de lise (150 mM NH4Cl; 10 mM KHCOs3; 0,1 mM EDTA) gelado e novamente
separadas e suspendidas em meio de cultura. Uma quantidade de 5x10°
células foram plagqueadas em placas de 96 pocos de fundo em U e
receberam o sobrenadante das células tumorais submetidas a MB-PDT.
Apds 72 horas os esplendcitos foram coletados e lavados com PBS e com
tampao de citometria (2% SFB, 1% BSA em PBS). Apds marcacdo com
anticorpo anti-CD4 (100515; BioLegend, CA, EUA) as células foram lavadas
e suspendidas em PBS e analisadas no citbmetro FACSCalibur (BD
Bisociences). Os animais foram mantidos e manipulados de acordo com

aprovacdo pelo Comité de Etica local (18/2012).

3.15. Cultivo 3D

O cultivo em forma de esferoides foi realizado em placas de 24 pogos
sobre uma laminula de vidro. Foi adicionado, no momento do

plagueamento, a proporcdo de 50ul de Matrigel™/cm2, para uma
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quantidade de 1x10% células/cm? (LEE et al., 2007). As placas foram
incubadas a 37°C para gelificagdo da membrana basal reconstituivel por 20
minutos, posteriormente as células foram plagueadas em meio
suplementado com 2,5% SFB e posteriormente foi adicionado o mesmo
meio de cultivo (com 2,5% SFB) suplementado com 10% de Matrigel™ (BD,
codigo 356231). As células foram mantidas com atmosfera de 5% de CO:
a 37°C por 96 horas para formagao dos esferoides e posteriormente

tratadas com MB-PDT, como descrito em 3.3 acima.

3.16. Andalises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a andlise estatistica com o
software GraphPad Prism 5, estabelecendo o minimo de p<0,05 (nivel de
significancia) e grau de confianca de 95%. Todos os resultados foram
analisados para distribuicao gaussiana e passaram o teste de normalidade.
A andlise foi realizada por ANOVA empregando o Tukey’s Multiple
Comparison Test (Teste de comparacao multipla de Tukey). Os valores das
médias e dos erros associados as medidas foram estabelecidos empregando

Column Statistics (analise estatistica de colunas).
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4.1. MB-PDT induz morte celular massiva em células tumorais de
mama, nao afetando significativamente as células nao tumorais.

Levando em consideragcao a heterogeneidade dos tipos mais comuns
de cancer de mama e para testar os possiveis efeitos citotoxicos da MB-PDT
em células ndo tumorais, neste trabalho nds utilizamos as seguintes
linhagens de células: MCF-7, que é uma linhagem celular do tipo luminal A,
positiva para receptores ER, PR e HER2; MDA-MB-231, tipo TNBC, invasiva
e metastatica; e a linhagem MCF-10A, que ndo é tumorigénica.

Para demonstrar o efeito citotoxico da MB-PDT foram realizados
ensaios de viabilidade, utilizando marcacao das células com o corante vital
HO, que é permeavel a membrana plasmatica, e o corante de exclusdo PI,
nao permeavel a membrana plasmatica intacta, discriminando, portanto,
células vivas e mortas. A porcentagem de células mortas foi determinada
por contagem dos nucleos marcados com PI (células com a membrana
plasmatica danificada) ou HO-azul intenso (nucleos picndticos) em relacdo
ao numero total de nucleos (marcados com HO).

A porcentagem de morte celular obtida apds a terapia MB-PDT nestas
linhagens esta demonstrada nos graficos da Figura 11 (a e b). As células
foram pré-incubadas com 2 uM de MB (Figura 11a) ou 20 uM de MB
(Figura 11b) por 2 horas, seguido de irradiacdo com 4,5 J/cm? de energia;
os resultados apresentados foram obtidos apds 1, 3 e 24 horas de MB-
PDT.Os resultados demonstram que o tratamento possui efeito maximo com

a concentracao de 20 uM de MB e um impacto significativo maior sobre as
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células malignas, em quaisquer doses de MB ou tempo apds o tratamento.
As células MDA-MB-231 apresentaram a maior porcentagem de células
mortas no tempo de 24 horas apds a irradiacdo (98.8% +0.5%), seguida
da MCF-7 (93.0 £5.2%) e do tipo “normal” (52.2% =£3.8%), sendo
observada uma diferenca de até 47% entre células tumorais e “normais”.

Foi possivel mostrar também que, diferentemente do aumento
exponencial de morte celular em fungcdo do tempo de tratamento
apresentado pelas linhagens MCF-7 e MCF-10A, as células MDA-MB-231
atingem valores proximos a maxima porcentagem de destruicao celular, na
presenca da maior concentracao de MB (20 pM), em tempos menores (1h:
92,8% +1,6%; 3h: 96,3% =+1,4%). Este € um dado importante porque
indica que as células do tipo TNBC, para as quais nao existe um tratamento
especifico, sdo mais sensiveis a MB-PDT, demonstrando aqui um diferencial
desta terapia em relacdo as convencionalmente adotadas para o tratamento
de cancer.

Ao ser utilizada uma concentragao menor de MB (2 uM), foi observado
que as células ndao-tumorigénicas se mostraram ainda menos sensiveis a
morte induzida pela MB-PDT (24h: 18.0% +4.3%). E importante notar que
esta dose de MB ainda é capaz de induzir morte massiva nas células
tumorais (24h: MDA-MB-231: 97.3% +0.7% e MCF-7: 78.3% +7.1%), com
uma especificidade para as células tumorais de até 79% (diferenca entre o
efeito da MB-PDT em células tumorais e “normais”). Este dado demonstra
gue é possivel obter maior especificidade com a MB-PDT utilizando-se

artificios de facil manipulacdo, como a variacao na concentracdao de MB no
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tratamento, tornando a terapia menos téxica para o tecido saudavel. Além
disso, esta variacdo de concentracdo também foi importante para dar
continuidade ao estudo dos mecanismos moleculares, uma vez que foi
estabelecida uma janela de tempo de efeito crescente fundamental para

permitir analisar o comportamento da linhagem MDA-MB-231.
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Figura 11: MB-PDT induz massiva morte em células tumorais e menos efeito nas células
"normais" derivadas de epitélio de mama. Graficos de porcentagem de morte celular apds
MB-PDT com 2 uM de MB (@) ou 20 uM de MB (b) e irradiagdo com 4,5 J/cm?2 de energia, apos 1,
3 e 24 horas do tratamento (n=3 experimentos independentes) * p<0.05 versus MCF-10A; #
p<0.05 versus MDA-MB-231. A maior diferenga entre o efeito da MB-PDT entre células “normais”
e tumorais esta indicado na lateral, também expresso em % de morte. Os resultados sao
representados como médias+EPM.

A fim de avaliar se a diferenca de susceptibilidade a MB-PDT pelas
linhagens seria causada por variacdes na capacidade de incorporacao do
fotossensibilizador, foi quantificado o MB incorporado nas diferentes células,
extraindo o conteldo intracelular e o analisando por espectrofotometria. Foi
observado que até 8 horas de incubacdo nao houve diferenga estatistica na
quantidade de MB incorporado entre os trés tipos celulares. Portanto, no
tempo de incubagao de 2 horas, adotado em todos os experimentos, a
concentracao de MB intracelular é significativamente semelhante entre as
linhagens (MCF-10A: 11,2% +1,1%; MCF-7: 5,8% %0,3%; MDA-MB-231:

9,3% +1,5%). Pode-se s entao concluir que o menor efeito da MB-PDT nas
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células “normais” nao estaria relacionado a uma menor concentragao

intracelular do fotossensibilizador (Figura 12).
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Figura 12: A quantidade de MB incorporado entre as diferentes linhagens estudadas é
similar até 8 horas de incubacgdo. Curvas de incorporacdao de MB em MCF-10A, MCF-7 e MDA-
MB-231apéds, 1, 2, 4, 6, 8 e 24 horas de incubacdao (n=4 experimentos independentes). * p<0.05
versus MCF-10A. Estd indicado na figura o tempo de incubacdo utilizado nos experimentos, que

foi de 2 horas.

Foi também avaliado se a geracao de !'O; era diferente entre os tipos

celulares, apesar da mesma capacidade de

incorporagao de MB. Os

resultados obtidos por espectrofotometria no infravermelho mostraram que

sao gerados niveis similares desta molécula oxidante em todas as linhagens

estudadas (Figura 13).

73



Resultados

MCF-10A MCF-7 MDA-MB-231
500 500+ s :
.--lqh 'q Sag®
o 400 -F -h @ 4001 = _.“ = - @ 4007 . 'l".:‘f.:"ﬂi.' .
5 - o h: g g ®, " o
E 300 ‘E 3004 o ..- w : o) "5. ? § 300 mie ,"'-.' ; - .h-%f
I ‘m c "ﬁ : o - :
8 200 -t d,oflq:' 8 200 aﬁb Qg g% 3 200 '!.o o8 oé w og
o £ % #@ 0, 0 o0 % @ a Q? gﬁy
< 100 Wﬁ% % A m& £ %g} < 100 fooo ¥ ’ < 400 Wm T o G
0 0 ] 01— T — 1
1200 1250 1300 1350 1200 1250 1300 1350 1200 1250 1300 1350
hv (nm) hv (nm) hv (nm)
o Controle = MB

Figura 13: A quantidade de MB incorporada nas células gera niveis similares de 10,
intracelular. Espectros de emissdo no infravermelho (de 1200 a 1348nm) de células sem MB
(controle, circulos brancos) e de células incubadas com MB por 2 horas (MB, quadrados cinzas).
(n=3 experimentos independentes). A linha tracejada representa o comprimento de onda de 1275
nm.

Este conjunto de resultados permite concluir que a maior sensibilidade
a MB-PDT pelas células tumorais ndao é divido a menor quantidade de 10>
gerada. Como forma de avaliar se a diferenca de sensibilidade estaria
relacionada a capacidade de resposta adaptativa ao estresse, foi dosado o
nivel basal de glutationa reduzida (GSH) intracelular. Os resultados da
guantificacao de GSH representados na Figura 14, permitem observar que
a célula MDA-MB-231, que é a mais sensivel a MB-PDT, possui menor
concentracao de GSH. Este dado indica que o mecanismo de controle
intracelular de estresse dependente de glutationa poderia ser fundamental
para a determinacdo da sensibilidade da célula ao repertdrio de compostos

pré-oxidantes gerados pela MB-PDT.
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Figura 14: Células do tipo TNBC possuem niveis menores de GSH do que as células
"normais" derivadas de epitélio de mama. Quantificacdo intracelular de GSH nas diferentes
linhagens (n=4 experimentos independentes) * p<0.05 versus MCF-10A. Os resultados sao
representados como médias+EPM,

Para demonstrar que o efeito de morte observado apds o tratamento
seria resultado da acdo citotdxica da terapia MB-PDT e ndo de um efeito
isolado da concentracao de MB ou da irradiacao, testes de controles de
toxicidade do composto (toxicidade no escuro) e da quantidade de energia
utilizada (fototoxicidade) foram realizados em todos os ensaios de
viabilidade. Na Figura 15 sdo mostrados os graficos de porcentagem de
células mortas, evidenciando os controles de toxicidade no escuro (apenas
tratado com MB), com 20 pM (Figura 15a), e da quantidade de energia
utilizada na irradiacdo (hv) com as doses de 4,5 J/cm? e 1,5 J/cm? (Figura
15b). Os resultados mostram que o efeito citotéxico é causado pela terapia
MB-PDT e ndo pelos seus componentes isolados, nao demonstrando
fototoxicidade ou toxicidade no escuro, e que a dose de 4,5 J/cm? de energia

gera o efeito citotéxico maximo na MB-PDT.
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Figura 15: MB-PDT induz morte celular em células tumorais de mama sem apresentar
toxicidade no escuro. (a) Grafico representativo do efeito da MB-PDT nas células MDA-MB-231,
com 20 pM de MB e irradiacdo com 4,5 J/cm? de energia, assim como os efeitos de irradiagdo (A)
e incubagdo com MB (MB) isoladamente, comparado as células ndo tratadas (controle), apds 48
horas (n=3 experimentos independentes) * p<0.05 versus controle. (b) Grafico representando o
nimero de células mortas apés MB-PDT com 20 uM de MB, apds 48 horas, comparando as
irradiagbes com 4,5 J/cm? e 1,5 J/cm? de energia. Os resultados sdo representados como
médias+EPM.

Este primeiro conjunto de resultados comprovam o efeito citotoxico
da MB-PDT em mais de um modelo de células tumorais de mama humano,
demonstrando ainda a sua seletividade. Estes sao indicadores importantes
para a eficacia e especificidade da terapia, apontando para um efeito
promissor para o controle deste tipo de tumor, especialmente os mais
agressivos, para 0s quais se tem menos alternativas terapéuticas e ainda

mostrando menor efeito secundario para as células de tecido saudavel.
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4.2. Relevancia da apoptose como mecanismo de morte celular

acionado por MB-PDT.

4.1.1. Avaliacao do mecanismo de apoptose dependente de caspases

A fim de investigar o papel das vias classicas de morte celular como
responsaveis do efeito da MB-PDT, o primeiro tipo de analise sobre
mecanismos de morte celular induzido por MB-PDT foi a observacao da
morfologia dos nulcleos das células apdés o tratamento. Os nucleos
apresentados na Figura 16a mostram uma imagem representativa dos
nucleos de células mortas, marcados com PI, das diferentes células
submetidas a MB-PDT. Nesta figura também pode ser observada uma
imagem dos nucleos da MDA-MB-231 apo6s o tratamento com 1 uM de
estaurosporina por 16 horas, como controle de um agente indutor de morte
por apoptose. As diferengas entre a morfologia tipica de um nucleo de uma
célula sofrendo apoptose, neste caso induzida por estaurosporina, que sao
condensacao da cromatina e nucleos picnéticos ou fragmentados, ndo foram
observados no padrao dos nucleos das células que receberam MB-PDT. Este
resultado nos levou a formular a hipdtese de que a apoptose classica ndo
seria um mecanismo induzido pela MB-PDT.

Porém, seguindo a atual orientacao para nomenclatura e classificacdo
de vias de morte celular, apenas a observagao da presenca ou ndao de uma
caracteristica morfoldgica especifica ndao é mais suficiente para se
determinar que um mecanismo celular de morte esteja ou nao ocorrendo.

Para tal é preciso associar a esta analise aspectos bioquimicos relacionados
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a mecanismos moleculares especificos de cada via de morte, uma vez que
tem sido demonstrado que caracteristicas que até entdo se acreditava ser
de uma via especifica podem ser observadas em outras sob determinadas
condicOes de tratamento e tipo celular (GALLUZZI et al., 2012, 2014).
Seguindo esta premissa, mesmo diante da observacdao morfoldgica
também investigamos aspectos bioquimicos da apoptose. Os dados
apresentados na Figura 16b apresentam os graficos de porcentagem de
morte apds MB-PDT e apds tratamento combinado de MB-PDT com os
inibidores de pan-caspases Z-VAD-FMK e de um inibidor especifico de
caspase-3 (caspase-3 inhibitor VII — Calbiochem). Os resultados mostram
gque nas linhagens MDA-MB-231 e MCF-10A, a utilizacao do inibidor
especifico de caspase-3 exerce papel de citoprotecdao nas primeiras horas
apos a MB-PDT. Porém, quando foram inibidas todas as caspases, o efeito
citoprotetor sé é observado nas células MDA-MB-231 submetidas a MB-PDT.
Isto sugere que nestas duas linhagens, MDA-MB-231 e MCF-10A, o
mecanismo de morte envolve a participagdao de caspases. Ja na MCF-7 ndo
observamos efeito aparente na porcentagem de morte induzida pela MB-
PDT mediante cotratamento com estes dois inibidores, indicando que a
morte celular mediada por MB-PDT nao envolve necessariamente a
participacao de caspases nesta linhagem. Estes resultados estao de acordo
com o comportamento esperado para a MCF-7, devido ao fato de que esta
linhagem expressa uma caspase-3 inativa e portanto, ndo sofreria apoptose

cladssica (JANICKE, 2009).
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Estes dados indicam que dependendo do tipo celular envolvido os
mecanismos acionados podem ser diferentes, mas que o mecanismo de
apoptose ndao seja o mecanismo principal da morte induzida por MB-PDT,
uma vez que mesmo quando inibida o efeito protetor sé permanece nas

primeiras horas do cotratamento com MB-PDT.
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Figura 16: O mecanismo de apoptose classica ndo é o principal mecanismo envolvido na
citotoxicidade induzida por MB-PDT. (a) Nucleos representativos marcados com PI de células
mortas tratadas com MB-PDT ou com estaurosporina. Barra de tamanho: 20 uM. (b) Graficos de
porcentagem de morte obtidos apds 1, 3 e 24 horas de MB-PDT na presenca e auséncia dos
inibidores de caspases Z-VAD-FMK (Z-VAD) e de caspase-3, como indicado na legenda (n=3
experimentos independentes) * p<0.05 versus MB-PDT. Os resultados sa@o representados como
médias+EPM.
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Avaliamos também a ativacdo das caspases-8 e -9, iniciadoras das
vias extrinseca e intrinseca da apoptose, respectivamente, e da caspase-3
efetora e do processo de apoptose como um todo. Nos tempos analisados
ap6s MB-PDT foi detectada apenas atividade de caspase-8, apds 3 horas na
linhagem MDA-MB-231 e em 24 horas na linhagem MCF-10A (Figura 17).
A ativacao de caspase-8 precede a ativagao de caspase-3, apesar disso nao
foi detectada atividade da caspase efetora nos tempos analisados. Contudo,
o dado de ativagao de caspase-8 corrobora a analise da inibicdo de caspase-
3, na célula MDA-MB-231, mostrando uma possivel ativacdao da via

extrinseca da apoptose nesta linhagem.
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Figura 17: Mecanismo de morte celular induzida por MB-PDT é independente da ativacao
de caspases. Células ndo tratadas (controle), apenas irradiadas (A), apenas incubadas com MB
(MB) ou que foram submetidas a MB-PDT apds 1, 3 e 24h de tratamento (MB-PDT) foram coletadas
e lisadas em tampao apropriado. As atividades de caspase-8 (@) caspase-9 (b) e caspase-3 (c)
foram medidas por um ensaio fluorimétrico utilizando 50 pg de extrato proteico total e substratos
especificos para cada enzima. Os resultados estdo expressos na forma de unidades arbitrarias
(UA). (n=3 experimentos independentes) * p<0.05 versus controle. Os resultados sao
representados como médias+EPM.

Este conjunto de resultados de inibicao e avaliacao de atividade de
caspases levam a conclusdo de que, apesar de ter alguma participacdo em
uma das linhagens estudada, o principal mecanismo de morte induzido pela

MB-PDT ¢ independente da ativacao destas proteases.
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4.2.2. Avaliacédo do mecanismo de apoptose independente de caspases

Nos resultados anteriores foi demonstrado que nao ha uma
participacao expressiva da acao das caspases no mecanismo de morte
acionado por MB-PDT. Porém, para uma analise completa do mecanismo de
apoptose, foi também avaliada a possibilidade da ocorréncia de um
mecanismo independente de ativacao de caspases. Portanto, foi estudado
o balanco entre os niveis de proteinas anti- e pro-apoptoticas da familia
BCL2. Como mostrado na Figura 18, nenhuma das condicdes de
tratamento testadas diminuiu os niveis de BCL2 em relagdo aos niveis de
BAX. Ao contrario, para as células MCF-10A e MDA-MB-231 em algumas

condicdes observou-se o aumento de BCL2 em relagdo a BAX.
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Figura 18: O mecanismo de apoptose independente de caspases nao influencia no
destino fatal das células tratadas com MB-PDT. (a) Analise de WB da relagdo entre os niveis
proteicos de BCL e BAX de células submetidas ou ndo a MB-PDT com 2 ou 20 uM de MB. Os
extratos das células ndo tratadas (controle) e apenas incubadas com MB nas duas concentragoes
indicadas (2 ou 20 pM) foram obtidos apds 24 horas. Os extratos das células apenas irradiadas
(M) e das células submetidas a MB-PDT foram obtidos apds 1, 3 e 24 horas de irradiagdo, como
indicado na figura. Os imunoblots mostrados sdo resultados representativos. Os graficos de barras
correspondentes sao resultantes da densitometria de 3 experimentos independentes. * p<0.05
versus controle. Os resultados sdo representados como médias+EPM.

Para completar a analise deste mecanismo de morte dependente da
ativacdo das proteinas pré-apoptéticas, foi utilizado um inibidor da
oligomerizagao da proteina BAX. Resulta possivel detectar um aumento na
morte induzida por MB-PDT no co-tratamento com inibidor de BAX para
todas as linhagens estudadas (Figura 19).

Estes dados permitem afirmar que nao ha inducdo de apoptose-
independente de caspases apds tratamento com MB-PDT, em nenhuma
dose ou tipo celular, nao sendo, portanto, a apoptose o mecanismo principal

de morte induzida por MB-PDT.
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Figura 19: A inibicao da formacao do poro mitocondrial com a participacao de BAX torna
as células mais sensiveis a MB-PDT. Graficos de porcentagem de morte obtidos apds 1, 3 e 24
horas de MB-PDT na presenca e auséncia do inibidor de BAX, como indicado na legenda (n=3
experimentos independentes) * p<0.05 versus MB-PDT. Os resultados sdo representados como
médias+EPM.

Como na literatura ja foi mencionado que o mecanismo de apoptose
induzida por PDT depende da concentragao e do tipo de Ps utilizado, foi
avaliada por fim se uma concentracdo ainda menor de MB levaria a indugao
de morte por apoptose cladssica. Os resultados da Figura 20a mostram
imagens representativas dos nucleos de células mortas, marcados com HO
e PI, das diferentes células submetidas a MB-PDT com 0,2 uM de MB, apods
os tempos de tratamento indicados, ou com 20 uyM de MB apods 24h. O
grafico correspondente representa a porcentagem de morte induzida com
cada tratamento (Figura 20b). Fica evidente nesta figura que mesmo em
concentracoes baixas de MB, em que temos menor inducao de morte, a
morfologia dos nlcleos ndao difere da morfologia dos nucleos de células
tratadas em condicdoes de maxima inducdo de morte. Desse resultado
concluimos que o MB, nestes modelos de células, ndao induz apoptose

classica, distinguivel pela morfologia nuclear.
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Figura 20: MB-PDT nao induz apoptose classica hem mesmo em concentragées baixas
de MB em nenhuma das linhagens estudadas. (a) Nucleos representativos marcados com HO
(azul) e PI (vermelho) de células tratadas com MB-PDT com 0,2 pM ou 20 pM de MB, como
indicado. Barra de tamanho: 20 uM. (b) Graficos de porcentagem de morte celular apés MB-PDT
com 0,2 uM de MB e irradiagdo com 4,5 J/cm? de energia, apds 1, 3 e 24 horas do tratamento, ou
com 20 pM de MB e irradiagdo com 4,5 J/cm? de energia, apds 24 horas do tratamento (n=3
experimentos independentes) * p<0.05 versus MCF-10A correspondente a cada tempo de
tratamento. Os resultados sao representados como médias+EPM.
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4.3. A fluorescéncia do MB é diferencialmente concentrada nos
lisossomos das células tumorais e “normal” derivadas de epitélio de

mama.

A incorporacdo do MB ja foi confirmada anteriormente pela extracao
e quantificacdo do conteldo intracelular. Porém a determinacdo da
localizacdo do MB dentro das células € fundamental para a elucidacdo do
mecanismo molecular de morte acionado pela PDT, uma vez que o primeiro
alvo das reacOes fotoquimicas resultantes da ativacdo do Ps sao as
moléculas mais préximas a ele fisicamente (GALLUZZI; BRAVO-SAN
PEDRO; KROEMER, 2014). Para determinar a localizacao intracelular do MB
em organelas envolvidas em mecanismos de morte celular, as células foram
incubadas com MB e marcador de nucleo (HO) em combinagdo com as
sondas Lysotracker, para lisossomos (LysoTG) e Mitotracker, para
mitocondrias (MitoTG). Todas as linhagens mostraram alguma colocalizagdo
dos sinais de fluorescéncia do MB e do LysoTG. Entretanto, nas células MDA-
MB-231 especificamente, observamos uma alta concentracdo de MB na
forma de vesiculas que se sobrepdem quase perfeitamente a marcagao de

LysoTG nos lisossomos (Figura 21 e Figura 22a).
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Figura 21: MB se localiza nos lisossomos das células MCF-10A, MCF-7 e MDA-MB-231.
Imagens de microscopia confocal da fluorescéncia do MB (vermelho) e do marcador de lisossomos
LysoTG (verde), sobreposicdo das duas fluorescéncias anteriores (coluna da direita; cor em
amarelo) e do marcador de nlcleo Hoechst 33342 (HO - azul) e um grafico representativo desta
sobreposicdo. [MB]=20 uM; [HO], [LysoTG] e [MitoTG]=300 nM. Barra de tamanho: 10 pm.

Este padrao de colocalizagao nao foi observado para MB e o MitoTG
(Figura 22b). Esta constatacao representa uma demonstragdao da
localizagao lisossomal preferencial de MB, o que faz com que este
compartimento subcelular esteja mais propenso aos danos fotoquimicos

induzidos pela MB-PDT do que a mitocdndria ou o nucleo.
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Figura 22: Localizacdo preferencial do MB nos lisossomos das células MCF-10A, MCF-7 e
MDA-MB-231. Imagens de microscopia confocal da fluorescéncia do MB (vermelho) e do
marcador de lisossomos LysoTG (verde), sobreposigdo das duas fluorescéncias anteriores (coluna
da esquerda; cor amarela) e do marcador de nucleo Hoechst 33342 (HO - azul). [MB]=20 uM;
[HO], [LysoTG] e [MitoTG]=300 nM. Barra de tamanho: 10 um.
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4.4. Autofagia induzida por MB-PDT resulta em citoprotecao nas
linhagens MDA-MB-231 e MCF-10A e favorece a morte celular na

MCF-7.

Ja é conhecido na literatura que em diferentes tipos celulares a
autofagia é induzida pela fotoirradiacdo (REINERS et al., 2010). Neste
trabalho foi avaliado se a MB-PDT é capaz de induzir este mecanismo celular
e qual o papel desta via frente ao dano oxidativo gerado pela terapia. Em
primeiro lugar foi realizado um rastreamento de aumento do numero de
vacuolos acidos, que sdo indicativos de autofagia. Este procedimento foi
realizado utilizando-se o marcador laranja de acridina (AO - do inglés
Acridine Orange). AO é um agente lisossomotrdpico fracamente basico que
consegue difundir através das membranas bioldgicas. As moléculas de AO
gue se encontram no citosol ou no nucleo estao na sua forma ndo-ionizada
emitindo uma fluorescéncia verde. Em compartimentos acidos, o agente
encontra-se na sua forma protonada se acumulando em forma de
agregados que fluorescem vermelho intenso (PAGLIN et al., 2001). As
andlises foram realizadas por marcacao das células com AO apds
tratamento MB-PDT. Os resultados da Figura 23 mostram que, nas células
“normais” ha uma diminuicdo da marcacdo pontual vermelha apés MB-PDT,
por outro lado, nas tumorais houve aumento da fluorescéncia vermelha nos
tempos iniciais apds a MB-PDT, 1 e 3 horas, ndo sendo mais observado esse
fenOmeno apos 24 horas de tratamento. Cabe salientar que neste tempo a

maioria destas células ja estdo mortas.
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Figura 23: O tratamento com MB-PDT induz aumento da acidificagdo citoplasmatica.
Deteccao de vaculolos acidos com o marcador lisossomotréopico AO em células ndo tratadas
(controle) e em células tratadas apds 1, 3 e 24 horas de MB-PDT. Barra de tamanho: 20 uM.

Para investigar se a acidificacao citoplasmatica observada apés MB-
PDT estaria realmente relacionada com aumento de autofagia, partiu-se
para analise da formacao de autofagossomos. Para tanto, rastreou-se a
presenca da proteina LC3 que esta presente em duas formas dentro da
célula, LC3-I e LC3-II. LC3-I estd presente de forma difusa nas células;
quando constituinte da membrana dos autofagossomos, ela sofre clivagem
e ligacdo a uma molécula fosfatidiletanolamina, convertendo-se em LC3-II,
(LEVINE; YUAN, 2005). Portanto, a relagcdo LC3-II/LC3-I mais alta é

indicativo de aumento do nimero de autofagossomos €, portanto, de que a
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via autofagica estd estimulada.. Os resultados apresentados na Figura 24
mostraram que ndo sé a MB-PDT, mas também a irradiagcdo ou so a
incubagao com o MB, levaram a um aumento da razao LC3-1I/LC3-I quando

comparadas com células nao tratadas (controle).

MCF-10A MCF-7 MDA-MB-231
LC34 LC3 — — LC3 — = — = =] - 18 kD:
Lcan =5 RS P e e e T LT = 16k0n
6 6 6+

* * .
*

>
»
*
*

FS
-
1

N

N

N
h

*
LC3-II/LC3-l (razao)

»

»

*

*
LC3-I/LC34 (razdo)

LC3-Il/LC3-l (razao)

0- 04 0-
ST %,%@* XS OSSN ST '5“.»%3‘ NESS
& Vv
4 A M 204M < A 2uM 20uM A 2uM 20uM
MB-PDT  MB-PDT MB-PDT  MB-PDT MB-PDT  MB-PDT

fa
%,

Figura 24: MB-PDT causa aumento da relagdao LC3-II/LC3-I, indicativo formacao de
autofagossomos. Analise de WB da relacdo entre os niveis proteicos de LC3-II e LC3-I de células
submetidas ou ndo a MB-PDT com 2 ou 20 UM de MB. Os extratos das células ndo tratadas
(controle) e apenas incubadas com MB nas duas concentragdes indicadas (2 ou 20 uM) foram
obtidos apds 24 horas. Os extratos das células apenas irradiadas (A) e das células submetidas a
MB-PDT foram obtidos apos 1, 3 e 24 horas de irradiagao, como indicado na figura. Os imunoblots
mostrados sdo resultados representativos. Os graficos de barras correspondentes sao resultantes
da densitometria de 3 experimentos independentes. * p<0.05 versus controle. Os resultados sao
representados como médias+EPM.

Se compararmos o nivel de estimulacdo de autofagia entre as
diferentes células, a linhagem MCF-7 apresentou o menor aumento. No caso
da linhagem nao tumorigénica, MCF-10A, foi observado que até mesmo a
irradiacdao provocou aumento da relacao LC3-II/LC3-I. Para o caso das
células MDA-MB-231, o tratamento MB-PDT com 2 uM induziu ainda maior
conversao de LC3-I em LC3-II no tempo de 1h apds o tratamento. Esses

dados corroboraram os de vesiculas acidas e confirmaram que ha aumento
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do fluxo autofagico em tempos iniciais apds o tratamento, mas que ele decai
a medida que a viabilidade das células diminui.

Nesse sentido, os niveis basais de LC3-II/LC3-I e da proteina p62
(também conhecida como Sequestroma-1 [SQSTM1]), que sofre
degradacdao nos estagios precoces da autofagia, em cada linhagem
estudada, mostraram que nas células “normais” a autofagia estd mais ativa
devido a maiores niveis proteicos de LC3-1I e menores de p62 (Figura 25).
Este resultado permite propor que o papel da autofagia nestas células
estaria relacionado com uma tentativa de resgata-las do dano associado a
MB-PDT e, portanto, contribui para entender o motivo da MCF-10A ser mais

resistente do que as células tumorais ao estresse gerado pela MB-PDT.
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Figura 25: As células “normais” derivadas de epitélio da mama apresentam mecanismo
de autofagia mais funcional do que as tumorais. (a) Andlise de WB da relagdo entre os niveis
proteicos de LC3-II e LC3-I de células ndo tratadas. (b) Analise de WB dos niveis proteicos de p62
em células ndo tratadas. Os imunoblots mostrados sdo resultados representativos. Os graficos de
barras correspondentes sdo resultantes da densitometria de 3 experimentos independentes. *
p<0.05 versus MCF-10A. Os resultados sdo representados como médias+EPM.
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A fim de esclarecer se o papel da autofagia induzida apés a MB-PDT
configuraria um mecanismo de morte ou uma tentativa de resgatar as
células do dano gerado pelas reacgdoes fotoquimicas, foi avaliada a
viabilidade das células tratadas com MB-PDT apds inibicdo ou inducao do
processo autofagico. Antes de serem submetidas a MB-PDT, as células
foram tratadas com os inibidores de autofagia cloroquina (CQ), bafilomicina
(Baf), LY294002 (LY) e 3-MA ou com o indutor rapamicina (RAPA). Os dados
apresentados na Figura 26 mostram os graficos de porcentagem de morte
ap6s MB-PDT e apés tratamento combinado de MB-PDT e os inibidores CQ,
Baf, LY e 3-MA. Os resultados mostraram um aumento significativo na
morte induzida por MB-PDT quando a autofagia € inibida apenas nas células

MCF-10A e MDA-MB-231.
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Figura 26: A autofagia tem papel citoprotetor nas células MCF-10A e MDA-MB-231. Efeito
da MB-PDT em induzir morte celular nas MDA-MB-231 na presenga € na auséncia dos inibidores
de autofagia cloroquina (CQ), bafilomicina (Baf), LY294002 (LY) e 3-MA. (n=3 experimentos
independentes) * p<0.05 versus MB-PDT. Os resultados sdo representados como médias+EPM.
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A fim de confirmar esses dados em MCF-10A e MDA-MB-231 foi
realizado o silenciamento de ATGS5. Os resultados apresentados na Figura
27 mostram tanto a porcentagem de morte apdés MB-PDT de células nao
silenciadas (MB-PDT e SiControle MB-PDT) e de células silenciadas de ATG5
(SIATG5 MB-PDT) (Figura 27a) quanto a eficiéncia do silenciamento
(Figura 27b). Em resumo, foi observado um aumento significativo na
morte induzida por MB-PDT quando a autofagia foi inibida nas células MCF-
10A e MDA-MB-231. No caso das células MCF-7, embora as inibicdes
farmacoldgicas ndao mostraram efeito, o silenciamento mostrou que a

inibicao da autofagia resultou em uma acgao citoprotetora.
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Figura 27: A autofagia tem papel citoprotetor nas células MCF-10A e MDA-MB-231, mas
nao na MCF-7. (a) Efeito da MB-PDT em induzir morte celular na presenga (MB-PDT e SiControle
MB-PDT) e na auséncia da proteina ATG5 (SiIATG5 MB-PDT). (n=3 experimentos independentes)
* p<0.05 versus MB-PDT. Os resultados sdo representados como médias+EPM (b) Niveis proteicos
de ATG5 em extrato de células ndo silenciadas (Controle) e silenciadas de ATG5 (SIATG5). (n=3
experimentos independentes) * p<0.05 versus Controle. Os resultados sdo representados como
médias+EPM
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Os resultados apresentados na Figura 28 mostraram que a autofagia
tem uma funcao citoprotetora frente a MB-PDT nas células MCF-10A e MDA-
MB-231. Além disso, a inducao do fluxo autofagico com RAPA levou a um
aumento da susceptibilidade a MB-PDT apenas na MCF-7. Este resultado
aparentemente contraditério poderia ser explicado pelo fato de que esta
linhagem celular apresenta deficiéncias na maquinaria da autofagia, ao
apresentar apenas uma copia do gene BECN1. Este conjunto de dados
indicam que a autofagia, no contexto da MB-PDT estaria mais envolvida no
mecanismo de resgate das células ao dano gerado, porém quando esta

maquinaria esta comprometida, as células sdo mais suscetiveis a MB-PDT.
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Figura 28: A autofagia tem papel citoprotetor nas células MCF-10A e MDA-MB-231, mas
nao na MCF-7. Efeito da MB-PDT em induzir morte celular na auséncia (MB-PDT) e na presenga
(MB-PDT + RAPA) do indutor de autofagia rapamicina. (n=3 experimentos independentes) *
p<0.05 versus MB-PDT. Os resultados sdo representados como médias+EPM.

4.5. Analise do papel da necroptose na morte celular induzida apés
o tratamento com MB-PDT

Os resultados até agora demonstraram que a autofagia seria ativada
ap6s MB-PDT como uma tentativa de resgate das células do dano oxidativo

gerado e que a apoptose ndo seria 0 mecanismo responsavel pela morte
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celular. Portanto, o mecanismo principal envolvido na citotoxicidade da MB-
PDT poderia ser a morte por necrose. A necroptose é uma via celular
especializada de necrose programada e seu mecanismo molecular envolve
a participacao das cinases RIPK1 e RIPK3. As estratégias utilizadas para
avaliacao deste tipo de morte celular foram a inibicao da via por meio de
tratamento com necrostatina-1 (Nec-1, inibidor de RIPK1) e ativagao da via
de necroptose por meio da inibicao de caspase-8. Os resultados obtidos
mostraram que a inibicdo da necroptose aumentou a viabilidade das células
e que a ativacdo deste mecanismo tornou as células mais sensiveis aos
efeitos danosos da MB-PDT. Portanto, essa via de morte é ativada pela MB-

PDT nas trés linhagens estudadas (Figura 29).
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Figura 29: Necroptose é um mecanismo induzido apos MB-PDT. Graficos de porcentagem
de morte obtidos apds 1, 3 e 24 horas de MB-PDT na auséncia e presenca do inibidor necrostatina-
1 (MB-PDT e MB-PDT + Nec-1, respectivamente), ou na auséncia e presenca do inibidor de
caspase-8 (MB-PDT e MB-PDT + Inibidor de Casp-8, respectivamente), como indicado na legenda
(n=3 experimentos independentes) * p<0.05 versus MB-PDT. Os resultados sdo representados
como médias+EPM.

4.6. Avaliacao de dano lisossomal
Como observamos anteriormente, o lisossomo é um dos alvos do MB,
o que indica um provavel comprometimento desta organela nas reagoes

fotoquimicas induzidas pela MB-PDT. O comprometimento da integridade
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do lisossomo é a primeira evidéncia de outro tipo de morte celular, a morte
celular induzida por permeabilizacao da membrana do lisossomo (um tipo
de necrose regulada independente de RIPK1). A importancia desta
abordagem é que um dos eventos resultantes desta permeabilizacao é o
extravasamento das proteases lisossomais para o citoplasma, evento este
que pode levar a morte celular. Nesse sentido, dados preliminares
evidenciaram um aumento significativo da atividade citosodlica de catepsina-

B/L apés MB-PDT, o que seria um indicativo de dano lisossomal (Figura
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Figura 30: MB-PDT induz permeabilizacdo da membrana dos lisossomos. Atividade
citosodlica de catepsina B/L em células ndo tratadas (controle) e apds MB-PDT. As atividades foram
medidas por um ensaio fluorimétrico utilizando substratos especificos para cada enzima. Os
resultados estdo expressos na forma de % da atividade total (citosolica + lisossomal) corrigido
pelo nimero de células em cada amostra utilizada no ensaio. (n=3 experimentos independentes)
* p<0.05 versus controle. Os resultados sdo representados como médias+EPM.

4.7. Avaliacao do potencial imunogénico da MB-PDT

Outra caracteristica das células tumorais, além da resisténcia a
mecanismos de morte celular programada, mas que é igualmente
importante para a manutencdao do tumor, é a capacidade de evasdo do

sistema imune (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Neste sentido, outro ponto
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a ser explorado a fim de propor a MB-PDT como tratamento alternativo para
o cancer, seria o de avaliar a sua capacidade de inducao da ativacdao do
sistema imune do hospedeiro para eliminagao completa do tumor. O carater
imunogénico da terapia fotodinamica esta sendo recentemente explorado e
tem sido observado que nem todos os compostos que sao utilizados como
fotossensibilizador sao capazes de induzir este efeito. Nada ainda havia sido
demonstrado sobre a inducao de resposta imune mediada por azul de
metileno em terapia fotodinamica (MB-PDT). Os resultados apresentados
na Figura 31 mostraram, pela primeira vez, que o tratamento MB-PDT em
células derivadas do epitélio mamario humano seria capaz de ativar a
proliferacdo de linfocitos T auxiliares CD4* provenientes de culturas
primarias de esplendcitos murinos tratadas com o sobrenadante das células

submetidas a MB-PDT.
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Figura 31: Tratamento com MB-PDT induz proliferacdo de células T-CD4* sendo
indicativo do potencial imunogénico da terapia. Anadlise por citometria de fluxo da proliferagao
de células marcadas com anticorpo anti-CD4+ de uma cultura de esplendcitos murinos que foram
tratados com o sobrenadante de células derivadas do epitélio mamario humano “normal” (células
MCF-10A) e tumoral (células MCF-7 e MDA-MB-231) tratadas ou ndo com MB-PDT. Controle:
esplendcitos ndo estimulados; Av: esplendcitos tratados com o sobrenadante de células que foram
apenas irradiadas; MB: esplendcitos tratados com o sobrenadante de células que foram apenas
incubadas com azul de metileno; MB-PDT: esplendcitos tratados com o sobrenadante de células
que foram tratadas com a terapia fotodinamica com o azul de metileno. Os resultados estdo
apresentados como médias+EPM; n=2 experimentos independentes. p < 0,05.

4.8. O cultivo de células em esferoides aumenta a diferenca de
sensibilidade a MB-PDT entre células tumorais e “"normais”

As células epiteliais de mama nao malignas, quando cultivadas em matriz
extracelular rica em laminina, formam mamosferas in vitro com estruturas
acinares que se assemelham tanto morfoldgica e estruturalmente a Iébulos
e glandulas mamarias in vivo (MCKEEN POLIZZOTTI et al., 2012). A
avaliagcao do efeito de drogas com este tipo de estratégia de cultivo constitui
um sistema adequado para pesquisa em cancer de mama porque além de
servir para diferenciar células nao malignas de tumorais, permite o
restabelecimento de caracteristicas bioquimicas e morfoldgicas que se
assemelham as condicOes das células em seu equivalente ambiente tumoral
in vivo e que, portanto, poderia alterar os resultados obtidos com as
mesmas células quando cultivadas em monocamada (LEE et al., 2007).

Desta forma, a fim de validar os nossos resultados de efetividade da MB-
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PDT, foi também utilizado este modelo de cultivo que recapitula a
morfologia do epitélio glandular.

Ao estabelecer o cultivo em esferoides, o primeiro passo foi fazer uma
comparacao das trés linhagens estudadas, com imagens do crescimento em
monocamada (2D) e em esferoides (3D) (Figura 32). No crescimento em
monocamada, observamos que as células MCF-10A apresentam melhor a
caracteristica de morfologia epitelial, mantendo maior contato célula-célula.
Também ficou evidente que seus esferoides formam estruturas mais
organizadas com maior polarizacao celular, se comparado ao modelo
tumoral mais agressivo. As células MDA-MB-231 formam estruturas
irregulares, com auséncia de polaridade e com pouca adesdo aparente entre
as células, diferente dos eferdides de MCF-7 que formam uma massa celular
menos dispersa e de MCF-10A que é ainda mais organizada. As observagoes
realizadas confirmam as caracteristicas ja descritas na literatura para estas
células, tanto quando cultivadas em 2D como em 3D (KENNY et al., 2008;
HOLLIDAY; SPEIRS, 2011). validando dessa forma o modelo de estudo.
Além disso, a importancia de se ter estabelecido o cultivo 3D no laboratoério
foi a de poder estudar os efeitos da PDT em modelos que mais se

aproximam ao ambiente tumoral in vivo.
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MCF-10A MDA-MB-231

Figura 32: Comparacao das morfologias entre células “normais” e tumorais cultivadas
em monocamada e esferoides. Micrografia de células MDA-MB 231, MCF-7 e MCF-10A em
cultivo em monocamada (2D), painéis superiores, ou na forma de esferoides (3D), painéis
inferiores. Nucleos marcados em azul com HO. Barra de tamanho: 20 ym.

O mesmo tipo de avaliagao de citotoxicidade da MB-PDT foi realizada
no modelo 3D. As curvas de resposta de dose, utilizando 20 yM MB seguida
por irradiacdo com 4.5 / cm? mostraram que nao houve diminuicdo
evidente da viabilidade celular, tanto a 1 e 3 h apds o tratamento MB-PDT.
No entanto, a morte celular foi significativamente aumentada apds 24 horas
de PDT para ambas as linhas celulares de cancer da mama (MDA-MB-231:
87,1% + 1,8%; MCF-7: 74,4% =+ 1,5%) e com menor efeito nas células
“normais” (26,0% * 6,0%) (Figura 33a). Foi importante notar que o
resultado de morte nos esferoides ndo se limitou a periferia dessas
estruturas, mostrando que a luz e o MB alcancaram eficientemente as
células no centro da esfera. Também foram comparados os efeitos da MB-

PDT entre as células cultivadas em monocamadas (2D) ou em uma
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membrana basal comercial (3D). E importante notar que o efeito da MB-
PDT em células tumorais cultivadas em 3D apds 24 horas nao diferiu
significativamente do efeito observado em 2D. Porém as células "normais"
cultivadas em 3D exibiram uma sensibilidade significativamente menor para

o tratamento do que o observado no cultivo 2D (Figura 33b).
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Figura 33: Cultura em esferdides de células derivadas do epitélio mamario aumenta a
sensibilidade diferencial entre as células tumorigénicas e “normais”. (a) Graficos de
porcentagem de morte celular das células mantidas em 3D ap6s MB-PDT com 20 pM de MB e
irradiagdo com 4,5 J/cm? de energia, apds 1, 3 e 24 horas do tratamento (n=3 experimentos
independentes) * p<0.05 versus MCF-10A. A maior diferenca entre o efeito da MB-PDT entre
células “normais” e tumorais esta indicado na lateral, também expresso em % de morte. (b)
Comparacdo do efeito citotéxico MB-PDT entre culturas de células em 2D e 3D apds 24 h de
irradiacdo * p<0.05 versus MCF-10A; # p<0.05 versus MDA-MB-231. Os resultados sado
representados como médias+EPM.
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Disfuncdes nos mecanismos de controle da morte celular sao uma
caracteristica comum dos tumores. Essas alteracdes fazem com que as
células ndo respondam mais aos sinais de controle de proliferacao, morte e
diferenciacao responsaveis pela homeostase do tecido. Outra consequéncia
dessas transformacodes, além de possibilitar o crescimento desordenado do
tumor, é a adaptacao de células tumorais a um microambiente diferente do
local do tumor primario, que configura o processo de metastase. No cancer
metastatico as células requerem propriedades que lhes permitem ndo so se
adaptarem a um microambiente diferente, mas também de altera-lo e
subverté-lo de uma forma que se torne propicia sua sobrevivéncia e
proliferacdo continua (BACAC; STAMENKOVIC, 2008). Com este trabalho foi
demonstrado que a MB-PDT (terapia fotodinamica utilizando MB como Ps)
foi capaz de contornar esta caracteristica de resisténcia em mais de uma
linhagem de células tumorais derivadas do tecido mamario humano, e
também apresentou propriedades de seletividade, caracteristicas que sao
importantes e fundamentais para uma terapia contra o cancer.

Mesmo com todos os avancos tecnoldgicos recentes, as pacientes
de cancer de mama ainda sofrem com a reincidéncia da doenca, sendo o
surgimento de metastases o principal fator associado a morte por este tipo
de tumor (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2015). Para o cancer de mama, o
problema da reincidéncia do tumor é maior no caso dos tumores do tipo
triplo negativos (TNBC), que sao aqueles que nao expressam receptores

para hormonios esteroides (ER ou PR) ou para fator de crescimento
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epidermal (HER2), sendo classificados como o subtipo mais agressivo por
nao apresentarem terapias direcionadas. Portanto, o desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas, elaborando que visam acionar mecanismos
que resultem na seletiva e eficiente morte da célula tumoral, apresentando
resultados clinicos efetivos e que propiciem menos efeitos colaterais é de
fundamental interesse clinico (ECKHARDT et al., 2012).

Os tratamentos convencionais para o cancer de mama incluem
cirurgia, quimioterapia, radioterapia e/ou terapia hormonal. No entanto,
estes sao frequentemente associados com alta morbidade e muitas vezes
sao malsucedidos. As causas para tanto sao justamente o baixo poder
citotdxico sobre os diferentes tipos de células que constituem o tumor e a
falta de especificidade do tratamento (AHMAD, 2013). Nesse sentido, a
terapia fotodindmica poderia ser considerada uma modalidade promissora
para o tratamento, se comprovada sua eficacia em eliminar células tumorais
de mama com diferentes mecanismos de resisténcia.

A PDT configura-se como uma modalidade terapéutica
minimamente invasiva, baseada na administracago de um agente
fotossensibilizador que pode ser ativado por irradiacao local com luz visivel
(AGOSTINIS et al., 2011). Na presenca de oxigénio molecular, o
fotossensibilizador ativado desencadeia uma sequéncia de reacgoes
fotoquimicas e processos fotobioldgicos, gerando espécies reativas de
oxigénio (ROS) e principalmente a molécula de oxigénio singlete (10z), que
sao altamente citotdéxicas e danificam as organelas intracelulares podendo,

portanto, provocar a morte das células (YOO; HA, 2012). As vantagens da
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PDT em comparacao com os tratamentos convencionais, sdao a morbidade
reduzida a longo prazo e o fato da PDT ndao comprometer outras opgoes de
tratamento (ACEDO et al., 2014), podendo ser utilizada também como uma
pratica combinada com outras terapias, contornando as possiveis
deficiéncias dos tratamentos convencionais (SPRING et al., 2015). A PDT ja
vem sendo utilizada como modalidade terapéutica alternativa em varios
paises para o tratamento experimental de uma variedade de canceres,
como cancer de pele, pulmao, bexiga, es6fago entre outros (AGOSTINIS et
al., 2011). Em contrapartida, devido a dificuldade de acesso e
disponibilidade de Ps eficientes comercialmente disponiveis e mediante a
falta de padronizacao da técnica e de estudos sobre sua eficacia e seguranga
que levem em consideracao a complexidade dos sistemas bioldgicos, esta
modalidade terapéutica ainda ndo é uma opcdo de tratamento clinico
(ALLISON; SIBATA, 2010; CELLI et al., 2010). O presente estudo foi focado
justamente em avaliar a eficacia da MB-PDT e estudar os mecanismos
moleculares envolvidos em sua citotoxicidade, contribuindo para o
conhecimento basico com relacdao ao seu modo de acdo e abrangéncia da
terapia.

No presente trabalho foi demonstrado que a MB-PDT induziu de
forma massiva a morte celular em células derivadas de duas linhagens de
células de cancer de mama humano com propriedades invasivas distintas.
Além disso, os resultados aqui apresentados, mostraram uma maior
sensibilidade a MB-PDT pelas células MDA-MB-231, utilizada como um

modelo de tumores triplo-negativos (TNBC). Este efeito € muito relevante
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porque, pelas razdes ja mencionadas de falta de especificidade e eficacia,
as pacientes que apresentam o tipo TNBC sdao um grande desafio no
tratamento do cancer de mama (ECKHARDT et al., 2012). A MB-PDT se
apresenta, portanto, como uma opgao de tratamento para os casos mais
complexos.

Nossos resultados sao significativamente melhores do que os
obtidos em outros trabalhos utilizando PDT para o tratamento de células
tumorais de mama com outros Ps. Utilizando-se ftalocianina (Pc-PDT) como
Ps, Stuchinskaya e colaboradores obtiveram apenas 25% de queda na
viabilidade celular da linhagem MDA-MB-231 (STUCHINSKAYA et al., 2011).
Também com Pc-PDT, Hoi e colaboradores conseguiram 80% de morte nas
MCF-7 (HOI et al., 2012). ]J& ap6s MX-PDT (Mitoxantrone) foi obtido 96%
de morte nas mesmas células, porém o controle nao irradiado também
apresentou consideravel diminuicdo da viabilidade celular (60%),
demonstrando que o fotossensibilizador apresenta toxicidade no escuro, o
que nao é desejavel para a pratica da PDT (ALLISON; SIBATA, 2010;
AGOSTINIS et al., 2011; MONTAZERABADI et al., 2012). Com a MB-PDT,
obtivemos quase 100% de morte nas células malignas MDA-MB-231 e MCF-
7, sem toxicidade no escuro.

A possibilidade de gerar menos efeitos secundarios ja foi descrita
como sendo uma das vantagens da PDT sobre os outros tipos de tratamento
para o cancer (RIZVI etal., 2010; AHN et al., 2012). Porém, entre os poucos
relatos encontrados na literatura, apenas Shemesh e colaboradores

demonstraram recentemente uma pequena diferenca de 20% na morte
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celular entre células derivadas de epitélio normal de mama, MFC-10A, e as
do tipo TNBC, MDA-MB-231, submetidas a PDT com indocianina verde
(SHEMESH et al., 2014). Os resultados aqui apresentados mostraram uma
diferenca de até 79% na morte celular induzida por MB-PDT entre as
mesmas linhagens de células "normais" e malignas. O uso de Pc-PDT nao
mostrou nenhuma seletividade do tratamento para a célula tumoral (HOI
et al., 2012), pontuando aqui mais uma vantagem da utilizagao do MB em
comparagao a outros tipos de Ps em PDT.

O insucesso terapéutico da PDT em alguns tipos de cancer decorre
da utilizacdo de Ps com propriedades Oépticas, bioquimicas e
farmacocinéticas inferiores e / ou variagdes do gendtipo e fendtipo tumoral,
o que pode influenciar positivamente a sobrevivéncia da célula tumoral apds
o dano oxidativo induzido pela PDT (BROEKGAARDEN, 2015). Este nao foi
0 caso observado com a MB-PDT, uma vez que o dano maior foi causado
nas células malignas. Também ja foi relatado na literatura que a eficiéncia
desta terapia pode estar diretamente associada a concentragdao de Ps
incorporado pelas células. Os resultados do nosso grupo demonstraram nao
haver diferencas na quantidade de MB internalizada nas diferentes
linhagens estudadas apdés o tempo de incubacdo de até 8 horas,
comprovando a seletividade do tratamento pelas células malignas. Este
dado também chamou a atengao para o fato de que o efeito diferencial entre
células “normais” e tumorais ndo era devido a falta de MB para ser ativado
e sim a uma caracteristica inerente ao tipo celular e aos mecanismos

bioldgicos acionados. Portanto, como foi demonstrada a eficacia da MB-PDT
109



Discussao

em eliminar seletivamente as células que sdo tumorais, o que € uma
caracteristica desejavel para uma terapia contra o cancer, uma vez que se
diminui a chance de causar uma recidiva do tumor. Ainda discorrendo sobre
os beneficios da MB-PDT, a utilizacdo do MB como fotossensibilizador é
interessante também por ter uso clinico ja conhecido por décadas em outras
aplicagoes e pela sua facil disponibilidade e baixo custo de obtencao (OZ et
al., 2010; SCHIRMER et al., 2011), o que faz com que a terapia, além de
eficiente, também seja acessivel.

Para contornar a deficiéncia de algumas estratégias de PDT ja
utilizadas e que falharam no seu objetivo final de induzir morte celular,
muitos grupos de pesquisa visam melhorar ou desenvolver novas
estratégias de PDT utilizando abordagens quimicas para o aprimoramento
dos Ps ou de engenharia para melhorar o acesso de luz ou entrega do Ps
em regioes especificas das células. Porém, relativamente pouca pesquisa
tem sido realizada sobre a biologia por tras da resisténcia terapéutica,
incluindo os mecanismos de sobrevivéncia que sdo acionados em
consequéncias da PDT (BROEKGAARDEN, 2015). Com a finalidade de
entender a propriedade seletiva da MB-PDT pelas células tumorais e o
porqué da resisténcia nas células MCF-10A, neste trabalho foi avaliada a
capacidade de formacao intracelular de 102, uma das espécies
comprovadamente gerada pelo MB como Ps, (OLIVEIRA et al., 2011), e a
potencialidade das células para lidar com o dano oxidativo induzido pela

PDT.
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Ao comparar a formagdo de 'O; nas trés linhagens estudadas, foi
possivel demonstrar que a acao fotodinamica do MB conduz a producdo de
niveis semelhantes de 02 no microambiente intracelular. Este resultado
demonstrou que o potencial de formacdao de moléculas oxidantes a partir
do 02 é o mesmo, ndao sendo este um fator limitante para a eficiéncia da
MB-PDT. Em contrapartida, como o efeito final causado foi diferente e
sabendo-se que o tempo de reatividade desta molécula € pequeno e
dependente do microambiente onde foi gerado (OLIVEIRA et al., 2011), é
discutivel se as células apresentam capacidades diferentes de lidar com o
dano oxidativo gerado, se o tipo de mecanismo de morte acionado
favoreceria uma linhagem em detrimento das outras ou se no tipo celular
mais resistente as espécies reativas estariam sendo formadas em um
microambiente que nao favorece a sua reatividade.

O estresse oxidativo tem sido implicado no desenvolvimento e
progressao do cancer, o que sugere que um tratamento antioxidante possa
ser uma forma de protecao para os tumores (LIU et al., 2016). Por outro
lado, terapias pro-oxidantes, incluindo a radiacdo ionizante e agentes
guimioterapicos, sao amplamente utilizados em clinicas, baseando-se no
principio de que um grande estimulo oxidativo pode provocar o colapso dos
sistemas antioxidantes, levando a morte celular. No entanto, esta ultima
abordagem fornece resultados insatisfatérios em tumores primarios que
expressam enzimas antioxidantes em niveis muito elevados, levando a uma
resisténcia dessas células a terapia (TRAVERSO et al., 2013). Sabendo-se

gue a PDT é uma terapia pré-oxidante e, portanto, capaz de causar o
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colapso dos sistemas antioxidantes, avaliamos se a diferenca na capacidade
de lidar com o dano oxidativo seria a razao que explicaria a diferenca de
sensibilidade a MB-PDT entre as linhagens estudadas neste trabalho.
Dentre os sistemas envolvidos na manutencdo do equilibrio redox
intracelular, a glutationa desempenha um papel principal (TRAVERSO et al.,
2013; LIU et al., 2014). A glutationa é um tripeptideo linear, constituido
por acido glutamico, cisteina e glicina, contendo um grupo tiol na cisteina,
que participa em inumeras funcdes celulares em mamiferos. Ela é
predominantemente encontrada no seu estado reduzido (GSH) ou como seu
mais comumente produto de oxidacdo observado, GSSG, que é formado a
partir de duas moléculas de glutationa ligada por uma ligagdo dissulfeto, e
é convertido em seu estado reduzido pela enzima glutationa redutase
utilizando o NADPH gerado principalmente pela via das pentoses fosfato. O
sistema redox GSH / GSSG mantém um ambiente redutor global na célula,
sendo a desintoxicagao celular uma das fungdes principais da glutationa
(LIU et al., 2014). ]a foi demonstrado que células TNBC apresentam uma
diminuicao nos niveis de GSH em comparacdo com os outros tipos celulares
(PELICANO et al., 2014). Sabendo-se que linhagens que contém baixos
niveis de GSH tendem a ser mais sensiveis a terapias que envolvem a
ativacao desta maquinaria redox (TRAVERSO et al., 2013), foi avaliado se
no nosso modelo os niveis basais de GSH eram diferentes entre as linhagens
estudadas. Os resultados obtidos confirmaram que as células TNBC
apresentam niveis mais baixos de GSH intracelular e que, portanto, este

fato pode estar relacionado com a menor capacidade destas em responder
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ao estresse oxidativo induzido pela MB-PDT. Este resultado ajuda a explicar
as diferencas observadas entre os modelos estudados e reforca a MB-PDT
como uma estratégia terapéutica com grande potencial para efetivamente
matar as células tumorais para as quais nao existem alvos terapéuticos
especificos, pelo simples fato de impactar propriedades metabdlicas
diferentes daquelas encontradas em tecidos normais.

A quantificacdo da morte celular é o fator critico para se determinar
o potencial de um composto ou de uma terapia em eliminar as células do
tumor. Os nossos resultados comprovaram o potencial da MB-PDT para este
fim. Porém, um melhor entendimento sobre os diferentes efetores e as vias
ativadas responsaveis por modular a citotoxicidade é fundamental para se
aprimorar o tratamento (Hoi et al, 2012). Existem poucos estudos in vitro
detalhando sistematicamente os mecanismos moleculares induzidos por
PDT que comparam os efeitos tanto em células tumorais como em
“normais”. Inicialmente, acreditava-se que a PDT matava as células apenas
por apoptose ou necrose acidental, porém, através de relatos mais recentes
acredita-se que o mecanismo de morte celular provocado pela PDT é na
verdade dependente das condicdes de tratamento empregadas, da
natureza, concentragao e localizagao intracelular do Ps, além do tipo celular
(Garg et al, 2011; Castano et al, 2005). Neste trabalho foram avaliadas
diferentes vias de morte celular que poderiam ser responsaveis pelo efeito
da MB-PDT, levando em consideracdo parametros de quantidade de energia
empregada e concentracao e localizagao intracelular do Ps em mais de um

tipo celular.
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Em células MCF-7 expressando caspase-3 de forma induzida, apds Pc-
PDT foram observadas caracteristicas tipicas de apoptose s6 apds 24 horas
de tratamento (XUE; CHIU; OLEINICK, 2001). Hoi e colaboradores
demonstraram que a apoptose € o mecanismo principal responsavel pela
morte tumoral em MCF-7 apds Pa-PDT (PDT com feoforbida). Em células de
melanoma foi revelado que a ativagao de apoptose apés MB-PDT é dose-
dependente, mas que este mecanismo é apenas parcialmente responsavel
pela eficacia da terapia (WAGNER et al., 2012). J4 em células de carcinoma
de ovario A2780, a marcagdo de nucleos com Hoechst 33342 suportam a
ideia de que nao ocorre apoptose apds tratamento com cisplatina e ativacao
com UVA (WESTENDORF et al., 2012). No presente trabalho foram
apresentados resultados mostrando que, para as trés linhagens, a
morfologia dos nucleos ndao apresentou a classica aparéncia dos nucleos
apoptoticos, caracteristico de morte celular por apoptose, indicando nao ser
este o0 mecanismo principal responsavel pela morte celular.

Outros autores também afirmam que o tipo predominante de morte
celular depende do protocolo de PDT adotado, e que pode haver variagoes
de apoptose a necrose, dependendo, por exemplo, da dose de Ps ou de luz
utilizada (AGOSTINIS et al., 2011). No presente estudo nao foi observada
presenca de tracos apoptoticos apds qualquer dose de MB, tempo de
tratamento ou irradiacao utilizados. Também ndo houve atividade
significativa da caspase-3 efetora em nenhum tempo analisado apos MB-
PDT. Além disso, a viabilidade celular ndo foi completamente restaurada

com a utilizacdo de inibidores de caspases. Outro fator que suporta a
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possivel participacao de outras via de morte é o fato de que a acao da MB-
PDT nao poderia ser exercida exclusivamente por apoptose, uma vez que
as células MCF-7, que expressam uma forma inativa da caspase-3 (XUE;
CHIU; OLEINICK, 2001; DEVARAJAN et al., 2002), morrem apos MB-PDT.
Outro dado que comprova que a apoptose ndo é o principal
mecanismo de morte ativado pela MB-PDT nessas células, foi o fato de
nenhuma das condicdes de tratamento testadas ter levado a uma
diminuicdo nos niveis de BCL2 em relagao aos niveis de BAX. Inclusive, para
as células MCF-10A e MDA-MB-231, em algumas condicdes observou-se o
aumento da proteina anti-apoptotica em relagdo a pré-apoptética. Isso
poderia, a0 menos em parte, ser explicado pelo crescimento do tumor
frequentemente levar a hipdxia, uma vez que o tecido tumoral em
crescimento passa por um quadro de baixo suprimento de sangue e
oxigénio. As células tumorais em resposta a condigdes suaves de hipodxia
tém ativacdo constitutiva do fator de transcricao HIF-1, que, por sua vez,
conduz a transcricao de genes envolvidos no metabolismo anaerdbico,
inflamagao e mecanismos antioxidantes. Como resultado, dispara-se um
processo inflamatorio, estimulo da angiogénese e aumento do processo de
metdstase (SEMENZA, 2007), que é uma caracteristica das células do tipo
TNBC. Quando em condicdes agudas de hipdxia ou andxia, as células
tumorais apresentam uma hiperativacao de HIF-1 e, consequentemente
aumento das respostas para fins de sobrevivéncia (BROEKGAARDEN,
2015). A ativacdao de HIF-1 tem sido observada em varios estudos de PDT

(GOMER, 2012). No contexto de morte celular, HIF-1 tem influéncia ao
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regular proteinas da familia BCL2 (como BCL2, BCL-XL), por meio da
ativacdo da transcricao de seus genes (BROEKGAARDEN, 2015). Neste
trabalho foi observado o aumento expressivo de BCL2 nas células do tipo
TNBC submetidas a MB-PDT. Diante do exposto, este aumento pode ser
uma resposta deste tipo de células como tentativa de adaptacao ao dano
sofrido pela MB-PDT. No presente estudo, nao foi avaliado se os danos
provocados pela MB-PDT modulariam os niveis de HIF-1 e se isso ocorreria
de forma diferencial entre as linhagens estudadas. Caberia, portanto, uma
avaliacao dos niveis de HIF-1, basais e apos o tratamento, para estudar se
existe associacdo entre a ativacao diferencial deste fator e a sobrevivéncia
das células mais resistentes a MB-PDT.

As espécies reativas do oxigénio (ROS) estao envolvidas numa
série de processos, podendo desencadear a oxidacdao do citocromo-c
presente na mitocondria. O citocromo-c oxidado, se liberado para o citosol,
é capaz de ativacao da cascata de caspases, responsaveis pela morte por
apoptose. A liberacdo de citocromo-c para o citosol ocorre através de um
processo conhecido como permeabilizacao da membrana mitocondrial
externa (MOMP) e este processo envolve a ativacao dos membros pro-
apoptoticos da familia BCL2, BAX e BAK (ANDERSEN; KORNBLUTH, 2013).
Neste contexto, a inibicao de formacao da MOMP deveria citoproteger a
célula de um dano oxidativo induzido. Porém, ao invés de citoproteger, essa
estratégia aumentou a sensibilidade das células ao tratamento com MB-
PDT. Este dado reafirma que o mecanismo inicial de morte ativado pela MB-

PDT nao seria o processo de apoptose classica e configura-se como sendo
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um processo independente da mitocondria. Por outro lado, a inibicdo da
formacdo da MOMP também impede a liberacao para o citosol dos inibidores
de apoptose (IAPs) apdés a MOMP (DUPREZ et al., 2009). Sem a presenca
de IAPs o processo de apoptose estaria facilitado nas células tratadas com
MB-PDT, o que explicaria o aumento da morte celular observado na
condicao de cotratamento com o inibidor de BAX. Mesmo quando a
morfologia nuclear das células submetidas a PDT na presenca do inibidor de
Bax nao apresentassem evidéncias de apoptose, estudos bioguimicos mais
aprofundados deveriam ser levados a cabo a fim de poder chegar a uma
conclusao mais definitiva sobre este tdpico.

A independéncia da mitocéndria para a morte apdés MB-PDT foi
confirmada apds demonstrarmos que o MB ndo esta presente na sua forma
ativa para reagir com o oxigénio e a luz na mitocondria e, portanto, sem
possibilidade de que esta organela esteja sendo danificada pela MB-PDT.
Também ja foi relatado na literatura que o MB quando presente nas
mitocondrias pode se encontrar em estado reduzido e portanto, sem
potencial para ser fotoativado (OLIVEIRA et al., 2011). Esta é uma outra
explicacdao para nao poder ser esta organela o alvo principal para o dano
oxidativo causado pela MB-PDT. Apesar de nao termos avaliado se a
mitocondria esta funcional nas células apds o tratamento com MB-PDT,
pelas evidéncias acima expostas descartamos ser a apoptose o0 mecanismo
principal responsavel pela morte das células apés MB-PDT.

As células podem responder diferencialmente a um mesmo estimulo

de morte, dependendo da rede de sinais gerados em locais especificos, ja
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gque, como mencionado anteriormente, o primeiro alvo das reacoes
fotoguimicas resultantes da ativacao do Ps sao as moléculas mais préximas
fisicamente a ele (GALLUZZI; BRAVO-SAN PEDRO; KROEMER, 2014).
Estudos anteriores que exploraram a localizagao subcelular do MB indicaram
que este Ps apresenta maior tendéncia em se acumular nos lisossomos das
células vivas (OLIVEIRA et al.,, 2011). No presente estudo foram
confirmamos estes dados. Além disso, pela primeira vez, foram geradas
provas de padroes diferenciais de concentragao do MB nos lisossomos em
diferentes linhagens de células epiteliais derivadas do mesmo tecido. Um
fato interessante observado foi que nas células do tipo TNBC, que se
mostraram mais sensiveis a MB-PDT, a localizacdo lisossomal do MB foi
mais evidente. Uma vez que a localizacdo do Ps esta diretamente
relacionada com o tipo e extensao do dano causado (BACELLAR et al.,
2015), este dado também contribui para explicar a sensibilidade diferencial
observada entre as trés células analisadas. Uma forma de comprovar que a
localizacao diferencial do MB influencia no efeito final da MB-PDT é
considerar que o microambiente intracelular influencia na reatividade do 10>
gerado pela PDT e analisar o tempo de meia vida intracelular desta molécula
apos a fotoativacdo do MB. Outra abordagem seria a avaliacdo da
participacao de outras organelas importantes para a morte celular induzida
por estresse oxidativo, como é o caso do reticulo endoplasmatico (RE). Uma
vez o MB localizado no RE poderia se avaliar se as vias de resposta ao
estresse mediadas por esta organela teriam participagao no processo de

morte ativado pela MB-PDT.
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No que diz respeito a localizagao lisossomal de MB, foi explorado o
papel da autofagia basal nas linhagens de células estudadas e a ativacao
desta via no contexto de MB-PDT. A autofagia parece ter diferentes funcoes
nos tumores, desempenhando um papel complexo na sua iniciacdo e
progressao, mas também protegendo contra os efeitos deletérios das ROS.
Durante as etapas iniciais da formacao de tumores in vivo, antes que ocorra
a vascularizacao, a autofagia é necessaria para a sobrevivéncia das células
sob as condigOes de hipdxia. No tumor totalmente estabelecido, a autofagia
parece funcionar como um supressor de tumor, uma vez que deficiéncias
nesta via estao associados com a transformacao maligna e carcinogénese.
Estudos tém demonstrado que as células cancerosas expressam niveis
menores das proteinas relacionadas com a autofagia LC3-II e Beclina-1
(BECN1) do que as células epiteliais normais (ZARZYNSKA, 2014). Nossos
resultados, comparando o nivel basal de autofagia entre as linhagens,

III

comprovam que a linhagem “normal” MCF-10A apresenta maiores niveis de
LC3-II em relagao as linhagens tumorais MCF-7 e MDA-MB-231. Além disso,
observamos o inverso com os niveis da proteina p62, que sao maiores nas
linhagens malignas. Também conhecida como sequestossoma 1 (SQSTM1),
a p62 é uma proteina citoplasmatica multifuncional, capaz de se ligar nao
covalentemente a ubiquitina e varias proteinas de sinalizacdao, sugerindo
um papel regulador conectado a via da ubiquitina-proteassoma e agindo
como um substrato seletivo do processo de autofagia. Quando essa via

encontra-se interrompida, p62 se acumula e forma agregados contendo

ubiquitina (RUSTEN; STENMARK, 2010). Uma fungao importante na
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promocgao de sinais de sobrevivéncia tem sido associada a p62, incluindo
proliferacdo, diferenciacdo e inducdo de genes anti-apoptéticos. A
expressao anormal de p62 tem sido documentada em varios tipos de
cancer, incluindo o da mama, e o grau de expressdao de p62 ja foi
significativamente correlacionado com a formagao de metastases distantes.
Assim sendo, existem relatos de que a superexpressao de p62 estaria
associada a tumores do tipo TNBC, que exibem um comportamento clinico
agressivo (LUO et al., 2013). Os resultados obtidos pelo nosso grupo
corroboram esta correlagao e, junto a analise de expressdo de LC3-1I, estes
dados indicariam uma maior eficiéncia do processo autofagico nas células
“normais” MCF-10A. Com um processo de degradacao e reciclagem mais
eficiente, a célula “normal” tenderia a ser mais capaz de se recuperar dos
danos oxidativos causados pela MB-PDT, sendo, também por este fato, mais
resistente a terapia.

A autofagia modula a viabilidade das células. No entanto, o papel
da autofagia como mecanismo de morte celular é controverso. A presenca
de vacuolos autofagicos em células que estdo em processo de morte pode
ser interpretada de duas maneiras: ou a autofagia foi ativada em uma
tentativa de sobrevivéncia, ou é uma parte do processo de morte celular
(O'REILLY et al., 2015). A relacao entre autofagia e morte celular em
PDT tem sido constantemente discutida na literatura. Alguns estudos
apontaram esta via como responsavel pelos danos as células geradas por
diferentes Ps (PANZARINI; INGUSCIO; DINI, 2011; XU et al., 2013). Outros

mostraram que este tipo de morte celular ocorre apenas se a célula é
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resistente a apoptose classica, tal como um resultado de mutacdes em
genes essenciais relacionadas com a apoptose, como membros da familia
BCL2 ou das caspases (XUE et al., 2007; REINERS et al., 2010). Os dados
aqui apresentados mostraram que a intensificacdo da via autofagica pela
MB-PDT resulta em citoprotecao, no caso das linhagens que nao
apresentam mutagOes para proteinas das vias apoptética ou autofagica, ou
citotoxicidade, para o caso das células que sdo resistentes a morte por
ativacdo de caspase-3 e tem menor capacidade autofagica por delecdo
monoalélica de BECN1.

Dados na literatura suportam ainda que BECN1 pode agir alterando
a expressao de varias outras proteinas relacionadas com o processo de
autofagia, tais como ATGS5 e UVRAG (JIANG; MIZUSHIMA, 2014). Uma
prova mais importante que liga disfuncdes na autofagia com cancer vem de
estudos que demonstram que a inibicao da autofagia em camundongos,
pela delecao de BECN1, aumenta a proliferacao celular e a frequéncia de
neoplasias espontaneas (cancer de pulmao, figado e linfomas), bem como
hiperplasia mamaria, e acelera o desenvolvimento de lesGes pré-malignas
induzida por carcinogénicos. Delecdes monoalélicas de BECN1 tem sido
detectada em 40-75% dos casos de cancer da mama, do ovario, e tumores
de prostata humanos e essa expressao anormal de BECN1 em varios tipos
de biopsias de tumores se correlaciona com mau progndstico da doenca. A
MCF-7 e outras muitas linhagens celulares de carcinoma da mama, embora
poliploides para o cromossomo 17 (onde o gene BECN1 é alocado),

apresentam delecdes de BECN1 em um ou mais alelos (DALBY et al., 2010;
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ZARZYNSKA, 2014). Esse fato explica a menor estimulacao da autofagia
nas células MCF-7 tratadas com MB-PDT, bem como os resultados de menor
efeito da MB-PDT quando do silenciamento de ATG5 e a maior sensibilidade
a terapia quando a autofagia foi estimulada.

Diferentes vias de sinalizacdo para sobrevivéncia sao
constitutivamente ativadas em células tumorais. Esta caracteristica aliada
ao fato dos tumores serem resistentes a mecanismos classicos de morte é
um ponto relevante na escolha e na concepcdo de terapias anticancer, que
para serem eficientes, deveriam ser capazes de ativar a morte das células
por diferentes vias (PANZARINI; INGUSCIO; DINI, 2011). No presente
estudo foi mostrado que apoptose e autofagia estdo relacionadas, mas nao
sao o principal mecanismo responsavel pela morte das células tratadas com
MB-PDT, e foram proporcionadas fortes evidéncias de que existe a indugao
de mecanismos de necrose regulada. O mecanismo de necroptose,
dependente da proteina RIPK1, participa de forma expressiva,
independente da célula analisada. Junto a permeabilizacdo da membrana
do lisossomo, da qual forma mostrados indicios de estar acontecendo nas
células tratadas com MB-PDT, pode-se afirmar que as vias de necrose
regulada sao ativadas pela MB-PDT e que estas sao as principais
responsaveis pelo seu efeito final. Com o conjunto de dados apresentados
neste trabalho, foi mostrado pela primeira vez que a MB-PDT é capaz de
ativar multiplas vias de morte, dependendo do tipo celular. Seria
interessante explorar mais os diferentes mecanismos de necrose regulada

gue estdao sendo descritos recentemente na literatura. A partir dos nossos
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resultados € muito pertinente avaliar mais profundamente o mecanismo de
necroptose, avaliando a expressdo e o efeito da inibicdo de proteinas
downstream a RIPK1. Também seria inédito demonstrar mais
detalhadamente o mecanismo de LMP induzida por MB-PDT, uma vez que
dados preliminares nossos interessantemente mostram uma atividade
citosdlica de catepsina-B/L apdés MB-PDT, o que é indicativo de dano
lisossomal.

Outra caracteristica das células tumorais, além da resisténcia a
mecanismos de morte celular programada, mas que €& igualmente
importante para a manutencao do tumor, é a capacidade de evasao do
sistema imune (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Dessa forma, a capacidade
de estimulacao do sistema imune por uma terapia pode torna-la ainda mais
efetiva no tratamento do cancer. Neste sentido, outro ponto a ser explorado
a fim de promover a MB-PDT como tratamento alternativo para o cancer foi
o de avaliar a sua capacidade de ativar o sistema imune do hospedeiro para
eliminacao completa do tumor.

A ativacao do sistema imune neste contexto depende essencialmente
da interacao sinérgica entre células imunes e as células tumorais mortas.
Por conseguinte, o tratamento deve envolver a acao citotdxica direta sobre
células tumorais com potencial para estimular o sistema imunoldgico com
base no reconhecimento de sinais emitidos pelas células danificadas, os
chamados DAMPs (do inglés - Damage Associated Molecular Patterns)
(PANZARINI; INGUSCIO; DINI, 2011). Na nomenclatura recente sobre

morte celular, o processo de morte que envolve a exposicao destes sinais
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citotoxicos que sdo depois reconhecidos por células apresentadoras de
antigenos tem sido classificado como morte celular imunogénica (ICD - do
inglés Immunogenic Cell Death) (GARG; DUDEK; AGOSTINIS, 2013;
ADKINS et al., 2014).

Apesar de ser uma estratégia ideal, poucas terapias convencionais
sao capazes de ativar a ICD e, portanto, serem realmente eficientes na
eliminagao do tumor (INOUE; TANI, 2014). Recentemente tem sido
demonstrado que a PDT utilizando alguns tipos de Ps, como a hipericina e
a fotofrina, é capaz de ativar ICD, mas este fendmeno ndo ocorre para todos
os compostos Ps (GARG; DUDEK; AGOSTINIS, 2013; PANZARINI et al.,
2014) e pouco se sabe sobre o impacto da PDT no sistema imune humano
(ADKINS et al., 2014). Este aspecto ainda nao tinha sido explorado com o
MB até este trabalho, onde foi demonstrado que a MB-PDT tem potencial
de ativar uma resposta pré-inflamatoria do sistema imune, por estimular a
proliferacdo de linfécitos T CD4+, o que na pratica resultaria em uma
eliminagao completa do tumor, sem deixar possibilidade de recorréncia da
doenca. Contudo, identificar os tipos de DAMPs liberadas pelas células apds
MB-PDT e determinar qual o tipo de resposta imune é ativada ainda seria
muito importante para uma melhor caracterizacao dos efeitos sistémicos da
MB-PDT mediados pelo sistema imune.

Além da eliminacao completa do tumor, uma grande vantagem das
vias oncoimunoldgicas ativadas por PDT, considerando-se a agao localizada
na regidao primaria do tumor, € que estas podem desencadear uma resposta

imune antitumoral mediada por Células T especificas para o antigeno das
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células tumorais, sendo desta forma capaz de agir em células tumorais
distantes que ndao foram primariamente atingidas pela PDT (efeito abscopal)
(BROEKGAARDEN, 2015). Esta observacao é um fato muito importante para
promoc¢ao da PDT como tratamento antitumoral, uma vez que vem
combater a maior critica associada a utilizacao desta terapia na clinica, que
seria a sua limitacdo para o tratamento de tumores em estagios mais
avangados.

De um ponto de vista oncoldgico, é de fundamental importéncia a
terapia ser capaz de atingir o objetivo final de eliminar completamente as
células tumorais (KREUZALER; WATSON, 2012). Nesse sentido, no presente
estudo foi demonstrado que a MB-PDT tem este potencial, tanto pela
ativacao de diferentes vias de morte celular, como pela estimulagao do
sistema imune. Porém, apesar de analises funcionais de terapias para
controle do cancer e da sua proliferacao ser facilitado pela disponibilidade
de linhagens imortalizadas, isoladas de tumores humanos e que sao
caracterizadas e adaptadas para cultivo em monocamada em laboratodrio, é
fundamental levar em consideracdo as interacdes entre células e o
microambiente tecidual para se comprovar a eficacia de um determinado
tratamento. Uma cultura de células 3D é um ambiente criado artificialmente
no qual as células podem crescer em uma citoarquitetura mais parecida
com a real e interagindo com uma matriz extracelular. Como o cultivo de
células em 3D apresenta uma heterogeneidade, pela formacdo de
microambientes e exposicao diferencial a diversos fatores como nutrientes

e oxigénio, este representa um modelo importante para estudo de
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localizacao, incorporacao e bioatividade de drogas (Nandakumar et al,
2012). Neste trabalho foi também levado em consideragdo a complexidade
do microambiente do tumor, realizando testes da MB-PDT em células
cultivadas em esferoides (cultivo 3D), como descrito por Lee e
colaboradores (2007).

Poucos trabalhos lancaram mao desta estratégia para demonstragao
do efeito da PDT. Wright e colaboradores conseguiram 60% de morte celular
em esferoides de MCF-7 utilizando mTHPC-PDT, sendo também observado
toxicidade no escuro superior aos resultados aqui apresentados utilizando
MB como Ps (WRIGHT et al., 2009). O nosso grupo demostrou que quando
€ permitido o restabelecimento de caracteristicas bioquimicas e
morfoldgicas que se assemelham as condigdes das células no seu ambiente
in vivo a MB-PDT também é eficiente e é ainda mais seletiva. Esta resposta
preferencial da MB-PDT em células tumorais pode ser devido ao efeito
protetor exercido pela organizacao da membrana basal do tecido nao
tumoral (KENNY et al., 2008; BISSELL; GHAJAR; LEE, 2012). Este dado
enriquece ainda mais este trabalho no sentido de reforgar a seletividade da
MB-PDT utilizando células tumorais de mama. Seria valido avaliar se os
mecanismos de morte ativados sao diferentes da condicao em
monocamada, o que ajudaria também a explicar a maior seletividade da
MB-PDT em esferoides. Diante de dados tao promissores, torna-se também
fundamental a avaliagdo da eficacia da MB-PDT in vivo, aplicando o
tratamento em modelo animal para tumor de mama ou em massas de

tumores primarios, isoladas de pacientes para se avaliar a citotoxicidade e
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a seletividade neste contexto. Ainda assim, a melhor analise da eficacia da
MB-PDT seria a sua aplicacdao junto a pacientes que ja se encontram em
tratamento, para avaliar se a terapia ajuda na remocao total do tumor,
atuando nas células resistentes as terapias convencionais, diminuindo o
risco de metastases. Ou ainda ajudando na melhora do quadro clinico de
pacientes em estagios avangados. Existem muitas formas de aplicacdo da
PDT, que incluem a aplicacao local ou sistémica, por via endovenosa, do Ps
e irradiagao utilizando um sistema de entrega de luz localizada na regiao a
ser tratada (CELLI et al., 2010). Para melhor efeito do tratamento em
tumores na mama nos propomos um tratamento localizado, no momento
da cirurgia de remogao do tumor, para que seja acessivel tanto ao MB como
a fonte de luz, ndo sendo o acesso ao tumor uma limitacdo para utilizacdo
desta pratica. Desse modo a MB-PDT estaria atuando como uma forma de
garantir que caso alguma célula maligna tenha restado no local de ablacao
do tumor, ela sucumba por MB-PDT sem danificar o tecido adjacente,
diminuindo as chances de recidiva.

Como resumo dos resultados obtidos nesta tese, na Figura 34
elaboramos um esquema dos mecanismos mais importantes acionados pela
MB-PDT. O conjunto de resultados obtidos neste projeto contribuem para
esclarecer mecanismos moleculares desconhecidos e demonstram a eficacia
da MB-PDT in vitro e apontam para o seu potencial como terapia alternativa
para este tipo de tumor, principalmente para os casos mais agressivos,
deixando em aberto a necessidade dos testes in vivo fundamentais para o

desenvolvimento e viabilizacdo dessa estratégia na clinica.
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Figura 34: Resumo dos efeitos da MB-PDT nas células derivadas do tecido mamario
humano. MB-PDT induz expressiva morte celular em linhagens tumorais, mas ndao em células
normais derivadas do mesmo tecido. O aumento dos niveis de GSH sdo importantes para a
resisténcia da célula ao estresse oxidativo induzido por MB-PDT. A autofagia é ativada por MBPDT
como mecanismo de resposta citoprotetor, exceto quando as células sdo deficientes na
execugdo deste mecanismo de resposta ou é resistente a algum mecanismo classico de morte (por
exemplo, as células MCF-7). A apoptose é induzida, mas ndo é o mecanismo de morte
predominante e, a partir da comprovagao da ativacdo do mecanismo de necroptose e da
observacao de permeabilizagdo da membrana lisossomal, propde-se que os principais
mecanismos responsaveis pela morte de células submetidas a MB-PDT sejam vias de necrose
regulada. A morte das células tratadas com MB-PDT libera fatores imunogénicos que sdo capazes
de estimular o mecanismo de morte celular imunogénica no tecido tratado.
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Conclusoes

Quando comparado com outros estudos de PDT com cancer de mama,
a MB-PDT tem grande potencial de acdao em eliminar células tumorais de
mama com diferentes propriedades invasivas, mas sendo de agao mais
expressiva em tumores do tipo mais agressivo, sem apresentar
citotoxicidade do MB no escuro. Estes resultados superam uma ressalva
importante em muitos estudos sobre PDT que utilizam Ps que apresentam
toxicidade no escuro e que abordam o efeito da terapia em apenas uma
linhagem de células ou em linhagens originadas de tecidos diferentes.

Neste trabalho nos preocupamos em manter um enfoque mais
terapéutico, visando desvendar os mecanismos envolvidos, mas mantendo
a intencao inicial da importancia da eficacia, toxicidade, factibilidade e
seletividade. Foi demonstrado, pela primeira vez, que as células "normais"
de epitélio mamario sdao mais resistentes a MB-PDT do que as células
tumorais derivadas do mesmo tecido. Estas sdo caracteristicas
fundamentais para a utilizagao segura da terapia, reforcando o fato de que
uma das vantagens da PDT sobre outros tipos de tratamentos para o cancer
é a possibilidade de gerar menos efeitos colaterais para os pacientes.

Sobre os mecanismos envolvidos foi revelado que a MB-PDT é capaz
de ativar diferentes vias de morte celular, sendo, portanto, capaz de
contornar diferentes mecanismos de resisténcia inerentes as células
tumorais. Além disso foi possivel demonstrar o potencial imunogénico da
MB-PDT, pontuando mais uma vantagem desta terapia para o tratamento

do cancer.
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Com relacao a efetividade desta terapia em modelos mais complexos,
utilizando o cultivo de células em esferoides, que retomam as
caracteristicas do tumor em seu ambiente tumoral in vivo, foi reconfirmado
o potencial da MB-PDT em eliminar seletivamente as células malignas. Esse
resultado é de extrema importancia para suportar a hipétese de que a MB-
PDT pode ser eficaz no tratamento do cancer de mama in vivo.

Finalmente, com o conjunto de dados obtidos neste estudo, propomos
que MB-PDT poderia ser uma alternativa terapéutica eficaz e segura para o
controle de proliferacao de células tumorais de mama, com possibilidade

minimizar de forma drastica os efeitos colaterais.
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Os resultados obtidos neste trabalho proporcionaram novas
perguntas que nos permitem propor as seguintes perspectivas para
continuacao deste estudo:

e Avaliar a presenca do MB no reticulo endoplasmatico e se o efeito de
morte induzido pela MB-PDT esta associado a ativacao do estresse de
reticulo.

e Calcular o tempo de meia vida da molécula de 10; e avaliar se este fator
seria também responsavel pelo efeito diferencial na morte entre as
linhagens estudadas.

e Avaliar a expressdo de HIF-1, basal e apds o tratamento, para avaliar
se existe uma associagao entre a ativacao diferencial deste fator e a
sobrevivéncia das células mais resistentes a MB-PDT.

e Realizar mais experimentos explorando a via da necroptose, como a
avaliacdo da expressao de RIPK3, inibicao desta proteina e avaliacdo da
resposta da célula a MB-PDT, avaliacdao da fosforilagdo de MLKL e
silenciamento desta proteina e avaliacdo da resposta da célula a MB-
PDT.

e Confirmar os resultados de LMP nas células tratadas com MB-PDT com
experimentos de imunofluorescéncia, utilizando anticorpos contra
catepsinas, e utilizar inibidores destas enzimas para avaliar a resposta

das células a MB-PDT.
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Verificar se a fungao mitocondrial estaria prejudicada apés MB-PDT para

confirmacdao dos dados de independéncia da mitocondria para o

processo de morte.

e Identificar os tipos de DAMPs liberadas pelas células apos MB-PDT e
determinar qual o tipo de resposta imune é ativado.

e Avaliar se as vias de morte ativadas nos esferoides tratados com MB-
PDT sdo as mesmas observadas nas células em monocamada.

e Realizar testes da MB-PDT in vivo em modelos animais para o cancer de
mama.

e Avaliar a eficacia desta terapia para o tratamento de outros tipos de

tumores.
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