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RESUMO

YAYA-CANDELA, Angela Paola. Dano fotoinduzido no sistema endolisossomal: modulagao
da autofagia e metabolismo de lipidios em células de cancer colorretal. Tese (Doutorado
em Bioquimica). Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo. Sdo Paulo, 2022.

O cancer colorretal (CCR) é o terceiro cancer mais diagnosticado em humanos. O CCR
causou mais de 900.000 mortes em 2020 e foi estimado, para o periodo entre 2020 - 2025,
um incremento de 13.5 % no numero de casos novos de acordo com a plataforma Web
Global Cancer Observatory. A Terapia Fotodindmica (PDT) é uma alternativa terapéutica
promissora. Conhecer as vias de sinalizacdo de morte celular, assim como, as respostas
associadas com a resisténcia ao dano foto-oxidativo, sdo relevantes para incrementar a
eficiéncia da PDT. Neste trabalho, investigamos como as células de adenocarcinoma
colorretal HT — 29 respondem ao dano fotoinduzido gerado pelo fotossensibilizador (FS)
meso-tetrafenilporfirina dissulfénado (TPPS,,), uma molécula que é ativada pela irradiacdo
com luz em 522 nm. Como esperado, apés irradiacdo (2.1 J cm’) foi verificado gue com o
incremento do TPPS,, houve diminuicdo da viabilidade celular. A concentragdao do FS
escolhida para darmos seguimento ao estudo foi a necessaria para reduzir em 30 % a
sobrevida celular (DL3p; 148 nM). Abordagens moleculares nos permitiram identificar que
nas células fotossensibilizadas a reducdo na maturacdo da catepsina D (CTSD, 55 %) e da
catepsina B (CTSB, 52 %) contribuem com a disfun¢do endolisossomal. Além disso,
comprovamos que as células fotossensibilizadas tiveram, pela menor quantidade de CTSD
ativa, o processamento da prosaposina (PSAP) significativamente afetado. Células coletadas
apos 24 horas de irradiacdo expressaram 7 vezes mais PSAP do que as amostras dos grupos
controle, sugerindo que as reacdes de oxidacdo causadas pelo TPPS,, podem ocasionar o
acumulo de glicoesfingolipidios nos endossomos e nos lisossomos, mimetizando o fenétipo
observado em doengas de armazenamento lisossomal. Imagens de células HT — 29 com
expressao estavel da proteina LGALS3 fusionada ao marcador EFGP mostraram que, apés 24
horas de irradiacdo, as células ndo ativaram a lisofagia para remover os endossomos e os
lisossomos danificados. A auséncia do recrutamento da LGALS3 também apontou que as
membranas dos endossomos e dos lisossomos ndo apresentam rupturas permanentes que
permitam a passagem de uma molécula de 26 kDa. Experimentos complementares de
andlise da expressdo proteica dos marcadores autofagicos LC3-1l e p62/SQSTM1 (referida
como p62) confirmaram o bloqueio do fluxo autofagico nas células fotosenssibilizadas.

Pelo envolvimento do sistema endolisossomal no trafego de membranas e no fluxo
de lipidios, o aumento da transcricdo da Hidroximetilglutaril-CoA reductase (HMGCR) (= 1.6
vezes) — uma enzima envolvida na sintese de novo do colesterol - sugeriu que a disfuncado
dos endossomos e dos lisossomos altera a distribuicdo de colesterol. Ndo obstante, para
manter a homeostase lipidica nas células fotossensibilizadas este ndo foi o Unico mecanismo



compensatorio acionado, uma vez que houve um incremento sutil; porém, significativo (1.2
vezes) na transcri¢gdo da ceramidase acida (ASAH1).

Em conjunto, nossos dados apontam que a fotossensibilizagdo com TPPS,, constitui
uma ferramenta promissora para causar dano no sistema endolisossomal, inibindo a
autofagia e permitindo o estudo das respostas metabdlicas em células expostas a estresse
oxidativo.

Palavras chave: TPPS,,, catepsina, colesterol, estresse, lisofagia, oxidacao.



ABSTRACT

YAYA-CANDELA, Angela Paola. Endo-lysosomal system photodamage: modulation of
autophagy and lipid metabolism in colorectal cancer cells. Ph.D. thesis in Biochemistry.
Instituto de Quimica, Universidade de Sdo Paulo. Sdo Paulo, 2022.

Colorectal cancer (CRC) is the third most commonly diagnosed cancer in humans. CRC
caused more than 900,000 deaths in 2020 and it was estimated for the period 2020 - 2025,
an increase of 13.5 % in the number of new cases according to the Global Cancer
Observatory Web platform. Photodynamic Therapy (PDT) is a promising therapeutic
alternative. Understandings of cell death signaling pathways as well as the adaptive
responses associated with resistance to photo-oxidative damage are relevant to optimize
the effectiveness of PDT. For this purpose, in this research, we investigated how HT-29
colorectal adenocarcinoma cells respond to photosensitization reactions generated by
TPPS,,, @ molecule activated by irradiation with light at 522 nm. PS concentrations displayed
increased inhibitory effect on cell viability after irradiation (2.1 J cm?). The lethal dose
selected to photosensibilize cells was the TPPS,, concentration able to reduce 30 % of cell
survival (LD3g; 148 nM). By molecular methods, we observed a reduction in cathepsin D
(CTSD, 55 %) and cathepsin B (CTSB, 52 %) maturation, depletion that may contribute to
endo-lysosomal dysfunction in photosensitized cells. It is widely known that endo-lysosomal
cathepsins are crucial in protein turnover and degradation. Thus, we focused on the
consequence of CTSD reduction. Literature data indicate that CTSD plays a key role in
prosaposin (PSAP) processing to the four saposins (SAPs) that are required in
glycosphingolipids breakdown. In fact, our results in photosensitized cells showed that, due
to the lower amount of active CTSD, PSAP processing was significantly affected. Cells
collected after irradiation expressed 7 times more PSAP than cells from the control groups.
This data suggest that oxidative photodamage induced by TPPS,, may result in
glycosphingolipid-accumulating endosomes and lysosomes, phenotype which mimics
lysosomal storage diseases. Furthermore, we monitored by fluorescence microscopy a form
of selective autophagy which detects and removes damaged endosomes and lysosomes
known as lysophagy. Images of HT-29 cells expressing Galectin 3/LGALS3 fused to EFGP
showed that photosensitized cells did not activate lysophagy. The absence of LGALS3
recruitment also indicated that the membranes of endosomes and lysosomes do not present
ruptures which allow the passage of proteins with a molecular weight up to at least 26 kDa.
Protein expression analysis of the autophagic markers LC3-1l and p62/SQSTM1 (referred as
p62) confirmed autophagic flux blockade in cells challenged with photoactivated TPPS;,.

The endo-lysosomal system plays a key role in membrane trafficking and lipid flux. At
the transcriptional level, 1.6-fold increase in gene expression of Hydroxymethylglutaryl-CoA
reductase (HMGCR) - an enzyme involved in the synthesis de novo of cholesterol - indicated
that endosomes and lysosomes dysfunction alters the distribution of cholesterol in cells



challenged with photoactivated TPPS,,. However, to maintain lipid homeostasis in
photosensitized cells, this was not the only compensatory mechanism triggered, since there
was a slightly increase (1.2-fold) in the transcription of acid ceramidase (ASAH1).

Taken together, our data showed that photosensitization with TPPS,, constitutes a
promising tool to damage the endolysosomal system, to inhibit autophagy and to study
metabolic responses in cells exposed to oxidative stress.

Keywords: TPPS,,, cathepsin, cholesterol, stress, lysophagy, oxidation.
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1. INTRODUCAO

1.1. Fotossensibilizadores e terapia fotodindmica

A terapia fotodinamica é uma alternativa para o tratamento de doengas e baseia-se
na foto-oxidacdao de biomoléculas com o consequente dano e morte celular. No processo
fotodinamico sdao necessarios trés elementos: o fotossensibilizador (FS), o oxigénio e a luz
(AGOSTINIS et al., 2011) e envolve a geracdo de espécie reativas de oxigénio (ROS) por
fotoativacdo. Identificou-se que a localizacdo celular do FS é um fator chave no aumento da
sua eficiéncia (OLIVEIRA et al., 2011). De fato, dano seletivo em organelas como os
lisossomos e as mitocondrias tem sido eficaz na reducdo da sobrevida celular (MARTINS et

al., 2019).

Neste estudo usamos o fotossensibilizador chamado de TPPS,, (Meso-tetrafenil
porfirina dissulfonada) para causar dano no sistema endolisossomal e podermos estudar os
mecanismos moleculares das respostas celulares. Como mostrado na Figura 1, TPPS,, possui
na sua estrutura um anel de porfina (em azul) com quatro grupos fenilas, sendo duas dessas
fenilas sulfonadas. Esses substituintes tém carga negativa e se encontram dispostos
adjacentemente, tornando a molécula anfifilica, com grande tendéncia a interagir com as
membranas (ENGELMANN et al., 2007). O espectro de absorbancia do TPPS,, apresenta o
perfil tipico das porfirinas, caracterizadas por uma banda de absorcao de forte intensidade
em torno dos 413 nm denominada Banda Soret, além de um conjunto de quatro bandas de
menor intensidade, localizadas entre os 500 nm e os 700 nm, chamadas de Bandas Q (BERG
et al., 2010). Pelas suas propriedades fotofisicas, tais como o baixo rendimento quantico de
fluorescéncia (Of < 0.15), o alto coeficiente de extincdo molar (450 000 L mol™ cm™), e a alta

eficiéncia de geracdo do oxigénio singlete (102 - ®A = 0.7 ), TPPS,, é considerado um
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fotossensibilizador eficiente (TSUBONE et al., 2017). Ndo obstante, vale também ressaltar
que detectar a geragdo do 'O, de um FS pelo decaimento da fluorescéncia em células é um
tépico desafiante devido a que o oxigénio é pouco soluvel numa das principais substancias
da composicdo de uma célula: a 4gua, sendo a sua capacidade de desativar o 0, outra
desvantagem, caracteristica que encurta o tempo de decaimento da luminescéncia em cerca
de 3.7 us. Além disso, macromoléculas como as proteinas podem reduzir ainda mais este

tempo de decaimento (HACKBARTH STEFFEN; BORNHUTTERA; RODER, 2016).

TPPS,, pode ser ativado por luz em qualquer uma das suas bandas de absorcdo.
Neste trabalho, utilizamos irradiacdo com luz verde (522 nm), evitando irradiar ao
fotossensibilizador com luz azul, por exemplo, em torno dos 413 nm, onde a absorc¢do é
maior, ja que FSs enddgenos das células podem ser excitados. Reacdes de oxidacdo causadas
por FSs enddgenos, tais com a Vitamina A, a Riboflavina (Vitamina B2), o Mononucleotideo
de flavina (FMN), o Dinucleotideo de flavina e adenina (FAD), a Lipofuscina, entre outros
(BAPTISTA et al., 2021; CARDOSO; LIBARDI; SKIBSTED, 2012), sdo sabidamente responsaveis

por causar efeitos e consequéncias semelhantes aos dos FSs sintéticos (WONDRAK;

JACOBSON; JACOBSON, 2006).

QA I

Soret Bandas Q

N

f
v’ l\
[
A |
[
|

a"‘ \
\
o O O 0 // '\;___/\Jl-”\,l' I

Y S// i ;
O"S\\O O// \O' 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)
TPPS,,

Absorbancia

~—

Figura 1. Estrutura basica do TPPS,.. Estrutura basica do TPPS,, (lado esquerdo) com o anel de porfirina em
azul e grafico do espectro de absorc¢do tipico dos derivados das porfirinas (lado direito) mostrando a banda
Soret (em torno dos 400 nm) e quatro bandas Q. Modificado e adaptado de (BERG et al., 2010)
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O processo fotodindmico inicia-se quando um FS absorve energia luminosa num
determinado comprimento de onda, possibilitando a ocorréncia de diversas reacbes de
oxidacdo (Figura 2). A absorcdo da energia luminosa pelo FS que estava no estado
fundamental (Fp) incrementa o seu nivel energético drasticamente, acrescentando os
potenciais de oxidacdo e de reducdo do FS (BAPTISTA et al., 2021). O FS eletronicamente
excitado, inicialmente no estado singlete ('FS*), pode retornar ao estado fundamental
emitindo um féton (fendbmeno chamado de fluorescéncia) ou pela dissipacdo de calor
através da Conversao Interna. A partir do FS no estado singlete podem ocorrer rearranjos
eletronicos que formam espécies reativas que persistem por tempos maiores no estado
excitado. Através do Cruzamento Intersistemas, a inversdo do spin eletronico leva ao FS para
o estado de triplete (*FS*). Diferentemente dos singletes, as espécies de tripletes possuem
tempo de vida na escala dos microssegundos, propriedade que lhes oferece maior
probabilidade de interacdo quimica com o seu entorno (DI MASCIO et al., 2019; LEWIS;

KASHA, 1944).

Segundo a classificacdo proposta por Foote, os mecanismos de foto-oxidacdo em
biomoléculas podem ser divididos em duas classes: mecanismos Tipo | e mecanismos Tipo Il.
No mecanismo tipo |, a energia luminosa passa do triplete para a biomolécula pela
transferéncia de elétrons (mecanismo radicalar). Neste processo se formam diversos tipos
de radicais (oxidados ou reduzidos) a partir das biomoléculas e do fotossensibilizador. Como
primeiro ponto, deve-se lembrar que essa transferéncia de elétron inicial pode levar a perda
de funcdo das biomoléculas que tenham se envolvido na reacdo redox (BAPTISTA et al.,
2021). Além disso, os radicais gerados transferem os elétrons a moléculas de oxigénio

formando espécies reativas que incluem o anion superéxido (O,e-), o peroxido de hidrogénio
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(H,0,) e o radical hidroxila (HO®). No mecanismo tipo Il a energia dos tripletes é transferida
diretamente a moléculas de oxigénio, o que resulta na formacdo do oxigénio singlete (*0,)
(BAPTISTA et al., 2017; FOOTE, 1991). As espécies de 'O, sdo importantes na PDT, ja que tem
a capacidade de oxidar lipidios, proteinas e acidos nucleicos, sendo os compostos
fenotiazinicos e os polipirrdis macrociclicos (porfirinas e derivados), fotossensibilizadores
comumente usados na PDT por causa da eficacia na geracdo de tripletes apds excitacdo

eletrénica (BACELLAR et al., 2015).

Em outras propostas de classificacdo se enfatiza que os mecanismos de foto-oxidagdo
devem ser categorizados pelo modo no qual os tripletes ativam o oxigénio, sugerindo que a
ativacdo do oxigénio como resultado de reacdes de transferéncia de elétrons deve ser
classificada como mecanismo Tipo | e que a ativacdo do oxigénio como resultado da

transferéncia de energia deve ser classificada como mecanismo Tipo Il (KRASNOVSKY, 2007).
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Figura 2. Representagao dos processos envolvidos nas reagoes de fotossensibilizagdo. FS: fotossensibilizador
no estado fundamental, 'FS*: estado singlete excitado do fotossensibilizador e ’FS*; estado tripleto excitado do
FS, >0,: oxigénio molecular, ‘0,: oxigénio singlete. Adaptado de TSUBONE; BAPTISTA; ITRI, 2019.

A geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) pelos mecanismos Tipo | e Tipo Il
acontecem de forma simultanea e a taxa de ocorréncia de cada mecanismo depende de
fatores como o tipo de fotossensibilizador usado, a concentracao das biomoléculas alvos, a
concentracdo do oxigénio, além da afinidade do fotossensibilizador pelo substrato
(TSUBONE; BAPTISTA; ITRI, 2019).

Por sua propriedade anfifilica; o TPPS,, se liga na membrana plasmatica e acredita-se
gue a sua captacdo intracelular segue a via endocitica, localizando-se finalmente no
perimetro dos endossomos e dos lisossomos (BERG et al., 2010). O acimulo do TPPS,, na
membrana dos compartimentos endolisossomais, e em especial, a sua interacdo com os

lipidios, é de particular importancia para os efeitos das reagdes de foto-oxidagao.
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Interessantemente, tem sido demonstrado que FSs localizados nas membranas lipidicas

causam danos citotéxicos com maior eficiéncia (PAVANI; IAMAMOTO; BAPTISTA, 2012).

Pelo contato direto do TPPS,, com os lipidios das membrana dos endossomos e dos
lisossomos reacles de peroxidacdo lipidica podem ser desencadeadas. Os mecanismos
gerais de oxidacdo lipidica sao divididos em trés fases: iniciacdo, propagacao e terminacao.
Na iniciacdo, a retirada de um atomo de hidrogénio da cadeia de carbonos dos lipidios (LH)
gera um radical lipidico (Le). A facilidade com que um hidrogénio é abstraido depende de
fatores fisico-quimicos como a proximidade do fotossensibilizador e o lipidio, além da
energia de dissociacdo do enlace C — H (PRATT; MILLS; PORTER, 2003; YIN; XU; PORTER,
2011). No progresso da reacdo, o radical lipidico reage rapidamente com o oxigénio, gerando
radicais peroxila (LOOe). Os radicais peroxila abstraem atomos de hidrogénio de lipidios ndo
oxidados (LH) formando hidroperoéxidos lipidicos (LOOH) e outros radicais lipidicos (Le) que
propagam a lipoperoxidacdo até se autodestruirem. Como resultado das reacdes em cadeia,
subprodutos oxidados como &lcoois, cetonas e aldeidos lipidicos podem ser formados por
diversas vias. E importante ressaltar que em modelos miméticos, os hidroperéxidos lipidicos
ndo comprometem a permeabilidade das membranas, sendo o aumento da area superficial
das vesiculas lipidicas a principal alteracdo causada, ja que a adicdo do grupo hidroperéxido
na dupla ligacdo insaturada da cadeia acila promove uma mudanca na estrutura quimica que
incrementa a area ocupada dos lipidios (Figura 3) (BACELLAR; BAPTISTA, 2019; RISKE et al.,

2009; TSUBONE; BAPTISTA; ITRI, 2019).

ReacOes independentes do contato direto entre o TPPS,, e os lipidios das membrana

dos endossomos e dos lisossomos também ocorrem durante a fotossensibilizacdo. Nesse
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cenario, o ‘0, é o principal mediador das reac¢des de oxidacdo. O 'O, reage com lipidios
insaturados por meio da reacdo “ene” formando LOOH. Quando o 'O, é o Unico agente
oxidante, a oxidacdo de lipidios monoinsaturados produz exclusivamente hidroperdxidos
lipidicos; porém, FSs que formam concomitantemente radicais livres via mecanismos Tipo | e
a presenca de metais como o ferro eventualmente propagam as reacées de oxidacdo (ITRI et

al., 2014)

Hidroperéxidos lipidicos formados tanto pelo contato direto do FS com os lipidios
qguanto por meio do o, podem gerar subprodutos que incluem aos aldeidos lipidicos com
cadeias de 4cidos graxos truncados. Tem sido descrito que diferentemente dos
hidroperdxidos lipidicos, os aldeidos lipidicos aumentam a permeabilidade de membranas
artificiais, levando ao vazamento de conteudo (Figura 3). Em consequéncia, para um FS
causar a ruptura das membranas requer da agdo conjunta entre o 'O, e as espécies
oxidantes geradas nas reacOes dependentes de contato (BACELLAR et al., 2018). Vale
mencionar que o TPPS,, é um fotossensibilizador usado no processo fotodindmico chamado
de Internalizacdo Fotoquimica, metodologia conhecida como PCI (do inglés Photochemical
Internalization), que permite através do vazamento especifico dos endossomos e dos
lisossomos a liberacdo intracelular de uma grande variedade de moléculas (BERG et al.,
2010), portanto, desde o ponto de vista tedrico, aldeidos lipidicos poderiam estar sendo

gerados apos ativacdo do TPPS,..



25

Oxidacdo da membrana lipidica

Formagio Formacgdo de
Hidroperoxidos lipidios truncados

o PRI
\@2\\27\ L. m ) (I

Sem permeabilizagdo Area aumentada Formagdo de poros: permeabilizacdo
Lipidio 'y Lipidio oxidado y. » Lipidio oxidado
nSo oxidado 1 'com formato g com formato
cilindrico cbnico

Figura 3. Esquema dos lipidios foto-oxidados em membranas artificiais. Vesiculas Unilaminares Gigantes
(GUVs, do inglés Giant Unilamellar Vesicles) apds foto-oxidacdo apresentam lipidios oxidados com formato
cilindrico ou lipidios oxidados com cadeia curta (forma conica). Barra de escala em imagens microscopicas: 10
um. Adaptado de TSUBONE; BAPTISTA,; ITRI, 2019.

Diversos grupos de pesquisa, incluindo o nosso, focam esforcos na procura de FSs
com melhorias nas propriedades fotodinamicas, que vai além da producdo de '0,. N3o
obstante, produzir grandes quantidades dessas espécies reativas ndo é garantia de sucesso
na PDT. De acordo com esta premissa, Oliveira e colaboradores compararam a sobrevida de
duas populacdes de células. Nos ensaios, as células foram incubadas individualmente com
cristal violeta (CV) ou com azul de metileno (AM). O AM é considerado um bom FS, pois gera
espécies de 102 com eficdcia em torno de 50 %; enquanto, o CV tem eficdcia em torno de
0.05 %. Ambos os FSs se localizam nas mitocondrias; porém, apds fotoativacdo, as duas
populagbes de células apresentaram porcentagens semelhantes de sobrevida celular.
Diminui¢3o da eficicia na geraco de ‘0, pelo AM explica este resultado, uma vez que o AM

é reduzido nas mitocondrias pelas coenzimas NADH e NADPH causando alteragGes nas
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propriedades foto-oxidativas. Este resultado indicou que a localizacdo do FS também tem
um papel relevante na PDT (OLIVEIRA et al., 2011). Segundo este delineamento, o uso de FSs
com especificidade de localizagdo na mitocondria, no reticulo endoplasmatico e nos
lisossomos sdo 0s mais comuns entre os diversos estudos (TSUBONE et al., 2021). A maioria
dos FSs tem natureza organica, ndo obstante, foi demonstrado que a mistura de elementos
organicos e inorganicos como o complexo de ruténio é capaz de produzir ‘0, com muita

eficiéncia, causando danos ao DNA e reduzindo a sobrevida celular (ALBANI et al., 2014).

Mais recentemente, o advento da tecnologia do DNA recombinante permitiu o
desenvolvimento de FSs geneticamente codificados. KillerRed foi o primeiro FS de esta
classe a ser reportado e deriva de uma cromoproteina denominada anm2CP achada em
medusas da classe Hydrozoa. Substituicdo de aminoacidos na sequencia proteica da anm2CP
(Thr145Asp e Cys181Gly) favoreceu a formacdo de um canal que liga o croméforo ao meio
circundante, permitindo a passagem de agua e a difusdo de oxigénio molecular.
Enderecamento do KillerRed a organelas especificas tem sido conseguido mediante a
insercdo de um fragmento curto de nucleotideos conhecido como peptidio sinal na
sequencia codificante do KillerRed (BULINA et al., 2006). Nos estudos iniciais, foi sugerido
gue o efeito fototdxico do KillerRed era causado pela geracdo de grandes quantidades de
espécies reativas de oxigénio (ROS); porém, ndo se tinha conhecimento sobre a eficicia na
geracio do ‘O,. Experiéncias posteriores, onde foram comparados as eficacias
fotodindmicas do KillerRed e da proteina mCherry , de uso comum na microscopia de
fluorescéncia, evidenciaram que ambas as proteinas geram '0,e 0y¢- (e em subsequéncia
outras ROS) com eficdcias semelhantes (Tabela 1) (ONUKWUFOR et al., 2020). Embora,

outros estudos indiguem que o KillerRed gera seletivamente O,e- apds irradiacdo (SHU et al.,



27
2011). Estes achados devem ser extrapolados com cautela em sistemas bioldgicos, fatores
como os gradientes de O, presentes no microambiente tumoral podem afetar a geracdo de
ROS. A alta tens3o de O, pode favorecer a geracdo de 'O,; enquanto, condi¢des hipdxicas
podem favorecer a formacdo de O,e- (GILSON et al.,, 2017). Contudo, o KillerRed tem
demonstrado alta fototoxicidade nas células, fato que confirma que todas as ROS
representam um dano potencial nos organismos vivos. Interessantemente, foi observado
gue a modulagdo na intensidade de luz aplicada para ativar o FS desencadeia respostas
celulares diferentes. Por exemplo, ativacdao do KillerRed na superficie dos lisossomos com
dose de luz de 210 J cm™ resultou na morte de células por necrose; enquanto, ativacdao do FS
com dose de luz de 90 J cm™ causou morte celular por apoptose (SEREBROVSKAYA et al.,
2013). Além do KillerRed e seus derivados, outros FSs geneticamente codificados com
melhoras no rendimento quantico de 10, foram desenvolvidos (WESTBERG et al., 2017).
Hoje em dia, apesar da facil manipula¢dao genética, a principal desvantagem do KillerRed no
seu uso como FS reside no emprego de altas doses de luz (LIU et al., 2021). Outra das
potenciais aplicacbes desta nova classe de FSs é na optogenética, pois ja foi demonstrado
gue é util na inativacdo de proteinas; embora, a formacdo de dimeros durante o
enovelamento proteico do KillerRed pode alterar a localizagdo celular da proteina alvo,
limitando seu uso (SEREBROVSKAYA et al.,, 2011). Como alternativa promissora, foi
desenvolvida uma variante monomérica denominada SuperNova. Alvos sensiveis a
multimerizacdo como as citoqueratinas e as cofilinas mostraram terem sido inativadas com

sucesso quando fusionadas a SuperNova (TAKEMOTO et al., 2013).
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Tabela 1. Rendimento quantico de superdxido e de oxigénio singlete das proteinas
fluorescentes mCherry e tdKillerRed. Adaptado de ONUKWUFOR et al., 2020.

, Rendimento quantico O,e- Rendimento quantico o,
Proteina fluorescente
(DO, °-) (‘0,)
mCherry 1.20 + 0.044 x10°3 5.7+0.27 x10°°
tdKillerRed* 0.97 +0.042 x10°3 7.6 +0.26 x10™

*(tdKillerRed): KillerRed versdo tandem (cdpias expressas em dimero). Os dados representam a média + desvio
padrdo de 3 experimentos independentes.

Ndo hd duvidas que os FSs sdo essenciais para a eficacia da PDT e apesar do
crescente numero de FSs quimicos e de FSs derivados da engenharia genética, poucos deles
foram aprovados para uso na area da clinica oncoldgica. Uma mistura de derivados da
hematoporfirina denominado Porfimero de sdédio e comercialmente conhecido como
Photofrin foi o primeiro FS aprovado para PDT em 1995 e desde entdo continua a ser
utilizado no tratamento de tumores, sendo indicado no estdgio inicial e avan¢ado do cancer
de pulmao, cancer gastrico, cancer cervical, cancer de bexiga e adenocarcinoma esofagico
(BROWN; BROWN; WALKER, 2004). Este sensibilizador é ativado com dose de luz de 100 J
cm™a 200 J cm™ no comprimento de onda de 630 nm. Entre as vantagens destacam a sua
facil preparacdo em solucdo aquosa para administracdo intravenosa (2 mg kg™ a 5 mg kg!),
além de ser indcuo na auséncia de luz (YANO et al., 2011). Tem sido reportado que o
acumulo de Photofrin nos tecidos tumorais é 1.5 vezes maior do que nos tecidos sadios
circundantes (ALLISON, 2014). Os mecanismos responsaveis pela distribuicdo seletiva das
porfirinas no tecido tumoral ainda sdo pouco esclarecidos. Algumas hipdteses sobre a causa
desta seletividade apontam que: i) as porfirinas se acumulam preferencialmente no espaco
intersticial, seja como agregados ou complexos de proteinas, por causa da permeabilidade

dos vasos sanguineos formados pelo tumor e a reduzida drenagem linfatica, ii) as porfirinas
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sdo transportadas por lipoproteinas na corrente sanguinea e ja que muitos tipos de células
tumorais sobrexpressam o receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDL, do inglés low
density lipoprotein), ha um incremento na captacdo celular destes compostos, iii) a
diminuicao do pH intracelular nas células tumorais altera a ionizagdo dos
fotossensibilizadores, facilitando a passagem de porfirinas através da membrana plasmatica,
iv) macréfagos associados a tumores (TAMs) favoreceriam o acumulo do FS no
microambiente tumoral, pois tem sido descrito que os TAMs podem acumular grandes
quantidades de porfirina (HAMBLIN; LUKE NEWMAN, 1994; POTTIER; KENNEDY, 1990). Apds
terapia, o principal inconveniente é a baixa taxa de eliminagao do FS, ficando retido na pele,
fato que causa fotossensibilidade nos pacientes durante seis a oito semanas (ALLISON,
2014). Nos inicios da década do 2000, a Unido Europeia aprovou o uso da meta-
Tetrahidroxifenilclorina (Temoporfina), sendo empregado na terapia paliativa de canceres
de cabeca e de pescoco. Este fotossensibilizador, além de ser um composto puro, apresenta
melhoras na eficiéncia fotodindmica devido a absorcdo de fotons mais favoravel em 652 nm,
0 que resulta na reducdo de doses de luz (5J cm™ - 20 J cm™) e na diminuicdo da quantidade
do FS requerido (0.15 mg kg™). No entanto, este farmaco também estd associado com a
desvantagem da fotossensibilidade prolongada da pele e outras complicacGes decorrentes
da otimizacdo das propriedades fotoquimicas. Por exemplo, doses inadequadas de luz
podem ocasionar feridas que ndo cicatrizam o podem causar fibrose nos tecidos (YANO et

al., 2011).

A fim de evitar a ocorréncia da fotossensibilidade prolongada da pele foi introduzido
na terapéutica médica o uso de um precursor do fotossensibilizador enddgeno

Protoporfirina IX chamado de Acido Aminolevulinico (ALA) (KENNEDY; POTTIER; PROSS,
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1990). O ALA e derivados do ALA (metil-ALA) tém sido indicados no tratamento de lesGes
pré-malignas e malignas da pele. Formulac¢des tdpicas de ALA e metil-ALA sdo aprovadas
para aplicacdo em lesdes superficiais (tumores com espessura menor a 2 nm — 3 nm), no
tratamento da queratinose actinica e do carcinoma basocelular (BABILAS et al., 2005).
Aplicagcdo tépica de ALA também é usada no tratamento da doenga de Bowen, uma
neoplasia maligna in situ, com taxas de eliminagdo maiores ao 90 %. Entre as caracteristicas
favoraveis, a PDT mostrou excelentes resultados cosméticos em comparagdo com a cirurgia.
O Unico efeito colateral reportado no uso do ALA é a dor local durante a irradiagao,
provavelmente relacionado ao estimulo de terminagdes nervosas e ou dano nos tecidos
(MORTON, 2001; WARREN et al., 2009). Além de lesGes na pele, a fotossensibilizagdo com
ALA mostrou ser uma abordagem menos invasiva no tratamento do eséfago de Barrett e do
cancer esofagico inicial (SIERON et al., 2001). No caso de tumores duodenais, carcinomas
pancreaticos irressecdveis e cancer de célon, a PDT é uma estratégia paliativa apesar de
terem resultados promissdrios nas fases iniciais dos ensaios clinicos (RAPOZZI; JORI, 2015).
Para concluir, fica evidente que mudancas na estrutura quimica dos fotossensibilizadores e a

compreensao dos mecanismos de sensibilizacdo estdo contribuindo com avancos na PDT.



31

1.2. Sistema endolisossomal
1.2.1. Lisossomos e a via endocitica

Estudando enzimas no metabolismo hepdtico, Christian de Duve, descobriu os
lisossomos, estudo pelo qual foi Ihe outorgado o prémio Nobel de Medicina em 1974 (DUVE,
2005). No passado, a degradacdo e a reciclagem de materiais intracelulares e extracelulares
eram as Unicas func¢Ges atribuidas a estes compartimentos. Atualmente, muitas evidéncias
apontam que os lisossomos sdo organelas fundamentais para a manuten¢dao da homeostase
celular, participando em muitos processos que além da digestdao intracelular, incluem o
reparo da membrana plasmatica, a sinalizacao celular e o metabolismo lipidico (LAWRENCE;

ZONCU, 2019; SETTEMBRE et al., 2013).

Como toda organela integrada com o ambiente intracelular, o lisossomo se conecta
com a membrana plasmdtica através de uma rede de compartimentos conhecida como
sistema endolisossomal. Essa comunicacdo é importante para a manutencdo das fungdes e
da estrutura dos lisossomos, ja que sem o trafego dos endossomos, os lisossomos perdem

sua integridade e localizacdo celular (BUCCI et al., 2000).

Embora extraordinariamente diversos em formato e em tamanho, a identidade dos
endossomos e dos lisossomos é definida pela composicdo proteica e lipidica das suas
membranas, sendo os endossomos caracterizados por sua associacdo com as Rabs GTPases;
enguanto, os lisossomos sdo caracterizados por apresentarem proteinas glicosiladas como a
Proteina 1 de Membrana Associada ao Lisossomo (LAMP1). Além disso, as membranas dos
endossomos e dos lisossomos sao compostas por fosfoinositideos que servem como lipidios

sinalizadores (PERRET et al., 2005). E importante mencionar que pela intensa troca de
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biomoléculas no sistema endolisossomal, as Rabs, as LAMPs, os fosfoinositideos e outras
moléculas que compdem os endossomos e os lisossomos, sdo parcialmente Uteis como
marcadores moleculares, uma vez que, a maioria delas estd associada transitoriamente a um
compartimento ou sdo mantidas por varias etapas até atingirem os lisossomos (HUOTARI;

HELENIUS, 2011).

Na endocitose, representada graficamente na Figura 4, vesiculas endociticas brotam
da membrana plasmatica por vias dependentes e independentes de clatrina (MAYOR;
PAGANO, 2007). Estas vesiculas, carregadas com moléculas da membrana plasmatica e do
meio extracelular, sdo transportadas ao interior das células, sendo os endossomos iniciais,
de aproximadamente 0.3 um, os primeiros compartimentos a recebé-las (HELENIUS et al.,
1983). A membrana lipidica dos endossomos iniciais é caracterizada pela presenca de Rab5 e
do fosfatidilinositol 3-fosfato. Estudos com sondas sensiveis ao pH indicam que estes
compartimentos tém pH em torno de 5.9 — 6.2 (WANG et al., 2017). Mudancas na
morfologia e no perfil lipidico dos endossomos iniciais definem o surgimento dos
endossomos tardios com tamanhos entre 0.4 pum e 0.5 um (FALGUIERES et al., 2008). A troca
de Rab5 por Rab7 é uma das caracteristicas que identificam estes compartimentos, além da
presenca de fosfatidilinositol 3,5 bifosfato na membrana lipidica e pH em torno de 5.0 - 5.5
(HUOTARI; HELENIUS, 2011). Todas as mudancas que ocorreram desde o inicio da
endocitose tiveram como propdsito preparar ao endossomo tardio para que este seja capaz
de entregar o seu conteldo aos lisossomos. Pela falta de consenso na unificacdo de
conceitos, em consequéncia da assincronia e da heterogeneidade do sistema
endolisossomal, diversos modelos tém sido propostos para explicar o mecanismo de

transporte das moléculas cargo entre o endossomo tardio e o lisossomo (Figura 5) (LUZIO;
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PRYOR; BRIGHT, 2007). A melhora das técnicas de microscopia tém sido fundamental no
estudo da dindmica do sistema endolisossomal. Ensaios de captura de imagens realizadas
com células vivas sugerem que a troca de contelddo entre os endossomos e os lisossomos
ocorre por eventos de contato transiente e por eventos de fusdo e de fissdo propostos no
modelo de Kiss and Run e no modelo hibrido respectivamente (BRIGHT; GRATIAN; LUZIO,
2005). Outras vias podem ter como destino o sistema endolisossomal. De fato, tanto os
autofagossomos (compartimentos envolvidos na autofagia) quanto as vesiculas derivadas do
Golgi se fusionam com os endossomos e os lisossomos (LANGEMEYER; FROHLICH;
UNGERMANN, 2018). Considerando a ligacdo inicial do TPPS,, na membrana plasmatica e a
sua localiza¢do no sistema endolisossomal, acredita-se que o FS em estudo seja captado pela

célula através da endocitose (BERG et al., 2010).
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Figura 4. O sistema endolisossomal. Endossomos iniciais recebem as vesiculas endociticas carregadas com
moléculas de carga na periferia da membrana plasmatica. Apds acimulo no endossomo inicial, as vesiculas
endociticas podem ser transportadas aos endossomos de reciclagem que retornam a membrana plasmatica.
Durante o processo de maturacdo dos endossomos, mudangas na composi¢do lipidica e proteica dos
endossomos iniciais tera como resultado a formagdo dos endossomos tardios. Além disso, o brotamento
interno das membranas dos endossomos gerara vesiculas intraluminais que acrescentam moléculas de carga
no interior destes compartimentos. Durante o processo de maturagdo, os endossomos sdo transportados a
regides proximas ao nucleo por meio de microtibulos (MT). A fusdo de um endossomo tardio com um
lisossomo gera uma organela hibrida, o endolisossomo, onde ocorre a degradac¢do das moléculas de carga pela
e recuperacdo seletiva de determinados componentes os lisossomos podem ser reformados. O Complexo de
Golgi alimenta a via endocitica, fornecendo vesiculas com hidrolases lisossomais sintetizadas no Reticulo
Endoplasmatico. Adaptado de HUOTARI; HELENIUS, 2011.
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Figura 5. Modelos de transporte de macromoléculas aos lisossomos. A molécula cargo é internalizada na
célula por meio de vesiculas endocitica que brotam da membrana plasmatica. Essas vesiculas sdo
transportadas para os endossomos iniciais e depois para os endossomos tardios. Os endossomos tardios
entregam as moléculas cargo aos lisossomos a fim de serem degradadas. Diferentes modelos tém sido
propostos para explicar como as moléculas cargo sdo transportadas dos endossomos tardios aos lisossomos.
No modelo de maturagdo, mudangas no perfil lipidico e proteico ocorrem no endossomo tardio, evento que
resulta na formacgdo do lisossomo. No modelo vesicular, vesiculas que brotam do endossomo tardio sdo
transportadas aos lisossomos. No modelo Kiss and Run, o contato transiente (Kiss) entre o endossomo tardio e
o lisossomo permite a troca de conteldo e depois da entrega das moléculas cargo ambos os compartimentos
se afastam (Run). No modelo hibrido, os endossomos e os lisossomos se fusionam formando uma organela e
pela recuperacgdo seletiva de determinados componentes os lisossomos podem ser reformados Adaptado de
LUZIO; PRYOR; BRIGHT, 2007.

1.2.2. Os lisossomos e a progressao do cancer

Os lisossomos tém um papel dual na transformacdao maligna e na progressdo para o
cancer. Entre as enzimas lisossomais, as catepsinas (CTS) participam numa variedade de
processos. Por exemplo, ja foi demonstrado que elas participam no processamento de
antigenos facilitando a resposta imune adaptativa, além de degradar muitas outras
proteinas para manter a homeostase celular (TURK et al., 2012; VASILIEVA et al., 2007). As

CTS podem ser divididas em trés familias de proteases: i) de serina (CTSA e CTSG), ii)
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aspartato (CTSD e CTSE) ) e iii) de cisteina (CTSB, CTSL, CTSC, CTSF, CTSH, CTSK, CTSO, CTSS,
CTSV, CTSX e CTSW) (PATEL et al., 2018). As CTSD, CTSB e CTSL sdo as catepsinas mais
abundantes nos lisossomos com concentra¢des de até 1 mM (TURK; TURK; TURK, 2000). A
atividade enzimatica destas proteases requer um ambiente dcido. Dai a necessidade dos
endossomos e dos lisossomos manterem seu pH interno em torno de 4.5, através da ATPase
vacuolar (V-ATPase), que estd localizada na membrana destes compartimentos. No entanto,
ha também catepsinas que permanecem ativas em pH mais préximo a 7 (YADATI et al.,

2020).

A liberagdo de catepsinas no entorno extracelular, por meio da exocitose dos
endossomos e dos lisossomos, facilita a migracao celular. Diversos relatos descrevem que as
catepsinas tém a capacidade de degradar as proteinas da matriz extracelular e as moléculas
de adesdo. Destaca-se o envolvimento da CSTD na progressao do cancer em multiplas
etapas; porém, essas fungdes parecem ser independentes da sua atividade proteolitica
(LIAUDET-COOPMAN et al., 2006). Estudos sugerem que no meio extracelular o precursor da
CSTD teria propriedades analogas as citocinas ou aos fatores de crescimento. Um grupo de
pesquisadores da Republica Checa propos que o precursor da CSTD teria o potencial de se
ligar com receptores especificos na superficie celular. Esta interacdo desencadearia a
ativacdo de vias de sinalizacdo que regulam a expressdo de proteinas envolvidas na
proliferacdo, na metastase e na angiogénese tumoral. No modelo sugerido, a via das
proteinas quinasas ativadas por mitégeno (MAPK) foi considerada como candidata para

coordenar este mecanismo pro - tumoral (BENES; VETVICKA; FUSEK, 2008).

Além da CSTD, o aumento da expressdao da CSTB tem sido identificado tanto nas

células cancerosas quanto nos macrofagos e nos fibroblastos associados aos tumores
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(MASON; JOYCE, 2011; MOHAMED; SLOANE, 2006). Interessantemente, ja foi evidenciado
gue a CTSB é modulada positivamente por oncogenes. Fibroblastos e células epiteliais
transformadas com oncogenes mutantes da familia Ras, Src e ErbB2 mostraram incremento
na transcricdo, na expressao proteica e na atividade enzimdtica da CTSB (FEHRENBACHER et
al., 2008; KIM et al., 1998; RAFN et al., 2012; SLOANE et al., 1994). Posteriormente, outras
experiéncias revelaram que mais de uma catepsina pode ser regulada positivamente por
oncogenes. Um melhor entendimento sobre as bases moleculares envolvidas na regulagao
positiva das catepsinas veio de ensaios realizados em células de cancer de mama
transformadas com o oncogene mutante ErbB2, onde foi evidenciado que o incremento dos
transcritos da CTSB e da catepsina L (CTSL) ndo se mostrou dependente da atividade do
principal regulador da transcricao de genes lisossomais conhecido como TFEB. De fato, foi
identificado que o incremento das catepsinas foi dependente da atividade do fator de
transcricdo dedo mieldide do zinco 1 (MZF1), o qual é modulado por intermediarios da via de
ErbB2. Novos questionamentos ficaram em aberto com estes resultados, pois ainda nao foi
esclarecido se a transcricdo de outros genes lisossomais sdo também dependentes do MZF1

(RAFN et al., 2012).

Considerando os diversos tipos de catepsinas muitas vezes com fung¢des sobrepostas,
fica evidente a necessidade de se desenvolver inibidores de amplo espectro para uma
terapia eficaz contra o cancer. Os resultados de ensaios em modelo murino de carcinoma
pancreatico mostraram que o JPM-OEt — um inibidor das cisteina catepsinas permeavel as
membranas de lipidios — reduziu com eficiéncia a formacdo de vasos sanguineos e o
crescimento tumoral. Embora, estes resultados ndo tenham sido reproduzidos em células

metastaticas de cancer de mama (JOYCE et al., 2004). E possivel que os achados tenham sido
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contraditdrios devido as diferencas na biodisponibilidade das drogas nos tecidos (SCHURIGT
et al.,, 2008); porém, ndo se exclui que as cisteina catepsinas tenham papeis opostos em

alguns tipos de cancer (KALLUNKI; OLSEN; JAATTELA, 2013).

Contrario ao efeito promotor das catepsinas secretadas no meio extracelular na
progressdo tumoral, o incremento da expressdo e/ou da atividade das catepsinas no lumen
dos endossomos e dos lisossomos pode ter efeitos na supressao de tumores. Principalmente
porque a perda da estabilidade das membranas dos lisossomos e dos endossomos resulta no

vazamento de catepsinas no citosol, causando a morte celular (FEHRENBACHER et al., 2008).

Varios estudos demostraram que a permeabilizacgdo da membrana do lisossomo
(LMP) diminui a sobrevida das células. Caracterizacdo dos mecanismos de morte celular
evidenciou que rupturas parciais das membranas dos endossomos e dos lisossomos ativam a
apoptose; enquanto, rupturas completas causam necrose. Interessantemente, relatos
indicam que, em resposta a alguns estimulos letais, nem todos os lisossomos sdo
permeabilizados ao mesmo tempo; ndo obstante, ainda permanece indefinida a causa dessa
heterogeneidade (BOYA; KROEMER, 2008). Algumas observacbes sugerem que o tamanho
dos lisossomos influencia na sensibilidade ao dano; sendo os lisossomos de maior tamanho
0s mais susceptiveis as rupturas (ONO; KIM; HAN, 2003). Resta saber se por causa da LMP o
conteudo total dos lisossomos e dos endossomos vaza ao citosol ou se sdo liberadas
seletivamente certas catepsinas. Diversos estudos da cinética de liberacdo de proteinas para
0 meio extra-lisossomal apoiam a hipdtese da liberagdao seletiva. Por exemplo, foi
identificado que as catepsinas maduras (ativas), com peso molecular em torno de 40 kDa,

sao liberadas com antecedéncia a B-hexosaminidase - uma proteina endolisossomal - com
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peso molecular acima dos 200 kDa (BIDERE et al., 2003). Ainda n3o esta claro se tal efeito é
mediado por transportadores especificos ou se sdo formados poros proteicos transientes
gue permitem a liberacdo de proteinas de um tamanho determinado. Relatos atuais
mostraram que as proteinas pré-apoptoéticas BAX (Proteina X associada a Bcl-2) e BAK
(Assassino/antagonista homodlogo a Bcl-2) formam poros na membrana mitocondrial
externa, permitindo a liberacdo de proteinas como o citocromo c (= 12 kDa). Além disso, ja
foi demonstrado que BAX pode se localizar na membrana lisossomal induzindo a

permeabilizacdo (FELDSTEIN et al., 2006; KAGEDAL et al., 2005; UREN; IYER; KLUCK, 2017).

Tem sido sugerido que as membranas dos lisossomos das células cancerosas sao
especialmente susceptiveis a LMP. Nos lisossomos, a alta taxa de degrada¢do de ferro —
proteinas contribuiria com o incremento de ferro livre neste compartimento, facilitando a
geracao de radicais hidroxilas e a peroxidacao lipidica das membranas (EATON; QIAN, 2002).
A LMP é induzida por inumeraveis estimulos que incluem o estresse oxidativo e a presenca
de agentes lisossomotrdpicos. Como visto na Tabela 2, os fotossensibilizadores que causam
dano primadrio nos lisossomos ap6s ativacdo podem induzir a ruptura da membrana

lisossomal (BOYA; KROEMER, 2008; CARUSO et al., 2004; ICHINOSE et al., 2006).



Tabela 2. Indutores de LMP. Adaptado de BOYA; KROEMER, 2008
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Indutor

Exemplos

Mecanismos

Referéncia

ROS

H,0,, naftazarina, quinonas,
fenretinida

Modificagdo quimica dos
lipidios da membrana
lisossomal ?

Terman et al. (2006)

Agentes lisossomotrdpicos

Esfingosina,
hidroxicloroquina,
Detergentes (MSDH,
siramesina)

LMP devido a efeitos
semelhantes a detergentes.

Kagedal et al. (2001a);

Yu et al. (2003);

Boya et al. (2003b)

Li et al. (2000);

Ostenfeld et al. (2005) Boya
et al. (2003a)

Lipidios

Acidos graxos, sais biliares,
produtos de oxidagdo do
colesterol, palmitato

Feldstein et al. (2006); Paris
et al. (2007)
Kagedal

Proteinas da Bax Formacgao de poros Kagedal et al. (2005);
familia Bcl-2 proteicos nas membranas Feldstein et al. (2006)
dos lisossomos ? Werneburg
Caspases Caspase-9, caspase-8 Degradacdo de proteinas Werneburg et al. (2004);
lisossomais  ou efeitos  Gyrd-Hansen et al. (2006)
indiretos
Catepsinas Catepsina B Degradagdo de proteinas Werneburg et al. (2002)
lisossomais
Toxinas de Vincristina, vinorelbina, Desconhecido Groth-Pedersen et al. (2007)
microtubulos vinblastina, epotilona B,
paclitaxel
Fotodano NPe6, ATXs10 Membranas dos lisossomos Xue et al. (2003);
Ichinose et al. (2006)
Poifendis Resveratrol Desconhecido Trincheri et al. (2007)
Receptores CD3, PHA, TRAIL, TNF-a Desconhecido Guicciardi et al. (2000);
Heinrich et al. (2004)
Proteinas LAPF Poros ? Chen et al. (2005);
Lisossomais Li et al. (2007)
Dano no DNA p53, Desconhecido Emert-Sedlak et al. (2005);
camptotecina, etoposideo Paquet et al. (2005)
Silica Silica Desconhecido Thibodeau et al. (2004);
Hamilton et al. (2007)
Toxinas Veneno de Efeito direto nas Feofanov et al. (2005);

cobra, yesotoxina, crotoxina

membranas dos lisossomos
?

Malagoli et al. (2006); Yan
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1.2.3. Estabilidade das membranas endolisossomais
Multiplos compartimentos derivados do brotamento interno das membranas dos
endossomos, chamados de vesiculas intraluminais, sdo entregues aos lisossomos. A analise
do perfil lipidico mostrou que as vesiculas intraluminais estdo enriquecidas em fosfolipidios
aniénicos denominados bis-(monoacilglicero)-fosfato (BMP), os quais servem como
plataforma para facilitar o acesso das lipases e dos cofatores aos substratos (KOLTER;
SANDHOFF, 2005). Em 2004, foi demonstrado que a localizacdo da chaperona Hsp70
(Proteina de choque térmico de 70 kDa) nos endossomos e nos lisossomos é necessaria para
manter a estabilidade das membranas destes compartimentos (NYLANDSTED et al., 2004).
Estudos mais recentes reportaram que a proteina Hsp70 tem uma alta afinidade pelo
fosfolipidio BMP. Um grupo de pesquisadores liderados por Thomas Kirkegaard
questionaram os mecanismos que seriam empregados por esta chaperona para modular a
estabilidade das membranas dos endossomos e dos lisossomos (Figura 6). Do amplo nimero
de enzimas que existem nestes compartimentos os pesquisadores focaram o estudo na
esfingomielinase acida (ASM, do inglés Acid sphingomyelinase) - enzima que degrada a
esfingomielina em ceramida - ja que relatos anteriores tinham descrito a afinidade entre a
ASM e o BMP (LINKE et al., 2001). Os resultados dos ensaios realizados com proteinas
recombinantes em lipossomos evidenciaram que concentracGes crescentes da proteina
Hsp70 (3 nM — 300 nM) incrementam a interacdo entre a ASM e o BMP, fato que resultou
no aumento dos niveis de ceramida; enquanto concentracdes da proteina Hsp70 em
excesso (750 nM — 1500 nM) competiram com a ASM pela ligacdo ao fosfolipidio anidnico.
Além disso, a inibicdo farmacoldgica e genética da ASM em fibroblastos causou uma maior
sensibilidade a permeabilizagdo das membranas dos endossomos e dos lisossomos por

reagdes de foto-oxidagao, sugerindo-se que o aumento no conteudo da ceramida, gerado
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pelo catabolismo da ASM, poderia ser exportado na membrana circundante e ter um
impacto positivo na estabilidade dos compartimentos endolisossomais. Porém, ainda falta
saber se a proteina Hsp70 influencia na atividade de outras enzimas, uma vez que cofatores
como a proteina ativadora de gangliosideo GM2 e as saposinas também interagem com o
lipidio ani6nico e, de maneira similar a ASM, desempenham func¢bes essenciais no

catabolismo de esfingolipidios (KIRKEGAARD et al., 2010).

Drogas catidbnicas como a Siramesina inibem a atividade da ASM interferindo na
atracdo eletrostatica ao BMP, sensibilizando as células a LMP. Testes pré-clinicos mostraram
resultados promissores no tratamento de canceres resistentes a quimioterapia (PETERSEN et

al., 2013).

Inibicdo de Hsp70
= BMP Baixa atividade da ASM
Desestabilizacdo
‘heRepone (X ZX ZX XX ¥
X XX XY XX TN Y 2 X X XX T
+ rHsp70 Superexpressdo de Hsp70
l 9 =Cer @ =SM
Alta atividade da Alta atividade da
ASM ASM
Estabilizacdo Estabilizacdo

Figura 6. Estabilidade dos endossomos e dos lisossomos mediada por Hsp70. Adicdo de Hsp70 recombinante
(rHsp70) ou superexpressao de Hsp70 em células resulta no aumento da atividade da ASM, o que por sua vez,
incrementa o conteldo de ceramida lisossomal (Cer), fornecendo uma maior estabilidade as membranas dos
compartimentos endolisossomais. Caso contrario, a inibicdo de Hsp70 resulta no aumento do conteldo de
esfingomielina (SM) e na desestabilizacdo das membranas. Adaptado de PETERSEN et al., 2010.
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2. OBIJETIVOS

Neste estudo investigamos como as células de adenocarcinoma colorretal HT — 29
respondem, apds 24 horas da irradiacdo, ao dano gerado pelo fotossensibilizador meso-

tetrafenilporfirina dissulfonado (TPPS,,).

2.1. Objetivo 1l
Identificar a base molecular da disfun¢dao dos endossomos e dos lisossomos induzida
pelas reacdes de fotossensibilizacdo mediante a avaliagdo da expressdo de proteinas

localizadas no [limen e nas membranas destes compartimentos.

2.2. Objetivo 2
Avaliar o mecanismo de degradacdo dos endossomos e dos lisossomos apds
fotossensibilizagdao e as consequéncias da disfun¢do do sistema endolisossomal na

autofagia.

2.3. Objetivo 3

Avaliar os efeitos da fotossensibilizacdo no metabolismo de lipidios.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Linhagem celular

A linhagem celular de adenocarcinoma de célon humano HT — 29 (HTB-38TM) foi
doada pelo PhD José Andrés Morgado Diaz (Instituto Nacional de Cancer, RJ, Brasil). As
células foram semeadas em garrafas de cultura de 75 cm’ e mantidas em estufaa 37 °Ce 5%
de CO,. O meio de cultivo DMEM (Eagle modificado de Dulbecco com alto conteudo de
glicose, Gibco, #12100-038) suplementado com 10 % de soro fetal bovino (SFB Gibco,
#12657-029), 1 % de Piruvato de Sodio (Gibco, #11360-070), 3.7 mg mL™ de bicarbonato de
s6dio, 100 U mL ™" de penicilina, 100 pg mL™ de estreptomicina e 0.25 pg mL ™ de Anfotericina

B (Gibco, #15240-062) foi utilizado na manutencao das culturas celulares.

3.2. Reagentes

Dicloridrato de acido meso-tetrafenil porfirina dissulfénico (TPPS,, do inglés meso-
Tetraphenylporphine disulphonic acid dihydrochoride) em pd foi adquirida da Frontier
Scientific (#T40637) e foi solubilizado em tampdo 5 mM de Tris-HCl, pH 7.4. Aliquotas de esta
solucdo foram diluidas em metanol e leituras da absorbancia no comprimento de onda
maximo da banda Soret (A max = 414 nm) foram utilizadas para determinar a concentracdo
do fotossensibilizador aplicando a Lei de Lambert-Beer:

A=¢lc

onde,

A = absorbancia
1

€ = coeficiente de extingao molar, 450 x 10® Lmol™ cm”

I = comprimento do trajeto ético
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C = concentragdo do TPPS,, na solugdo (mol L)

Solugdes frescas foram feitas em cada experimento.

3.3. Fotossensibilizacao em células

Para a captacdo do fotossensibilizador pelas células, o TPPS,, , nas concentracdes
indicadas em cada experimento, foi acrescentado no meio DMEM suplementado com 10 %
de SFB e incubado por 3 horas, segundo as condicdes descritas no item 3.1 e de acordo com
o reportado por (TSUBONE et al., 2017). Posteriormente, o meio foi removido e apds duas
lavagens com tampdo fosfato-salino (PBS), as células foram irradiadas em PBS. O
equipamento utilizado foi o irradiador Ethik que possui um arranjo de LEDs com
comprimento de onda de 522 nm, potencia média de 8.7 mW cm? e controle de
temperatura a 37 °C. O tempo de irradiacao foi de 4 minutos contabilizando 2.1 J cm? de

energia.
3.4. Ensaiode MTT

Para os ensaios de viabilidade celular, 0.8 x 10* células HT-29 foram semeadas em
placas de 96 pocos. As células foram mantidas nas condicdes estabelecidas no item 3.1 até
atingir a densidade na faixa de: 1.6 x 10* — 2.0 x 10* células. Nos experimentos, o efeito
citotoxico de cada concentracdo do fotossensibilizador foi avaliado em oito pogos, sendo
testadas 11 concentragdes de TPPS,, (20 nM , 40 nM, 60 nM, 80 nM, 120 nM , 160 nM ,
240 nM, 320 nM, 400 nM , 480 nM e 560 nM).

Para avaliar a sobrevida celular 24 horas apds fotossensibilizagdo (item 3.3), as
células foram incubadas com meio de cultura contendo 50 ug mL™ de MTT (brometo de 3-

(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazdlio). Apds duas horas de incubacdo a 37 °Ce 5%
? ’ p g
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de CO,, o sobrenadante foi retirado e os cristais de formazan formados pela reacdo de
reducdo do MTT pelas desidrogenases e reductases celulares foram solubilizados em
dimetilsulféxido (DMSO) e quantificados pela leitura da absorbadncia a 550 nm (Infinite
M200, Tecan-RChisto).

Uma curva dose — resposta foi construida pelo ajuste dos dados ao modelo logistico
de quatro parametros. No eixo X, as diferentes concentracdes do fotossensibilizador foram
transformadas em escala logaritmica e no eixo Y, os dados das leituras da redu¢do do MTT
foram transformados em valores percentuais, onde a viabilidade celular de 100 % foi
estabelecida a partir da média das leituras correspondentes as células que foram apenas
irradiadas com luz a 522 nm, na auséncia de pré-incuba¢dao com TPPS,,. Para se determinar
a citotoxicidade do FS ndo irradiado, as células foram incubadas por trés horas com as
mesmas concentragdes do FS (20 nM - 560 nM) usadas no ensaio de fotossensibilizacdo,
apos lavagem e descarte do excesso, foi adicionado meio DMEM fresco e as placas foram
mantidas nas condi¢Ges de uso frequente. Apds 24 horas, a sobrevida celular foi avaliada por
meio do ensaio de reducdo do MTT segundo os procedimentos descritos acima. Dos
resultados foi construido um grafico de barras, em que diferentes concentracdes do
fotossensibilizador na escala nanomolar foram plotados em funcédo dos dados da reducdo do
MTT transformados em valores percentuais, sendo o 100 % da viabilidade celular
estabelecido a partir da média das leituras correspondentes as células que ndo foram pré-
incubadas com o FS. Para andlise estatistica, os grupos foram comparados utilizando a
andlise de variancia (ANOVA) de uma via. Nos graficos foram plotados a média e o desvio
padrao de 3 experimentos independentes. A analise estatistica e a construgao dos graficos

foram realizados no software GraphPad Prism 6.
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3.5. Ciclo celular

Nos ensaios de avaliagdao do ciclo celular, 5 x 10° células foram semeadas em placas
de 60 mm. Apds atingir a densidade na faixa de 10 x 10°> — 12 x 10°, as células foram
fotosenssibilizadas e passadas as 24 horas do experimento, o meio foi removido e o excesso
foi retirado por lavagens com PBS (2 x 5 min). As células foram coletadas por tripsinizacdo e
centrifugadas a 6.000 rpm por 5 min. Em seguida, o pellet foi ressuspendido em solucdo de
etanol gelado 70 % e armazenado a 4 °C. No dia da anadlise, o pellet foi centrifugado e
ressuspendido na solucdo de marcacdo em PBS composta por 100 mg L' de RNAse e 50 mg
L™ de iodeto de propideo. As amostras foram homogeinizadas e incubadas a 37 °C por 30
min em banho seco. No citdmetro foram analisados no minimo 30.000 eventos. Os dados

foram processados utilizando o software FlowJo™ 10.4.

3.6. Western Blot

Para os ensaios de identificacio de proteinas, cerca de 14 x 10° células foram
semeadas em placas de 100 mm. Apds atingir uma densidade na faixa de 28 x 10° — 30 x 10°
células por placa, estas foram tratadas segundo o procedimento descrito no item 3.3. Apds
24 horas de fotossensibilizacdo, o meio de cultura foi removido e foram realizadas duas
lavagens com PBS a 37 °C. As células aderidas foram recolhidas por raspagem em 450 uL de
tampao de lise a 4 °C [1 % de Triton X-100, 0.5 % de desoxicolato de sddio, 0.2 % de SDS, 150
mM de NaCl, 10 mM de HEPES (pH 7.3), 2 mM de EDTA (pH 7.4), inibidor de proteases
(1:500, Sigma-Aldrich, #P8340) e inibidor de fosfatases (1:500, Sigma-Aldrich, #P5726 e
#P0044)] . Em gelo, o conteudo total de cada amostra foi transferido a tubos de 1.5 mL,
homogeneizado e, apds centrifugagdo a 4 °C (10.000 rpm, 10 minutos), o sobrenadante foi

coletado e estocado a — 80 °C até seu uso. A dosagem proteica do sobrenadante foi realizada
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pelo uso do método colorimétrico RC DC™ (Bio-Rad, #5000122) segundo as instrucdes do
fabricante. Apds dosagem, as amostras foram diluidas com agua livre de nucleases na
concentragio de 5 pg pL™ para logo adicionar o tamp3o de carregamento Laemmli (4x)
[277.8 mM de Tris — HCI (pH 6.8), 44.4 % de glicerol (v/v), 4.4 % de SDS (v/v), 0.02 % de Azul
de Bromofenol (v/v)] e Ditiotreitol na concentracdo final de 50 mM (DTT , Bio-Rad,
#1610611). Seguidamente, as amostras foram denaturadas a 95 °C por 8 minutos no banho
seco.

As amostras foram resolvidas por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida
desnaturante (SDS-PAGE) e transferidas a membranas de PVDF (tamanho de poro: 0.45 um,
GE Healthcare, #10600023). As membranas foram bloqueadas e incubadas por 12 horas a 4
°C segundo as condig¢des especificadas no Anexo 1. Apds trés lavagem com TBST — 0.05 % [20
mM de Tris—HCI (pH 7.6), 150 mM de NaCl e 0.05 % de Tween 20] a temperatura ambiente,
as membranas foram incubadas por 1 hora com o anticorpo secundario correspondente:
anti-rabbit (Millipore AP188P) 1:5000 ou anti-mouse (Millipore AP160P) 1:5000.
Transcorrido o tempo, as membranas foram lavadas com TBST — 0.05 % e as proteinas foram
visualizadas por quimiluminescéncia (SuperSignal West Pico PLUS, Thermo Scientific™,
#34580) utilizando o fotodocumentador Uvitec Limited (Cambridge, UK). A intensidade das
bandas foi quantificada no software Image J 1.53 (National Institutes of Health, USA).

Para o reaproveitamento das membranas foi utilizado o tampao Mild stripping [15 g
de glicina, 1 g de SDS, 10 mL de Tween 20, avolumar para 1L de agua destilada (pH 2.2)]

segundo o protocolo descrito pela Abcam.
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3.7. Geragao dalinhagem HT-29 EGFP- LSGAL3

Placas no formato de 6 pogos foram utilizadas na etapa inicial deste experimento.
Cerca de 36 x 10* células por poco foram semeadas para, 24 horas depois, serem
transfectadas com o plasmideo pEGFP-hGal3 (Addgene, #73080) utilizando o reagente
Lipofectamine™ 3000 (Invitrogen #L3000015) segundo as instrucdes do fabricante. Apds 48
horas da transfeccdo, as células com expressio do plasmideo pEGFP-hGal3 foram
selecionadas pela adicdo do meio DMEM contendo 800 mg L de geneticina (G418; Gibco
#11811031) e 10 % de SFB. As células foram mantidas durante trés semanas sob pressdao
seletiva, sendo o meio trocado a cada 72 horas. As transfec¢des chamadas de HT-29 pEGFP -
LSGAL3 foram expandidas (DMEM + 10 % SFB + 400 mg L™ de G418) em garrafas de cultura

de 25 cm? e subcultivadas por quatro passagens.

3.8. Immunofluorescéncia

Sob condicBes padrdes de cultura, 8 x 10* células HT-29 pEGFP - LSGAL3 foram
crescidas em cameras Lab-Tek® Il com fundo de lamina em vidro borosilicato (Thermo
Scientific™, #155382). Apds 24 horas de fotossensibilizacdo, as amostras foram fixadas em
paraformaldeido (PFA) gelado 4 % por 15 minutos. O PFA foi removido e, apds lavagens com
tampao fosfato salino (PBS, 2 x 5 min), as células foram incubadas a temperatura ambiente
durante 20 min com o tampao de marcagdao composto de 0.1 % de Saponina, 3 % de soro
fetal bovino em PBS (pH 7.4). No processo de marcacdo celular, o anticorpo primdrio LAMP1
(D2D11) XP® Rabbit (Cell Signaling, mAb #9091) diluido no tampao descrito anteriormente
(1:500) foi adicionado as amostras e incubado por 12 horas a 4 °C com agitacdo constante.
Ap0s, lavagens com PBS (3 x 5 min), as células foram incubadas por uma hora com o

anticorpo secundario anti-rabbit 1gG H&L Alexa Fluor® 647 (abcam, #ab150083) diluido no
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tampdo de marcacdo (1:500 , temperatura ambiente e agitacdo constante). O excesso de
anticorpo secundario foi retirado por lavagens com PBS (3 x 5 min). A seguir, as células
foram delimitadas pela marcacdo com faloidina conjugada ao fluoréforo Alexa Fluor® 555
(Invitrogen, #A34055) segundo as instrucdes do fabricante. No final do procedimento, os
ndcleos foram marcados com Hoechst 33342 (0.001 g L' em PBS, Invitrogen #H1399). As
imagens foram capturadas em PBS no microscépio confocal Zeiss LSM 710 equipado com a
objetiva de 63x de imersdao em éleo (Plan Apochromat NA 1.4).

Em cada grupo experimental, no minimo 15 imagens (= 35 células por imagem) foram
processadas no software Image J 1.53 (National Institutes of Health, USA). Para a deteccao
dos dots de LSGAL3 foi gerada uma mdscara binaria com o auxilio da ferramenta MorpholibJ
(LEGLAND; ARGANDA-CARRERAS; ANDREY, 2016), segundo os parametros reportados em
KILCHRIST et al., 2019. Em cada imagem, o numero total de dots foi dividido pelo nimero de
células (nucleo), o qual foi determinado pelo estabelecimento de um limiar de fluorescéncia
(valores: 161 e 232) no canal de Hoechst seguido do preenchimento de espacos (Fill Holes), a
segmentacdo por Watershed e a quantificacdo de particulas. Macros foram gerados para
automatizar a quantificacdo dos dots. A co-localizacdo entre os dots de LSGAL3 e a proteina

LAMP1 foi realizada com o uso da ferramenta JACoP (BOLTE; CORDELIERES, 2006).

3.9. Marcagdo dos lisossomos (Lysoview)

Nos ensaios de marcacdo com o fluoréforo Lysoview, cerca de 5 x 10° células foram
semeadas em placas de 60 mm. Apds atingir uma densidade na faixa de 10 x 10°> — 12 x 10°,
as células foram fotosenssibilizadas e, apds 24 horas, o meio foi removido e o excesso foi
retirado por lavagens com PBS (2 x 5 min). As células foram coletadas por tripsinizagdo e

centrifugadas a 6.000 rpm por 5 min até formar um pellet. O excesso de tripsina foi
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neutralizado com 4 mL de meio DMEM suplementado com 10 % de SFB. Em seguida, foram
feitas duas marcacdes consecutivas, cada uma delas em 500 pL de meio de uso frequente
sem vermelho de fenol. Para diferenciar células viaveis e invidveis, o marcador LIVE/DEAD™
Fixable Violet (Thermo Fisher Scientific, #L34955, Ex. 405 nm) na concentracdo final de 1 %
(v/v) foi adicionado nas amostras e incubado por 30 min a 37 °C e 5 % de CO,. Culminada
esta marcacdo, apds centrifugacdo, o corante LysoView™ 633 (Biotium, #70058) na
concentracao final de 0.2 % (v/v) foi adicionado ao meio de cultura. Foram analisados 50.000

eventos no citdbmetro e o processamento dos dados foi realizado no software FlowJo™ 10.4.

3.10. Marcagdo dos corpusculos lipidicos (BODIPY 493 / 503)

As células foram semeadas, fotosenssibilizadas, tripsinizadas e coletadas segundo
descrito no item Marcagao dos lisossomos (Lysoview). Para diferenciar células vidveis e
invidveis, o marcador LIVE/DEAD™ Fixable Violet (Thermo Fisher Scientific, #.34955, Ex. 405
nm) em 500 pL de meio de cultura e na concentragdo final de 1 % (v/v) foi adicionado nas
amostras e incubado por 30 min a 37 °C e 5 % de CO,. Culminada esta marcacdo, apds
centrifugacdo e retirada do excesso por meio de uma lavagem com PBS (5 min), as células
foram fixadas com PFA 4% por 10 minutos. Transcorrido o tempo, o PFA foi removido e apds
lavagens com tampao fosfato salino (PBS, 2 x 5 min), as células foram incubadas com BODIPY
493/503 por 10 minutos em PBS a temperatura ambiente. Apds marca¢do, no minimo
30.000 eventos foram analisados no citdmetro de fluxo. Os dados foram processados no
software FlowJo™ 10.4.

Células carregadas com oleato (Sigma, #268046, CAS 112801) foram utilizadas no
grupo controle. Para o preparo do estoque de carregamento em meio de cultura, 1.77 mM

de acido oleico em etanol foi complexado com BSA livre de acidos graxos (Sigma, A7030) na
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razdo 6:1. Imediatamente apds o preparo, a solucdo foi homogeneizada, incubada por 12
horas a 24 °C com agitacdo constante e armazenada a 4 °C até seu uso. Para sincronizar as
células, 16 horas antes do carregamento, as culturas foram privadas de soro. Antes do uso, a
solucdo estoque de acido oleico/BSA foi homogeneizada e incubada a 24 °C por 1 hora com
agitacdo constante para sd entdo ser acrescentada ao meio de cultura usual na concentracao

final de 400 uM.

3.11. Extragao de RNA e quantificagao dos transcritos por qRT-PCR

Em placas de 60 mm foram semeadas 5 x 10° células. Ap0ds atingir a densidade na
faixa de 10 x 10° — 12 x 10>, as células foram fotosenssibilizadas segundo descrito no item
Fotossensibilizacdo em células. Apds 24 horas, o meio de cultura foi removido e depois de
duas lavagens com PBS (2 x 5 min) a 37 °C, as células aderidas foram recolhidas por
tripsinizacdo, sendo o excesso neutralizado com 4 mL de meio DMEM suplementado com 10
% de SFB e centrifugadas a 6.000 rpm por 5 min. Os pellets foram lavados com PBS (2 x 5

min) e estocados a — 80 °C até seu uso.

No dia do isolamento do RNA, os pellets foram descongelados em gelo e o RNA foi
extraido mediante o uso do kit PureLink RNA Mini Kit (Invitrogen™, #12183025) e tratado
com DNAse (PureLink DNAse, Invitrogen™, #12185010). Os procedimentos foram realizados
de acordo com as instru¢cbes do fabricante. Amostras de RNA ressuspendidas em agua
ultrapura livre de nucleases foram quantificadas por espectrofotometria no NanoDrop®
OneC (Thermo)®. A quantificacdo da concentracdo de RNA foi realizada por leituras da
absorbancia nos comprimentos de onda de 260 nm e de 280 nm. Apds leitura, amostras de

RNA com razdes Ayso/as0 = 2.0 foram selecionadas e diluidas em agua ultrapura livre de
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nucleases (100 mg L™) e submetidas a reacdo da transcriptase reversa (RT do inglés Reverse
Transcriptase) para a obtencdo do cDNA (DNA complementar) segundo o procedimento
fornecido no kit High-Capacity c¢cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems™,
#4368814). O cDNA foi armazenado a -20 °C até seu uso. Os ensaios de gqPCR (PCR
guantitativo em tempo real) foram conduzidos em placas de 96 pocos, em que 100 ng do
cDNA foram amplificados com oligonucleotideos especificos (Anexo 2) para os genes
ASAH1, GAPDH, HMGCR, LAMP1, LAMP2, LPCAT2, NFE2L2 (NRF2) na presenga de sondas
TagMan caracterizadas por apresentar na extremidade 5' um fluoréforo (Amidita de
fluoresceina, FAM) e na outra extremidade um quencher. Quando a sonda TagMan esta
intacta, a proximidade do quencher reduz a fluorescéncia do FAM por transferéncia de
energia de ressonancia. O alinhamento do oligonucleotideo numa sequéncia especifica do
DNA complementar e, em seguida, o processo de extensdo cliva a sonda TagMan devido a
atividade exonuclease 5'->3' da DNA polimerase, separando o quencher da molécula
fluorescente, o que resulta no aumento da fluorescéncia proporcional a quantidade de
produtos amplificados. Os reagentes usados nas reacdes de RT - PCR foram adquiridos da
Applied Biosystems (TagMan™ Gene Expression Master Mix, #4369016) e os experimentos
foram conduzidos no termociclador QuantStudio™ 6 Flex Real-Time PCR System (Applied
Biosystems). Os parametros de ciclagem térmica utilizados foram: ativacdo da enzima a 95
°C por 10min, seguido de 40 ciclos de: desnaturagdo a 95 °C por 15s e anelamento /
extensdo a 60 °C por 1min. Os dados foram analisados no software QuantStudio™ v 1.7.1. A
expressao dos genes foi normalizada pela expressdao do gene GAPDH e os niveis de mRNA

relativos foram calculados usando o método de 2" (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).
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4. RESULTADOS

4.1. Base molecular da disfungao lisossomal

4.1.1. Desenho experimental

Nos experimentos executados ao longo deste trabalho foram incluidos trés controles
baseados na auséncia ou na presenca das varidveis fotossensibilizador “FS” e “luz”. O
primeiro controle foi denominado controle basal e nele as células ndo foram expostas a
nenhuma das varidveis experimentais. A seguir, no controle escuro, as células foram apenas
expostas ao “FS” (incubagdo com TPPS,, por trés horas), enquanto, no controle claro, as
células - na auséncia de pré-incubacdo com TPPS,, . foram irradiadas com luz no
comprimento de onda de 522 nm (= 4 minutos). Por ultimo, no grupo FS ativado, as células
foram pré-incubadas com TPPS,, e posteriormente irradiadas, permitindo na presenca do FS

e da luz a ocorréncia de reagdes de oxidagao.

4.1.2. Fototoxicidade celular

Em 2017, numa pesquisa precedente do grupo, foi demonstrado que a
fotossensibilizagdo com TPPS,, causa dano nos lisossomos e induz morte com bloqueio
autofagico em células Hela, uma linhagem de adenocarcinoma cervical (TSUBONE et al.,
2017).

Favorecido por sua propriedade anfifilica, este fotossensibilizador (FS) se liga na
membrana plasmatica e acredita-se que a sua captacdo e localizacdo intracelular nos
endossomos e nos lisossomos segue a via endocitica. De fato, fotossensibilizacdo com TPPS,,
¢é utilizada na Internalizagdo Fotoquimica, metodologia também conhecida como PCl (do

inglés Photochemical Internalization), que permite a liberacdo intracelular de uma grande
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variedade de moléculas através do vazamento especifico dos lisossomos (BERG et al., 2010).
N3do obstante, apesar de se conhecer as propriedades fotofisicas e fotoquimicas do TPPS,,,
bem como, a sua localizacdo intracelular, ainda ndo tinha sido identificada a base molecular

do dano nos endossomos e nos lisossomos.

Nas etapas iniciais desta pesquisa foi necessario determinar a concentracdo de
trabalho do fotossensibilizador em células de adenocarcinoma colorretal HT-29. Portanto,
apo6s 24 horas de fotossensibilizacao avaliamos a sobrevida celular usando o ensaio de MTT.
Como apresentado na Figura 7A nota-se que o TPPS,, no escuro ndo foi citotéxico nas
concentragoes utilizadas; porém, apés irradiagcdo, com o aumento da concentragao do FS (20
nM - 560 nM) houve diminuicdo da viabilidade celular (Figura 7B). A dose letal escolhida
para darmos seguimento ao estudo foi a concentracao do TPPS,, necessaria para reduzir em

30 % a sobrevida celular (DLsg; 148 nM).

J4 foi reportado que espécies oxidantes geradas pelas reacdes de fotossensibilizacdo
podem causar alteracdes na dindmica do ciclo celular (ABRANTES et al., 2019). Para avaliar
os efeitos da fotoativacdo do TPPS,, na progressdo do ciclo celular, analisamos pelo
citbmetro de fluxo a distribuicdo de células HT - 29 nas fases: G1 (preparacao para a divisao),
S (sintese de DNA) , G2 (preparacdo para a mitose) e M (mitose) do ciclo celular. Este
acompanhamento foi realizado mediante a marca¢do de células com lodeto de propideo
(P1), uma molécula que emite fluorescéncia de maneira proporcional ao conteido de DNA
(AWTAR, 1975). Como mostrado na Figura 8, a fotossensibilizacdo com TPPS,, ndo altera a
porcentagem de células nas diferentes fases do ciclo celular e, por conseguinte, parece ndo

afetar a progressao deste nas condigdes investigadas.
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Figura 7. Determinagdo DL;, em células HT-29. Diferentes concentragdes de TPPS,, (20 nM - 560 nM) foram
testadas. Apds 24 horas de irradiagdo, a sobrevida celular (%) foi determinada pelo ensaio de redugdo do MTT.
(A) TPPS,, no escuro. As médias da porcentagem de sobrevida celular entre os grupos ndo mostraram
diferencas, ns: ndo significativo (ANOVA de uma via; p = 0.3772). Os gréficos representam a média e o desvio
padrdo de 3 experimentos independentes. (B) Fototoxicidade do TPPS,, apds fotosenssibilizagdo. Na curva
dose — resposta (logaritmo das concentragdes de TPPS,, vs. % da sobrevida celular), o modelo logistico de
quatro parametros foi utilizado no ajuste da curva (R* = 0.9831). O intervalo de confianga de 95 % (IC 95%) foi
de 138 nM e 157.8 nM para o limite inferior e o limite superior respectivamente.
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Figura 8. Andlise do ciclo celular. Histogramas representativos da analise do ciclo celular pelo citometro de
fluxo apds 24 horas de fotossensibilizagdo: (A) Basal (B) Controle escuro (C) Controle claro (D) FS ativado. (E)
Porcentagem de células em GO /G1, S e G2/M. O grafico mostra a média e o desvio padrio de 3 experimentos
independentes. ANOVA de uma via e teste Dunnett post hoc foram aplicados para a analise de cada fase do
ciclo celular. ns: ndo significante.
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4.1.3. Modulag¢ido negativa das catepsinas

Para investigar a base molecular do dano nos endossomos e nos lisossomos,
guantificamos a expressdo das catepsinas - enzimas residentes nestes compartimentos - que
tém como funcdo degradar diversos substratos (TURK et al., 2012). Para esta andlise, foram
escolhidas as catepsinas A, D e B, categorizadas respectivamente nas familias das serina
proteases, aspartil proteases e cisteina proteases (YADATI et al., 2020).

Como reportado em diferentes estudos; as catepsinas sao sintetizadas na forma de
precursores inativos no Reticulo Endoplasmatico (RE), local onde terd inicio, co-
traducionalmente, o processo de glicosilagao. Posteriormente, durante a sua passagem pelo
Complexo de Golgi, as pro-catepsinas glicosiladas serdo marcadas com a manose 6 — fosfato
(M6P) a fim de facilitar o seu reconhecimento por receptores especificos na rede trans de
Golgi. Em seguida, vesiculas revestidas de clatrina - que brotam da rede trans de Golgi -
transportam os precursores das catepsinas para os endossomos e os lisossomos. Uma vez,
no liumen dos endossomos e dos lisossomos, o processamento dos pro-peptideos resultara
na geracdo das catepsinas maduras (enzimaticamente ativas). Embora, esta via de trafego
vesicular é um caminho frequente no enderecamento de proteinas dirigidas para os
compartimentos endolisossomais, alguns receptores de M6P escapam desta rota e seguem
para a membrana plasmatica, onde recapturam os pro-peptideos que foram secretados no
meio extracelular e os devolvem aos lisossomos mediante a endocitose (BRAULKE;
BONIFACINO, 2009).

Para os ensaios de expressao de catepsinas, proteinas separadas por eletroferese em
gel de poliacrilamida-SDS foram transferidas para membranas de PVDF (fluoreto de
polivinilideno). Como podemos observar na Figura 9A, a incubagdo das membranas com um

anticorpo especifico para a forma precursora da catepsina A (CTSA), depois do revelado,
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identificou o pré-peptideo desnaturado que foi visualizado como uma banda Unica com peso
molecular aproximado de 54 kDa. A analise densitométrica da intensidade da banda da proé-
CTSA nas distintas amostras, indicou que a expressdo da forma precursora desta catepsina
nas células fotossensibilizadas teve seus niveis diminuidos quando comparados aos controles
experimentais (= 70 %) (Figura 9B). A falta de especificidade do anticorpo pela forma
madura impossibilitou esclarecer se essa reducdo foi devido a uma diminuicdo na sua sintese
ou pelo aumento no processamento para gerar a forma ativa da CTSA nos endossomos e nos
lisossomos.

No caso da catepsina D (CTSD) o anticorpo teve especificidade para identificar as
proteinas tanto na sua forma precursora quanto na sua forma madura. A marcagdo das
membranas com o anticorpo para a CTSD permitiu confirmar a expressao da forma ativa de
esta catepsina nas amostras (28 kDa); porém, a andlise comparativa da intensidade das
bandas mostrou que, nas células fotossensibilizadas, essa expressao teve uma reducao de 55
% em relacdo aos grupos controle (Figura 9A — 3D). Consistente com essa diminuicdo
significativa, a forma precursora da CTSD representada com uma banda de 48 kDa mostrou
um aumento na sua expressdo de até 4 vezes, sugerindo que esse incremento foi
consequéncia da falta de maduracdo da pré - CTSD nas células fotossensibilizadas. Em
experimentos semelhantes, a incubacdo das membranas com o anticorpo para detectar a
CTSB tanto na sua forma madura quanto na sua forma precursora, apontou que a expressao
da CTSB segue o padrdo de expressdo proteica notado nas membranas marcadas com CTSD,
observando-se nas células fotossensibilizadas um aumento de 2.4 vezes na expressao da pré
- CTSB (44 kDa); enquanto que, paralelamente foi calculada uma reducdo de 52 % na
expressao da CTSB madura. Como apresentado na Figura 9E esta catepsina na forma ativa

tem duas subunidades visualizadas como bandas de 24 kDa e 27 kDa. Interessantemente, a
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suscetibilidade das cisteinas da CTSB ao estresse oxidativo ja foi reportado em modelos
celulares expostos a espécies reativas de oxigénio geradas por UVA e por endoperdxidos

(LAMORE; WONDRAK, 2012; NAGAOKA et al., 2005).

Com o propodsito de determinar se a reducdo no processamento das catepsinas
também teria ocorrido nas primeiras horas apds irradiacdo foram avaliados os niveis
proteicos da CTSD em distintos tempos (0 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 24 h). Os resultados,
apresentados na Figura 10, mostraram que a menor quantidade de CTSD madura (28 kDa)
foi atingida 24 h apds fotossensibilizagdo. A andlise densitométrica da intensidade das
bandas indicou que entre as 4 h e as 8h apds irradiagdo houve uma redugao de 30 % na
guantidade de CTSD ativas, ndo se encontrando diferencas na andlise realizada em células
coletadas 2 horas apds irradiagdao. Como demonstrado em experimentos anteriores, além da
forma madura da CTSD, foi também identificada a expressao da forma precursora (banda de
48 kDa). A analise densitométrica confirmou o incremento de 8 vezes na expressao da pro-
CTSD apds 24 horas de irradiacdo. Além disso, ndo foram identificadas diferencas
significativas na expressdo do prd-peptideo nas oito primeiras horas apds foto-oxidacao;
porém, apesar de ndo ter sido estatisticamente diferente, a partir das 6 h foi notado um
incremento de 1.5 vezes na expressdao da pré-CTSD. Estes dados indicam que as reacdes
foto-oxidativas afetam o processamento da CTSD gradualmente, resultando na menor

expressao de CTSD madura apds 24 horas de irradiacdo.
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Figura 9. Maturagdo das catepsinas. Lisado celular de amostras coletadas apds 24 horas de fotossensibilizacdo
foram analisados por Western blot usando anticorpos para a catepsina A (CTSA), catepsina D (CTSD) e catepsina
B (CTSB). Os nimeros na parte inferior das membranas indicam a ordem das amostras: 1 — Basal, 2 — Controle
escuro, 3 — Controle claro, 4 — FS ativado. (A) Na esquerda superior pode se observar que apds irradiagcdo a
forma madura da CTSD (28 kDa) teve seus niveis proteicos diminuidos, achado concomitante com o acumulo da
forma precursora (48 kDa). O reaproveitamento das membranas para a deteccdo do precursor da CTSA (54
kDa) mostrou que houve uma reducdo significativa na sua expressao apds fotossensibiliza¢cdo. (E) Na esquerda
inferior, marcagdo das membranas com um anticorpo especifico para a CTSB evidenciou que os niveis proteicos
de esta catepsina seguem a mesma tendéncia de expressdo observada na CTSD. Em todos os ensaios, a
expressdao de GAPDH (37 kDa) foi utilizada como controle de carregamento. (B — D; F — G) Na direita, graficos
plotados com os dados da quantificagdo da intensidade das bandas correspondentes as catepsinas (forma
precursora e madura) relativa a intensidade da banda da proteina GAPDH. Os resultados de cada grupo foram
normalizados pelo controle basal. Os graficos de dispersdao mostram a média aritmética de pelo menos trés
experimentos independentes. Para as comparacgdes foi utilizada a andlise ANOVA de uma via e teste Dunnett
post hoc (****p <0.0001; ***p <0.001; **p <0.01; *p <0.05, ndo significativo (ns) p > 0.05).
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Motivados pela reducdo na maduracdo da CTSB e da CTSD, posterior ao estresse
oxidativo desencadeado pelas reacdes de fotossensibilizacdo, decidimos avaliar as
consequéncias de um menor numero de catepsinas ativas nas células, caracterizando a
expressao de proteinas relacionadas a elas. Revisdao da literatura permitiu identificar a
prosaposina (PSAP), uma glicoproteina que com o auxilio da CTSD gera saposinas, as quais

sao requeridas na hidrdlise dos esfingolipidios (HAIDAR et al., 2006).

Em primeiro lugar, a analise do inmunoblot revelou que a PSAP apresenta pesos
moleculares entre 60 kDa a 70 kDa (Figura 11). A faixa de peso molecular indicou que, em
células HT-29, a PSAP é uma proteina que possui diferentes graus de glicosilagdo como ja
demonstrado por YONESHIGE et al., 2009. Além disso, como esperado, avaliacdo
densitométrica das bandas mostrou que nas células fotoativadas a reducdo da expressao da
CTSD nao facilitou a maduracao das prosaposinas, o que, em consequéncia, levou ao seu
acumulo, calculando-se valores 7 vezes maiores do que os registrados para as células dos
grupos controle. Ensaios posteriores com a finalidade de verificar a deplecdo das saposinas
nas células fotossensibilizadas serdo necessdrios; no entanto, nossos resultados sugerem
gue as reacOes de oxidacdo causadas pelo TPPS,, podem causar o acumulo de
glicoesfingolipidios nos endossomos e nos lisossomos, mimetizando o fendtipo observado

na doenca de armazenamento lisossomal Niemann-Pick tipo C (Figura 11).
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Figura 10. Cinética da expressao da Catepsina D. Lisado celular de amostras coletadas apés 2 h,4h,6 h,8 he
24 h de irradiacdo foram analisados por Western blot usando anticorpo especifico para a catepsina D (CTSD). O
tempo zero refere-se as células coletadas no inicio de cada ensaio e que ndo foram nem irradiadas nem
incubadas com TPPS,,. (A) Membrana representativa onde pode se observar que apds fotossensibilizacdo a
forma madura da CTSD (28 kDa) teve seus niveis proteicos diminuidos. A analise densitométrica mostrou que a
menor quantidade de CTSD ativas foi atingida apds 24 h de irradiagdo. Na faixa de tempo entre as 4 h e as 8h
foi calculada uma redugdo de 30 % na quantidade de CTSD ativas, ndo se encontrando diferengas na analise
realizada em células coletadas apds 2 horas de irradiagdo. Além da forma madura da CTSD, na membrana foi
identificada a expressdo da forma precursora (48 kDa). Densitometria da intensidade das bandas indicou que a
pro-CTSD apresenta um acumulo significativo s6 apds 24 horas de irradiacdo. (B-C) Quantificacdo da
intensidade das bandas correspondentes a CTSD (forma precursora e madura) relativa a intensidade da banda
da proteina GAPDH (37 KDa). Os dados de cada grupo foram normalizados pelos dados das células coletadas no
tempo zero. Os graficos de dispersdo mostram a média aritmética de dois experimentos independentes. Para
as comparagOes foi utilizada a andlise ANOVA de uma via e teste Dunnett post hoc (***p < 0.001; *p < 0.05,
nao significativo (ns) p > 0.05).
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Figura 11. Expressdo proteica da Prosaposina (PSAP). (A) Membrana representativa da analise por Western
blot de amostras coletadas apds 24 horas de fotossensibilizagdo. Os nimeros na parte inferior das membranas
indicam a ordem das amostras: 1 — Basal, 2 — Controle escuro, 3 — Controle claro, 4 — FS ativado. A imagem
mostra que a ativacdo do TPPS,, em células HT — 29 resultou no aumento dos niveis proteicos da PSAP
visualizadas com bandas de 60 kDa e 70 kDa. A expressdo de GAPDH (37 kDa foi utilizada como controle de
carregamento. (B) Os graficos de dispersdo mostram a média aritmética de pelo menos trés experimentos
independentes. Os dados de cada grupo foram normalizados pelo controle basal. Para as comparagdes foi
utilizada a andlise ANOVA de uma via e teste Dunnett post hoc (**p < 0.01; ndo significativo (ns) p > 0.05).

Posteriormente, nos perguntamos se as proteinas transmembrana altamente
glicosiladas LAMP1 e LAMP2 localizadas preferencialmente nas membranas dos endossomos
tardios e nos lisossomos (FUKUDA, 1991; TAN et al., 2016) poderiam ter seus niveis proteicos
alterados de maneira semelhante as catepsinas. Os resultados, mostrados na Figura 12,
indicam que ambas as proteinas possuem pesos moleculares entre 90 — 120 kDa, sendo a
banda correspondente a 120 kDa predominante nos grupos controle; enquanto, nas células
fotosenssibilizadas, as amostras apresentaram um padrdo de migracdo diferente,
visualizando-se bandas em toda a faixa de peso molecular reportada. Ndo obstante, apesar
de observar essa alteracdo, ndo foram identificadas diferencas na intensidade integrada das
bandas proteicas entre os grupos avaliados, indicando que ndo hda discrepancias na
abundancia de LAMP1 e LAMP2. Nota-se também que a expressdo dos transcritos dos genes

LAMP1 e LAMP2 foram semelhantes entre os grupos analisados (Figura 13), apontando que
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as reacOes de foto-oxidacdo resultantes da ativacdo do TPPS,, modulam a expressao das

proteinas LAMP1 e LAMP2, a nivel pds-traducional mas nao a nivel transcricional.

Estruturalmente, os endossomos e os lisossomos se encontram protegidos da acdo
das hidrolases por uma camada de glicoproteinas que formam o glicocdlix. Mudancas na
glicosilagdo podem alterar o peso molecular das LAMPs. Interessantemente, um estudo
sugere que células portadoras de lisossomos com deficiéncia na proteina Niemann Pick tipo
C1 (NPC1) apresentam glicocdlix menos densos a fim de promover a saida do colesterol
acumulado no espaco intraluminal (LI et al., 2015). Apesar de ndo termos resultados
suficientes para comprovar esta hipdtese, esse mecanismo adaptativo poderia contribuir
para o fornecimento de colesterol requerido pelas células. Em concordancia com esta
necessidade, uma pesquisa recente indicou que células com lisossomos disfuncionais ativam
a via da sintese de novo do colesterol (WEBER et al., 2020). Por outro lado, tem sido
reportado que proteinas LAMP1 e LAMP2 com perdas de glicosilacdo sao encaminhadas para

degradacdo (KUNDRA; KORNFELD, 1999).
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Figura 12. Expressao das proteinas LAMP1 e LAMP2. Membrana representativa da analise por Western blot
de amostras coletadas apds 24 horas de irradiacdo. Os numeros na parte inferior das membranas indicam a
ordem das amostras: 1 — Basal, 2 — Controle escuro, 3 — Controle claro, 4 — FS ativado. (A e C) As proteinas
integrais de membrana LAMP1 e LAMP2 apresentaram pesos moleculares entre 90 kDa e 120 kDa. Note - se
que nos grupos controle foi predominante a expressdo de proteinas com pesos correspondentes a 120 kDa;
porém, nas células fotossensibilizadas foram observadas alteragdes no padrdao de migragdo, identificando-se
proteinas com menor peso molecular (90 kDa). A expressdo de GAPDH (37 kDa)foi utilizada como controle de
carregamento. (B e D) Os gréficos de dispersdao mostram a média aritmética de pelo menos trés experimentos
independentes. Os dados de cada grupo foram normalizados pelo controle basal. Para as comparagées foi
utilizada a analise ANOVA de uma via e teste Dunnett post hoc (ndo significativo (ns) p > 0.05).
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Figura 13. Expressao dos genes LAMP1 e LAMP2. (A) Expressdo do mRNA de LAMPI ndo foi diferente entre os
grupos. (B) Expressdao do mRNA de LAMP2 n3o foi diferente entre os grupos. Para as comparacGes foi utilizada
a analise ANOVA de uma via e teste Dunnett post hoc (ndo significativo (ns) p > 0.05).

Recentemente, Eapen e colaboradores sugeriram que lisossomos com rupturas nas
membranas podem ser removidos das células mediante duas vias. Em uma destas vias, as
galectinas, sinalizam o inicio de uma série de eventos que conduzem a formacao do fagdéforo
e a ativacdo da autofagia (lisofagia), enquanto em um cenario paralelo, os lisossomos sdo
marcados diretamente com ubiquitinas para serem reconhecidas e degradadas mediante o
proteassomo. Embora, cada uma destas vias seja independente, ha certo nivel de

comunicacao entre elas (EAPEN et al., 2021).

De qualquer forma, estes resultados sugerem que o FS ativado afeta
significativamente a expressao das catepsinas e proteinas associadas a elas nos endossomos
e nos lisossomos, de forma semelhante a outros modelos experimentais de

fotossensibilizacdo e de doencgas de armazenamento lisossomal.
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4.2. Degradacgao dos lisossomos e a autofagia

A macroautofagia (referida como autofagia) exerce inimeras fungdes na manutencao
da homeostase celular, incluindo o fornecimento de nutrientes através da degradacao de
macromoléculas e o monitoramento da qualidade intracelular pelo reconhecimento de
organelas danificadas, agregados proteicos e patdgenos (DERETIC; KROEMER, 2021). Na
autofagia, estruturas lipidicas denominadas fagéforos identificam mediante receptores
especificos os componentes a serem degradados e, por meio da expansdo das suas
membranas, sequestram o material em compartimentos que uma vez fechados sdo
conhecidos como autofagossomos. Através da fusdo, os autofagossomos entregam seu
contelddo aos lisossomos (YIM; MIZUSHIMA, 2020). Por consequéncia, os lisossomos
exercem um papel fundamental na autofagia. Interessantemente, ja tem sido reportado que

a redugdo das catepsinas resulta na inibicao da autofagia (TATTI et al., 2012).

Estudos prévios propuseram que a fotossensibilizagdo com TPSS,, causa dano nos
lisossomos e a desestabilizacdo das suas membranas com a subsequente liberagao do seu
conteudo para o citoplasma (BERG et al., 2010). H4 também dados que demostram que um
tipo de autofagia de carater seletivo denominado lisofagia é induzido para degradar
endossomos e lisossomos com rupturas nas suas membranas limitantes (SKOWYRA et al.,
2018). Um dos métodos mais robustos para caracterizar a disrup¢cdo das membranas
endolisossomais baseia-se na identificacdo de aglomerados (dots) de galectinas nestas
organelas. A utilidade da galectina como sensor do dano se fundamenta na afinidade de esta
proteina por os P-galactosideos presentes nas glicoproteinas e, provavelmente, nos
glicolipidios (JIA et al., 2020a). Sob condigbes normais, as galectinas encontram-se

distribuidas no citosol, no nucleo e até no espaco extracelular; porém, por conta do dano
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nas membranas dos endossomos e dos lissosomos, as galectinas ganham acesso ao lUmen
destes compartimentos, onde reconhecem e se ligam aos B-galactosideos presentes em
proteinas como LAMP1 e LAMP2, formando dots que podem ser visualizados com o auxilio
de técnicas de microscopia de fluorescéncia (AITS et al.,, 2015). Devido a sua ampla
expressao; a Galectina-3, também chamada de LGALS3, é usada como repodrter geral de
dano nas membranas endolisossomais (PAPADOPOULOS; MEYER, 2017). Além disso,
destaca-se a participacdo da LGALS3 na lisofagia através do recrutamento de proteinas
envolvidas na formacdo do fagéforo, estrutura lipidica que apds expansao dara origem ao
autofagossomo (CHAUHAN et al., 2016) (Figura 14). Mais recentemente foi reportado que a
LGALS3 coordena, além da lisofagia, as respostas do reparo e a biogénese lisossomal (JIA et

al., 2020b).
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Figura 14. Modelo do recrutamento de Galectinas em lisossomos e endossomos com les6es na membrana.
(Etapas 1a e 1b) A ruptura dos endossomos e dos lisossomos causa o recrutamento das galectinas e
paralelamente desencadeia a marcagao com ubiquitina de uma série de proteinas. Na etapa 2, a ubiquitinagdo
promove o recrutamento dos complexos: OPTN-TBK1 e TAX1BP1-TBK1- RB1CC1 (etapa 3), proteinas que por
sua vez, recrutam proteinas envolvidas na formac&do do fagdéforo (ATGs) (etapa 4), ativando o fluxo autofagico
(etapa 5). Adaptado de EAPEN et al., 2021.
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Com o intuito de avaliar o impacto da fotossensibilizacdo e da reducao das catepsinas
na integridade das membranas dos endossomos e dos lisossomos, além de conferir se estes
compartimentos disfuncionais podem ser removidos por intermédio da lisofagia, células HT
— 29 com expressao estavel da proteina LGALS3 fusionada ao marcador fluorescente EFGP,
foram fotossensibilizadas e apds 24 horas de irradiacdo foram fixadas em paraformaldeido e
marcadas com o anticorpo LAMP1 (Proteina-1 associada a membrana do lisossomo). Células
incubadas por 90 minutos com 1 mM do composto lisossomotrépico LLOMe (Ester metilico
de L-leucil-L-leucina) foram utilizadas como controle positivo experimental. Este andlogo
sintético de dipeptideo de leucina modificado com um grupo metil éster permeia as
membranas dos endossomos e dos lisossomos, onde pela atividade peptidil transferase da
Catepsina C (CTSC), formam polimeros de leucina capazes de quebrar as membranas de
estes compartimentos (KAVCIC et al., 2020; THIELE; LIPSKY, 1990).

Para a captura das imagens microscépicas, o anticorpo LAMP1 foi conjugado ao
fluoréforo Alexa Fluor® 647 que emite, apds excitacdo, fluorescéncia detectada no canal
vermelho, enquanto a LGALS3 fusionada ao EFGP (Ex. 488 nm, Em. 507 nm) foi detectada no
canal verde. Com a finalidade de facilitar a contagem de células, os nucleos foram marcados
com Hoechst (Ex. 350 nm, Em. 461 nm) e detectados no canal azul. Como ferramenta de
auxilio na quantificacdo do nimero de células, foi realizada a marcacdo do citoesqueleto de
actina, os quais foram detectados no canal amarelo (Faloidina conjugada ao Alexa Fluor®
555).

Como apresentado na imagem da Figura 15, no grupo basal, a LGALS3 encontra-se
distribuida homogeneamente no citoplasma; enquanto, os endossomos tardios e os
lisossomos marcados com LAMP1 mostraram que estas organelas estdo localizadas

aleatoriamente no citoplasma. O padrdao de distribuicdo da LGALS3 e de LAMP1 foi
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semelhante nas células pertencentes aos grupos: basal, claro, escuro e nas células
fotossensiblizadas, sugerindo que apds 24 horas de irradiacdo ndo ha ativacdo da lisofagia e
os endossomos tardios e os lisossomos nao apresentam rupturas permanentes nas suas
membranas. Ao contrdrio do que foi observado nesses grupos experimentais, visualizacdo
das células incubadas com o LLOMe no microscéopio de fluorescéncia mostraram
aglomerados de LGALS3. O coeficiente de Pearson calculado (r = 0.53 + 0.08) na analise de
correlagdo entre a proteina LGALS3 e a proteina LAMP1 indicou que a co-localizagdo entre a
galectina e o marcador do lisossomo é parcial, fato que sugere que o LLOMe pode causar
danos nas membranas de outros componentes do sistema endolisossomal como os
endossomos iniciais. Cabe ressaltar, que LGALS3 ndo é a Unica isoforma que modula a
lisofagia, uma vez que a Galectina-8/LGALSS8 e a Galectina-9/LGALS9 participam na resposta
autofagica apds dano lisossomal (JIA et al., 2018). Além disso, um estudo realizado em
modelo murino sugere que a LGALSY pode ser transportada aos lisossomos por meio da
endocitose e mediante a sua interacdo com LAMP2, contribui com a estabilizacdo das

membranas dos compartimentos endolisossomais (SUDHAKAR et al., 2020).

Uma explicacdo alternativa para a auséncia da lisofagia apds fotossensibilizacdo seria
gue as células apresentassem reducdo proteica das galectinas. Devido a relevancia da
LGALS3 (26 kDa) na coordenacdo da resposta autofagica e a participacdo da LGALS9 (40 kDa)
na estabilidade dos compartimentos endolisossomais foi avaliada a expressdao dessas
proteinas em lisados de células HT — 29, ndo se identificando diferencas entre os grupos
experimentais na analise densitométrica da intensidade das bandas (Figura 16). Resultado
que descarta a deplecdao enddgena das galectinas LGALS3 e LGALS9 como causa subjacente

da inibicao da lisofagia mediada por LGALS3.



71

A Basal Inset

gj
e o
©ESB
& 5
e 8 4
O
v
(O]

[\]] =

[=74] I

} .

@ S

> 2
2
ot

B Escuro Inset

»
2
&
o
T

Merge

TdINYT — lue

Figura 15. Lissossomos e endossomos tardios disfuncionais, apds 24 horas de irradiagdo com TPPS,, ndo sdo
degradados pela ativagdo da lisofagia. Células expressando a proteina LGALS3 fusionada ao EFGP (verde)
foram marcadas com LAMP1 (lisossomo e endossomos tardios, vermelho), Hoechst (nucleo, azul) e Faloidina
(citoesqueleto de actina, amarelo). A captura das imagens foi realizada no microscépio confocal Zeiss LSM 710
com a objetiva de 63X. Na esquerda é mostrada a sobreposi¢do (merge) dos canais dos fluoréforos empregados
no ensaio. Na direita superior, a regido com maior ampliagcdo (inset) mostra a localizagdo da LGALS3 e do
nucleo. Na direita inferior, a regido com maior ampliagdo (inset) mostra a marcagdo individual dos lisossomos,
endossomos tardios e da Faloidina. Nas células dos grupos: (A) Basal, (B) Escuro, (C) Claro e (D) Fs ativado, a
LGALS3 encontra-se distribuida homogeneamente no citoplasma, sugerindo que ndo ha ativacao da lisofagia e
ndo ha perda da integridade das membranas dos endossomos tardios e dos lisossomos. Barra de escala: 5 um.
Continua na pdgina seguinte.
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Figura 15. Lissossomos e endossomos tardios disfuncionais, apos 24 horas de irradiagdo com TPPS,,, ndo sao
degradados pela ativagao da lisofagia (Continuagdo). Na esquerda é mostrada a sobreposicao (merge) dos
canais dos fluoréforos empregados no ensaio. Na direita superior, a regido com maior ampliagdo (inset) mostra
a localizacdo da LGALS3 e do nucleo. Na direita inferior, a regido com maior ampliacdo (inset) mostra a
marcacdo individual dos endossomos tardios, dos lisossomos e da Faloidina. Nas células dos grupos: (A) Basal,
(B) Escuro, (C) Claro e (D) Fs ativado, a LGALS3 encontra-se distribuida homogeneamente no citoplasma,
sugerindo que ndo ha ativacdo da lisofagia e ndo hd perda da integridade das membranas dos endossomos
tardios e dos lisossomos. Barra de escala: 5 um. Continua na pagina seguinte.
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(bigodes) estendendo-se para os valores minimos e maximos. Os dados de cada grupo mostram a razdo entre
os dots (aglomerados) de LGALS3 é o niumero de células. Para as comparacdes foi utilizada a analise ANOVA de
uma via e teste Dunnett post hoc (***p < 0.001; ndo significativo (ns) p > 0.05). O processamento das imagens
foi realizado no software Image J. Barra de escala: 5 um.
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Figura 16. Expressao proteica das galectinas. (A e C) Na esquerda, membranas da andlise por Western blot de
amostras coletadas apds 24 horas de irradiacdo. Os numeros na parte inferior das membranas indicam a
ordem das amostras: 1 — Basal, 2 — Controle escuro, 3 — Controle claro, 4 — FS ativado. Os resultados mostram
que a ativacdo do TPPS,, em células HT — 29 ndo alteram os niveis proteicos da LGALS3 (26 kDa) e da LGALS9
(40 kDa). A expressdo de GAPDH (37 kDa) foi utilizada como controle de carregamento. (B e D) Na direita, os
graficos de dispersdao mostram a média aritmética de pelo menos trés experimentos independentes. Os dados
de cada grupo foram normalizados pelo controle basal. Para as comparagdes foi utilizada a analise ANOVA de
uma via e teste Dunnett post hoc, ns: nao significativo (p > 0.05).

Caso as membranas dos endossomos e dos lissosomos, nas células
fotossensibilizadas, apresentassem poros manométricos que nao permitissem o fluxo de
moléculas iguais ou maiores a 26 kDa, peso molecular reportado e conferido pelos
imnunoblots para LGALS3, justificaria-se a auséncia do recrutamento de esta galectina nos
ensaios de microscopia. Portanto, para descartar rupturas nas membranas dos endossomos
e dos lissosomos de tamanho menor do que as requeridas para a passagem de uma

molécula de 26 kDa, avaliamos o vazamento de protons através da marcacdo de células com
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LysoView™ 633, um corante permedvel as membranas em pH neutro e que uma vez
localizado no entorno acido dos endossomos e dos lisossomos é protonado, fato que
favorece o seu sequestro e acimulo nestes compartimentos. Além disso, o LysoView™ 633
pode servir como indicativo de altera¢des no pH endolisossomal, ja que o fluoréforo emite
menor fluorescéncia em ambientes alcalinos e ,pelo contrério, incrementa a sua intensidade
em ambientes mais acidos (Figura 18A). Vale destacar, que no ensaio sé foram consideradas
células vidveis, as quais foram diferenciadas com base no estado da membrana plasmatica.
Logo, as células foram incubadas com o corante fluorescente LIVE / DEAD™ Fixable Violet
(Thermo Fisher Scientific, #L34955, Ex. 405 nm). Tomando vantagem da capacidade de
ligacdo de este fluoréforo com os grupos amina da superficie celular, amostras com
membranas plasmaticas integras apds excitacdo emitiram um sinal de fluorescéncia
relativamente menor do que o sinal registrado em células ndo vidveis - com danos na
membrana plasmatica — onde o incremento do sinal de fluorescéncia é por causa da ligacao
do fluoréforo nos grupos amina da superficie celular e nos grupos amina do interior das

células (Figura 17A).

Os histogramas das amostras analisadas no citometro de fluxo, apds exclusdo do
debris e de aglomerados celulares, mostraram que aproximadamente o 97 % das células
pertencentes ao grupo basal e o grupo controle escuro, assim como as células incubadas
com LLOMe ndo apresentam perda da integridade da membrana plasmatica, registrando-se
intensidades de fluorescéncia semelhantes (= 0.9 — 1.0) (Figura 17B - H). Sem influenciar na
quantidade de células viaveis, as quais foram entre 0 97 % a 99 % da populagao analisada,
pois ndo houve incremento da permeabilidade plasmatica ao LIVE/DEAD™, foi evidenciada a

reducdo na emissdo de fluorescéncia desse corante nas células dos grupos: controle claro (=
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0.8), células fotossensibilizadas (= 0.7) e num grupo controle adicional conformado por
células incubadas com um inibidor da H* - ATPase (V-ATPase) lisossomal (0.1 pM de BafAl; =
0.4). Ndo obstante, essa diminuicdo soé foi significativa nos dois ultimos grupos descritos
(Figura 17B — H). Importante mencionar, que pelo mecanismo de ac¢do do corante LIVE /
DEAD, uma eventual diminuicdo na intensidade de fluorescéncia do corante poderia indicar,
indiretamente, mudancas na composicdo da membrana plasmatica, ja que os
glicerofosfolipidios e os esfingolipidios na membrana plasmatica possuem grupos aminas
hidrofilicos que podem servir como substratos para a ligacdo do corante. Portanto, os dados
sugerem, indiretamente, que nas células fotossensibilizadas e nas células incubadas com
BafAl poderia ter ocorrido mudangas na composicdo lipidica da membrana plasmatica.
Interessantemente, foi reportado que os fibroblastos tém a capacidade de eliminar
lisossomos disfuncionais através da exocitose e como resultado do incremento da fusdo dos
lisossomos com a membrana plasmatica, hidrolases endolissosomais liberadas ao meio
extracelular tém acesso, entre os diversos componentes da bicamada lipidica, aos
esfingolipidios. Na superficie celular, as ceramidas formadas por causa da degradacdo dos
esfingolipidios estariam envolvidas na ativacdo de uma cascata de sinalizacdo que leva a
diminuicdo da proliferacao celular com a consequente parada de crescimento (SAMARANI et

al.,, 2018).



L Viaveis
A Vidveis N&o Vidveis
2,0K+ —
‘9 \? u N&o Viaveis
,% % 1,5K -
o
o
% "¢ o H
0 £ 1.0k
OXQ oo 5
g % 500
5 o‘—v—v—w—A"ﬂ'Aa
10° 10" 102 10 10t 10® 10
Fluorescéncia ILIVE / DEAD ™ Fixable Violet
Basal Escuro
2,5K ' . 2,5K ! S
Viaveis —— Viaveis +———
97.6% : g 97.5% 3 z
2,0K N3io viaveis 2,0K - N3ao viaveis
2.4% 2.5%
g g
3 =
@ 1,5K- @ 1,5K-
o Qo
3 3
2 2
g 1,0K~ E 1,0K
=1 =
-4 z
500 500
0] |
100 1!)1 10 1(!3 104 105 10" 100 11:I‘| 102 103 104 105 10
Fluorescéncia (LIVE / DEAD™ Fixable Violet) Fluorescéncia (LIVE / DEAD™ Fixable Violet)
Claro FS ativado
2,5K T s I 2,5K ' T
o Ma— it M—
.87 . . L7 . "
2,0K - Nao viaveis 2,0K - Nao viaveis
2.2% 1.8%
s s
3 3
9 1,5K- @ 1,5K1
o Qo
S 2
2 2
g 1,0K' g 1,°K'
= =1
- z
5004 500
- e\ 0 - . L2 SRA T -
1()o 1l)1 1tl2 10 104 105 10" 100 101 102 103 104 105 10
Fluorescéncia (LIVE / DEAD™ Fixable Violet) Fluorescéncia (LIVE / DEAD™ Fixable Violet)

77

Figura 17. Intensidade de fluorescéncia de células HT-29 marcadas com LIVE / DEAD™ Fixable Violet. Apds 24
horas da irradiagdo, foram coletadas as células aderidas na placa de cultura e as localizadas no sobrenadante
(meio DMEM suplementado com 10 % de SFB). As células foram marcadas com o corante LIVE / DEAD™ Fixable
Violet. (A) Diagrama do mecanismo de a¢do do corante e histograma representativo da analise no citdmetro de
fluxo. (B-E) Histogramas das células pertencentes aos grupos: basal, escuro, claro e FS ativado. Continua na
pdgina seguinte.
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Figura 16. Intensidade de fluorescéncia de células HT-29 marcadas com LIVE / DEAD™ Fixable Violet
(Continuagao). (F-G) Histogramas representativos das células incubadas com 1 mM de LLOMe (90 minutos) e
0.1 uM.de BafA1l (24 horas). (H) Os graficos de caixa mostram o primeiro quartil, a linha da mediana, o terceiro
quartil e o segmento de reta vertical (bigodes) estendendo-se para os valores minimos e maximos. Os dados de
pelo menos trés experimentos independentes foram normalizados pela intensidade de fluorescéncia do
controle basal. Para as comparacdes foi utilizada a analise ANOVA de uma via e teste Dunnett post hoc (****p

<0.0001; **p <£0.01; p > 0.05 nado significativo (ns)).
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Os dados da andlise das marcacgdes celulares com LysoView™ 633 indicaram que as
células possuem duas popula¢des de endossomos (E) e de lisossomos (L). Essas populacdes
foram chamadas de Populacdo 1 e de Populacdo 2, como mostrado na Figura 18B. Em
condi¢cdes basais, a diferenca na intensidade de fluorescéncia entre elas foi de
aproximadamente 17 vezes. A Populacdo 1, com menor intensidade de emissdo de
fluorescéncia (E / L com limen menos acido), representou 2 % das células vidveis ; enquanto,
a Populagdo 2, com maior intensidade de emissdo de fluorescéncia (E / L com limen mais
acido), representou 98 % das células vidveis. Esse padrdo de distribuicdo celular e as
intensidades de fluorescéncia emitidas pelo LysoView foram semelhantes entre o grupo
controle claro e o grupo controle escuro quando comparados ao grupo basal (Figura 18C -
D). Como esperado, células incubadas com LLoMe apresentaram um incremento de = 9
vezes no numero de células com subpopulagdes de endossomos e de lisossomos menos
acidos. N3o obstante, os histogramas nao permitiram diferenciar os endossomos e os
lisossomos que perderam prétons por causa da permeabilizacdo das membranas; e, em
consequéncia, incrementaram seu pH, dos endossomos e dos lisossomos que em condicdes
basais tinham lumen menos acido (Populacdo 1) (Figura 18E). Perante esta limitante, a
analise comparativa dos compartimentos com menor intensidade de fluorescéncia de
LysoView™ nado foi realizada, considerando-se simplesmente a razdo entre a porcentagem de
células com E / L menos acidos e a porcentagem de células com E / L mais acidos como
parametro na andlise do vazamento de prétons . (Figura 18l). Baixo essa condicdo, as razoes
calculadas para o grupo basal e o grupo de células incubadas com LLOMe foram de 0.02 e de
0.23 respectivamente. Portanto, esses dados em conjunto com as microscopias onde foram
observados aglomerados de LGALS3 indicam que o LLoMe causa um incremento no nimero

de endossomos e de lisossomos caracterizados por terem IlUmen menos 4cido,
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provavelmente, por conta da quebra das membranas dos compartimentos endolisossomais.
Inesperadamente, células incubadas com BafAl mantiveram os valores da razdo empregada
para a andlise do vazamento de prétons de maneira semelhante ao grupo basal (Figura 18F),
resultado que poderia indicar que a BafAl, na concentracdo testada, ndo ocasiona mudancas
no pH dos compartimentos endolisossomais e/ou sustenta a possibilidade da exocitose de
estes compartimentos nas células HT — 29. Na procura de respostas para esta observacao,
avaliamos o efeito da incubacdo de células com Cloroquina (CQ, 100 uM). A diferenca da
BafA1l que inibe a H' - ATPase (V-ATPase) dos endossomos e dos lisossomos, a CQ atravessa
a membrana destes compartimentos e sofre protona¢ao, causando a alcalinizagdo do [Umen
e prejudicando a fung¢do endolisossomal. Os dados mostraram que de maneira parecida as
células incubadas com LLOMe, a CQ causa um incremento de = 20 vezes no nimero de
células com endossomos e com lisossomos menos acidos (Figura 18G), sendo a média da
razao do vazamento de prétons de 0.68. Esta andlise, nas células fotossensibilizadas, nao
mostrou diferencas quando comparada ao grupo basal, sendo a média do valor calculado de
0.01, sugerindo que apds 24 horas de fotossensibilizacdo, esses compartimentos ndo tém
rupturas que permitam o vazamento de prétons (Figura 18H - 1). Por outro lado, os dados da
intensidade de fluorescéncia emitida pela Populacdo 2 caraterizados por terem E / L com
[dmen mais acido evidenciou que nas células incubadas com CQ e nas células
fotossensibilizadas houve um incremento na intensidade de LysoView™ 633. Este achado ja
tem sido relatado em outro estudo realizado com CQ e células da retina, onde o incremento
na intensidade de fluorescéncia do LysoTracker (um corante que se acumula nos
compartimentos endolisossomais de maneira semelhante ao LysoView) foi registrado apds 4
horas da perda da gradiente de prétons, atingindo o incremento maximo de fluorescéncia

em 24 horas (Figura 18J). O que sugere que o efeito da CQ em algumas populagdes é
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transiente e que as células ativam mecanismos de adaptacdo que permitem que o pH dos
lisossomos e dos endossomos seja restaurado depois de ter sido alvo de estresse (LU et al.,
2017). O incremento da fluorescéncia também pode ser um indicativo do aumento no
volume dos lisossomos, hipdtese apoiada por observacdes realizadas em células incubadas
com LLoMe e acompanhadas por 40 horas (REPNIK et al., 2017). A falta de uma curva padrao
gue estabeleca uma relacdo quantitativa entre a intensidade de fluorescéncia do LysoView™
633 e o pH, impossibilitou a determinagdo da magnitude da alteragdo do pH nos
endossomos e nos lisossomos. Contudo, os dados indicam que os endossomos e o0s
lisossomos das células fotossensibilizadas com o TPPS,, sdo capazes de acumular o corante
LysoView, porém de maneira parecida a uma subpopula¢do de células incubadas com CQ, os
endossomos e os lisossomos poderiam ter sido alvo de um estresse transiente ou ter

incremento no seu volume.
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Figura 18. Intensidade de fluorescéncia de células HT-29 marcadas com LysoView™ 633. Apds 24 horas de
irradiagdo, foram coletadas as células aderidas na placa de cultura e as localizadas no sobrenadante (meio
DMEM suplementado com 10 % de SFB). As células foram marcadas com o corante LysoView™ 633 (A)
Diagrama da intensidade de fluorescéncia do LysoView™ 633 em pH diferentes (manual do usuario da Biotium)
(B-E) Histogramas representativos das células pertencentes aos grupos: basal, escuro, claro e das células
incubadas com LLOMe (90 minutos). Continua na pdgina seguinte.
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Figura 18. Intensidade de fluorescéncia de células HT-29 marcadas com LysoView™ 633. (Continuagdo). (F-H)
Histogramas representativos das células incubadas com 0.1 uM.de BafAl (24 horas), 100 uM de Cloroquina (24
horas) e células fotossensibilizadas com TPPS,, , coletadas apds 24 horas de irradiagdo. (l) Os gréficos de caixa
mostram o primeiro quartil, a linha da mediana, o terceiro quartil e o segmento de reta vertical (bigodes)
estendendo-se para os valores minimos e maximos. Os dados de pelo menos trés experimentos independentes
foram normalizados pela intensidade de fluorescéncia do controle basal. Para as comparagdes foi utilizada a
analise ANOVA de uma via e teste Dunnett post hoc (****p < 0.0001; p > 0.05 ndo significativo (ns)). Continua
na pdgina seguinte.
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Figura 18. Intensidade de fluorescéncia de células HT-29 marcadas com LysoView™ 633. (Continuagdo). (1) Os
graficos de caixa mostram o primeiro quartil, a linha da mediana, o terceiro quartil e o segmento de reta
vertical (bigodes) estendendo-se para os valores minimos e maximos. Os dados de cada grupo foram
normalizados pela intensidade de fluorescéncia do controle basal. Para as comparacoes foi utilizada a analise
ANOVA de uma via e teste Dunnett post hoc (****p < 0.0001; ***p < 0.001; *p < 0.05, ndo significativo (ns) p >
0.05).

Como observado previamente através da microscopia, a autofagia (neste caso
lisofagia, por se tratar de dano fotoquimico nos endossomos e nos lisossomos) encontra-se
inibida e a fim de monitorar o fluxo autofdgico com uma analise complementar,
guantificamos pelo western blot a expressdo dos marcadores autofagicos LC3-Il e
p62/SQSTM1 (referida como p62). Como é sabido, esses marcadores sdo usados
classicamente devido a sua associacdao com a membrana dos autofagossomos. Quantificacdo
proteica dos inmunoblots, apresentados na Figura 19, mostrou que nas células
fotossensibilizadas houve um aumento na expressao das proteinas LC3-1l e p62; porém, uma
vez que tanto a inducdo quanto o bloqueio da autofagia resultam no incremento dos

marcadores autofdgicos, foi necessdrio avaliar a expressdo de ambas as proteinas na
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presenca de Bafilomicina Al (Baf A1, 400 nM) (Figura 20). A andlise comparativa entre o
grupo de células que foram apenas fotosenssibilizadas e o grupo de células que apds
irradiacdo foram incubadas com BafAl ndo mostrou aumento na expressao da proteina p62

e LC3-Il, comprovando desta forma a inibicdo do fluxo autofagico.
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Figura 19. Fotossensibilizagdo com TPPS,, modula a expressio proteica dos marcadores autofagicos LC3 -l e
p62. As amostras foram analisadas apds 24 horas de irradiacdo. (A) Membrana representativa mostrando a
deteccgdo das proteinas LC3 — Il e p62. A proteina GAPDH foi utilizada como controle de carregamento. As
membranas foram reaproveitadas na detec¢do de cada proteina. Os numeros na parte inferior da membrana
indicam a ordem das amostras: 1 — Basal, 2 — Controle escuro, 3 — Controle claro, 4 — FS ativado. (B - C)
Quantificagdo da intensidade das bandas correspondentes as proteinas LC3 — Il e p62 relativa a intensidade da
banda da proteina GAPDH. Os dados de cada grupo foram normalizados pelo controle basal. Os graficos de
dispersdo mostram a média aritmética de trés experimentos independentes. Para as comparacoes foi utilizada
a analise ANOVA de uma via e teste Dunnett post hoc (***p < 0.001; *p < 0.05, ndo significativo (ns) p > 0.05).
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Figura 20. Fotossensibilizagdo com TPPS,, inibe a autofagia. (A) Na esquerda, esquema do desenho
experimental, note que 0.4 uM de BafAl foram adicionados nas ultimas 4 horas antes da coleta das amostras.
Na direita, membrana representativa das proteinas LC3 — Il e p62 detectadas por quimioluminiscéncia. A
proteina GAPDH foi utilizada como controle de carregamento. Os nimeros na parte inferior da membrana
indicam a ordem das amostras: 1 — Basal, 2 — FS ativado, 3 — células incubadas com 0.4 uM de BafAl por 4
horas, 4 — células fotosenssibilizadas e incubadas com 0.4 uM de BafAl. As membranas foram reaproveitadas
na detec¢do de cada proteina. (B - C) Densitometria das proteinas LC3 — Il e p62. Os resultados da média
aritmética de pelo menos trés experimentos independentes ndo mostraram diferengas entre as células
fotoestimuladas e as células tratadas de maneira conjunta com BafAl (linha verde). Para as comparagées foi
utilizada a analise ANOVA de uma via e teste Dunnett post hoc (**p < 0.01; *p < 0.05, ndo significativo (ns) p >
0.05).
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Autofagia insuficiente pode ativar o Fator 2 relacionado a NF-E2 (NRF2), um dos
principais sensores de estresse oxidativo na célula (ITOH et al., 1999). Em condi¢des basais, a
proteina NRF2 é sequestrada no citosol pela Proteina 1 Associada a ECH semelhante a Kelch
(KEAP1) e direcionada ao proteossomo para sua degradacdo (KOBAYASHI et al., 2004;
TAGUCHI; YAMAMOTO, 2017). Ndo obstante, o acumulo de p62 pode dissociar esta
interagao, permitindo a localizagdo nuclear da proteina NRF2, onde ativa além da sua
propria expressdo, a transcricdo de genes antioxidantes, detoxificantes, entre outros
(KOMATSU et al., 2010).

Baseados nestes antecedentes e no acumulo de p62 observado nas células
fotosenssibilizadas, avaliamos a expressio do mRNA do gene NRF2. Os resultados ndo
mostraram diferencas entre os grupos estudados. No entanto, abordagens que incluiam a
analise de genes alvos do fator de transcricado NRF2 e o nivel de ubiquitinacdo da proteina
NRF2 no citosol sdo necessarias para conferir a atividade desta via de protecdo celular. De
gualquer modo, nossos resultados sugerem que apds 24 horas da fotossensibilizacdo ndo ha
alteracdo na regulacdo transcricional do gene NRF2 que pudesse indicar o seu envolvimento
no alivio ou exacerbacdo do estresse oxidativo gerado pela ativacdo do fotossensibilizador

(Figura 21).
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Figura 21. Expressao do mRNA de NRF2 nao foi diferente entre os grupos. As amostras celulares foram
coletadas apds 24 horas de irradiacdo. Os valores de expressdo para o gene GAPDH foram utilizados como
controle enddgeno. O grupo basal foi utilizado como referéncia nos calculos da expressao relativa (2A-AACt). O
grafico representa a média de 3 experimentos. Para as comparagGes foi utilizada a analise ANOVA de uma via e
teste Dunnett post hoc. Na andlise entre grupos ndo se obtiveram diferengas (ndo significativo (ns) p > 0.05).
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Considerando o conjunto de experimentos, os dados indicam que as células
fotossensibilizadas com TPPS,, ndo ativam a lisofagia para degradarem os endossomos e os
lisossomos defeituosos, ao contrdrio, nossos dados evidenciam um bloqueio geral da

autofagia caracterizado pelo acumulo de autofagossomos.

4.3. Fotossensibilizagdao de células altera o metabolismo de lipidios

O trafego de membranas é crucial na homeostase celular, especialmente nos
organismos eucariotos que possuem células compartimentadas. Cada um desses
compartimentos ou organelas é um espaco funcionalmente especializado delimitado por
membranas. A identidade de cada organela é mantida pela intensa troca de lipidios que
ocorre através de eventos de fusdo e de fissdo, a proximidade fisica entre organelas ou por
vesiculas de transporte (KLUMPERMAN; PUCADYIL, 2021; LUJAN et al., 2021).

O fluxo de lipidios aos lisossomos é facilitado pela endocitose, via que participa na
internalizacdo dos componentes lipidicos e proteicos das membranas plasmaticas seja como
constituintes da membrana limitante dos endossomos ou como parte de vesiculas
intraluminais formadas nos endossomos iniciais mediante o brotamento interno das suas
membranas. Enquanto os componentes lipidicos e proteicos incorporados na membrana dos
endossomos ndo sao degradados por estarem protegidos pelo glicocalix; de maneira oposta,
é sugerido que as vesiculas intraluminais favorecem a digestao dos glicoesfingolipidios da
membrana plasmatica (Figura 22) (FURST; SANDHOFF, 1992; SANDHOFF; KOLTER, 1996).

O perfil lipidico das vesiculas no limen dos endossomos e dos lisossomos mostra
enriguecimento do lipidio BMP (Bis (monoacilglicerol) fosfato), uma molécula de carga

negativa que facilita a ligacdo de proteinas catidnicas. Dentre essas proteinas, a associacdo
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do BMP com as Saposinas (SAPs) é de extrema relevancia para o metabolismo de lipidios
(Figura 23) (KOLTER; SANDHOFF, 2005). Ha 4 Saposinas nomeadas como SAP-A, SAP-B, SAP-
C, SAP-D, que sdo geradas nos compartimentos endolisossomais pelo processamento da
prosaposina (PSAP) com o auxilio da CTSD. As SAPs tém como funcdo favorecer o
catabolismo de glicoesfingolipidios, em especial, de aqueles formados por uma cadeia curta
de carboidratos (4 ou 5 unidades de acuUcares); porém, estas proteinas com pesos
moleculares entre 8 a 11 kDa apesar de possuirem propriedades semelhantes, apresentam
especificidade pelos substratos diferentes. Por exemplo, a SAP-A é requerida na degradacao
da galactosilceramida, enquanto a SAP-D estimula a lipdlise das ceramidas (KLEIN et al.,
1994; KOLTER; SANDHOFF, 2005; SPIEGEL et al., 2005).

A proteina PSAP, de importancia neste trabalho, é transportada até os endossomos
e os lisossomos através dos receptores de M6P ou alternativamente mediante os receptores
de sortilina (LEFRANCOIS et al., 2003). Interessantemente, a PSAP pode também ser
secretada no meio extracelular (MEYER et al., 2014). Na clinica, os histdricos de pacientes
portadores de mutacbes génicas que levaram a perda da expressdo da PSAP, e em
consequéncia das SAPs, mostraram, nos fibroblastos, acimulo de muitos esfingolipidios tais
como a glicosilceramida, a lactosilceramida, a galactosilceramida, os gangliosidos, entre
outros (PATON et al., 1992). Outro aspecto interessante da saposina, em especifico da SAP-
D, é que ela ativa a ceramidase acida, uma proteina lisossomal codificada pelo gene ASAH1,
gue tem como funcdo degradar a ceramida em esfingosina e acidos graxos (AZUMA et al.,

1994; KLEIN et al., 1994).
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Figura 22. Modelo de endocitose e degrada¢dao de membranas. Em geral, a endocitose tem inicio com a
formagdo de vesiculas revestidas de clatrina. Essas vesiculas carregam partes da membrana plasmatica
incluindo os glicoesfincolipidios (GSL); lipidios complexos que podem ser incorporados tanto nas membranas
limitantes quanto nas vesiculas internas dos endossomos. Seguindo a via endocitica, os endossomos entregam
as vesiculas internas aos lisossomos com o fim de serem degradadas. Acredita-se que este evento envolve a
fusdo transiente entre ambos os compartimentos. O perimetro da membrana lisossomal é protegido da
degradacéo pelo glicocalix.. Em contraste com as vesiculas revestidas de clatrina, os cavéolos formados a partir
de microdominios ricos em colesterol, GSL e proteinas de membrana ancoradas por glicosilfosfatidilinositol
(GPI) evitam os endossomos e os lisossomos. EGFR: receptor do fator de crescimento epidérmico. Adaptado de

KOLTER; SANDHOFF, 2005.
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Figura 23. BMP e Saposinas (SAPs) nos lisossomos. (A) Representacdo do lisossomo mostrando o glicocalix
(cinza), as enzimas (vermelho), as proteinas ativadoras (azul) e as vesiculas intralisossomais (verde). (B)
Modelo de vesicula lipidica intralisossomal. Em pH 4.0 — 5.0, proteinas catiGnicas como as SAPs (em azul) e as
lipases (ceramidase acida, glicosilcerebrosidase, em vermelho) se ligam na superficie das vesiculas
intralisossomais atraidas pelo lipidio de carga negativa BMP (Bis (monoacilglicerol) fosfato). Para resolver o
problema do acesso das lipases acidas por seus substratos, as saposinas se ligam aos lipidios e os transferem
para as enzimas facilitando sua degradagdo. Adaptado de GALLALA; SANDHOFF, 2011.

Demonstramos acima que nas células incubadas com TPPS,, e irradiadas houve
acumulo da PSAP (=70 kDa) como resultado provavel da diminuicdo na expressdo proteica
da CTSD, enzima indispensavel no seu processamento proteolitico. Consequentemente, a
diminuicdo dos niveis proteicos da CTSD impacta negativamente na formacdo das SAPs.
Portanto, seria de esperar que nas células fotossensibilizadas ocorram alteracdes no
metabolismo dos esfingolipidios.

Com o intuito de estudar a consequéncia da falta de saponinas, avaliamos a
expressao dos transcritos de ASAH1 de amostras coletadas apds 24 horas do inicio do ensaio
e observamos que as células fotossensibilizadas, quando comparadas aos grupos controle,

tiveram seus transcritos aumentados em 1.2 vezes (Figura 24). Uma interpretacdo plausivel
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é que as células apds fotossensibilizacdo ativem a transcricdo de ASAH1 como parte de um
mecanismo compensatério a fim de manter a homeostase das esfingosinas e contribuir com
a sobrevida celular. Interessantemente, na via de degradacdo dos esfingolipidios complexos,
apos da reacdo catalisada pela ceramidase acida, a subsequente formacdo da esfingosina 1 —
fostato (S1P) pela esfingosina quinase é de importancia na sinalizacdo celular (Figura 25)
(ZEIDAN et al., 2008). A ceramidase acida é uma molécula de interesse nos estudos que
envolvem o tratamento do cancer (DOAN et al.,, 2017). Em alguns tipos de células, o
incremento da razdo entre a S1P / ceramida tem sido associado com a resisténcia a
quimioterdpicos, enquanto a inversdao no balango resulta em niveis maiores de ceramida

com o potencial de induzir a apoptose (CAMPANELLA; MARFIA, 2020).
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Figura 24. Quantificacdo relativa de mRNA do gene ASAH1. As amostras celulares foram coletadas apds 24
horas de irradiagdo. Os valores de expressdo para o gene GAPDH foram utilizados como controle endégeno. O
grupo basal foi utilizado como referéncia nos calculos da expressado relativa (27-AACt). O grafico representa a
média de 3 experimentos independentes. Para as comparag¢Ges foi utilizada a analise ANOVA de uma via e
teste Dunnett post hoc. Diferengas significativas na expressao de ASAH1 foram encontradas entre o grupo basal
e o grupo de células fotossensibilizadas (**p < 0.01). Na anadlise comparativa entre os grupos controle ndo se
obtiveram diferencas (ndo significativo (ns) p > 0.05).
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Figura 25. Balango entre a Esfingosina 1- fosfato (S1P) e a Ceramida (Cer). (A) Esquema simplificado da via da
S1P. A esfingosina (Sph) é fosforilada pela Esfingosina quinase 1 / 2 para gerar S1P. A S1P pode servir de
substrato tanto para a re-sintese de Ceramida quanto para formacdo de etanolamina fosfato e palmitaldeido.
Relatos da literatura sugerem que o aumento da razdo S1P / Cer favorece a proliferacdo e a sobrevivéncia
celular; enquanto a queda dessa razdo tende a promover a apoptose e a parada do ciclo celular. (B) O equilibrio
entre a S1P e a Ceramida garante o balango entre a sobrevivéncia e a morte celular. Adaptado de MENG;
YUAN; LEE, 2011.

No entanto, a disfuncdo lisossomal ndo parece alterar sé o metabolismo das ceramidas e de
seus derivados. Experiéncias com amonia e BafAl, duas drogas com efeitos semelhantes no
incremento do pH lisossomal, porém através de mecanismos distintos, evidenciaram que em
concentracdes baixas ambas inibem a proliferacdo celular, enquanto em concentracoes
maiores causam a morte. Interessantemente, a adicdo de ferro no meio de cultura foi o
Unico tratamento capaz de restaurar a proliferacdo celular. Os dados relacionados ao
metabolismo de lipidios indicaram que as células com disfuncdo lisossomal mimetizaram as
células com privacao de colesterol e ativaram a via mediada pelo SREBP, a qual tem como
funcdo estimular a sintese de novo do colesterol. Entre os genes alvos do SREBP avaliados, a
HMGCS1 (Hidroximetilglutaril-CoA sintase), a HMGCR (hidroximetilglutaril-CoA reductase) e
o SQLE (Esqualeno monooxigenase) apresentaram incremento transcricional apds de alterar
o pH lisossomal. Além disso, foi reportado o aumento da abundancia do lanosterol, um

precursor na sintese do colesterol (WEBER et al., 2020).
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Seguindo os achados de Weber e colaboradores, avaliamos a expressao da HMGCR

através do RT — gPCR. Note que houve, nas células fotossensibilizadas, um aumento
significativo de = 1.6 vezes em relacdo aos valores calculados para as células dos grupos
controle (Figura 26). Esse resultado levantou a pergunta: qual seria o motivo por tras da
ativacdo de um sinal de caréncia de colesterol?. As saponinas, especificamente a SAP-A
participa do efluxo do colesterol endolisossomal por meio da sua associacdo com a cavidade
luminal da proteina integral de membrana lisossomal tipo 2 (LIMP-2) (HEYBROCK et al.,
2019). Alteracdo no processamento de saposinas e a provavel redugdao da SAP-A, sugerido
pelo acimulo de prosaposinas nas células fotossensibilizadas, poderia diminuir a eficiéncia
do transporte de colesterol entre os endossomos / lisossomos e o reticulo endoplasmatico
(RE), o qual acaba por reconhecer a reducao no nivel de colesterol, ativando a transcri¢cdo da
HMGCR. Nao obstante, esta proposta tem ressalvas, uma vez que os transportadores NPC1
e NPC2 trabalham de maneira mais eficiente do que a SAP-A no transporte do colesterol
(MENG et al., 2020). Em concordancia com esta hipdtese, foi reportado que a diminuicdo de
apenas 1 % no transporte de colesterol entre a membrana plasmatica e o RE bastou para
ativar a via do SREBP em uma linhagem celular de ovario de hamster chinés, sugerindo que
as células sdo muito sensiveis a mudancas no pool de esta macromolécula e, portanto,

acionam mecanismos para equilibra-o rapidamente (INFANTE; RADHAKRISHNAN, 2017).

Restava saber como os corpusculos lipidicos (CLs), organelas que armazenam lipidios
esterificados e que possuem um papel central na homeostase lipidica serdo afetados pela
foto-oxidacdo nos endossomos e nos lisossomos. Estruturalmente, no interior dos CLs, os
lipidios esterificados ou também chamados de lipidios neutros - trialcilglicerideos e ésteres

de colesterol - estdo dispostos num nucleo hidrofébico; enquanto, exteriormente, esses
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lipidios estdo delimitados por uma monocamada de fosfolipidios constituida principalmente

por fosfatidilcolina (PC) (PENNO; HACKENBROICH; THIELE, 2013; WELTE, 2015).
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Figura 26. Quantificagao relativa de mRNA do gene HMGCR. As amostras celulares foram coletadas apds 24
horas de irradiagdo. Os valores de expressao para o gene GAPDH foram utilizados como controle endégeno. O
grupo basal foi utilizado como referéncia nos célculos da expressdo relativa (2*-AACt). O grafico representa a
média de 3 experimentos independentes. Para as comparag0es foi utilizada a analise ANOVA de uma via e
teste Dunnett post hoc (***p < 0.001; ndo significativo (ns) p > 0.05). Unicamente foram encontradas
diferencas significativas entre o grupo basal e o grupo de células fotossensibilizadas.

Na literatura ja ha relatos que sugerem que estas organelas protegem as células
perante o estresse oxidativo e o estresse de nutrientes, além de contribuir ao crescimento e
supervivéncia de células cancerosas. Essa relagao, foi demonstrada num estudo realizado em
células de CRC, onde foi caracterizado que os CLs servem como ancoras para sequestrar a
proteina calreticulina na sua superficie e assim evitar a sua expressdo na membrana
plasmatica, fato que torna a célula irreconhecivel na destruicdo conduzida pelos linfocitos T
citotéxicos (CD8) e confere resisténcia aos quimioterapicos: 5 — fluoruracila (5- Fu) e
oxaliplatina (Oxa). Além disso, foi evidenciado que a expressdo génica e proteica da
lisofosfatidilcolina aciltransferase 2 (LPCAT2), uma enzima que catalisa a sintese da PC nos
CLs, correlaciona-se positivamente com a abundancia destas organelas. Portanto, segundo o

parametro da expressao proteica da LPCAT2 e com o auxilio do citobmetro de fluxo e da
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microscopia de fluorescéncia, células HT-29 foram classificadas como células com alto
conteudo de CLs; enquanto células SW620 apresentaram o fenétipo contrario (COTTE et al.,
2018; PETAN; JARC; JUSOVIC, 2018).

Em primeiro lugar, baseados nesses antecedentes, avaliamos através da expressao
génica de LPCAT2 se as células poderiam modular os estoques de CLs apds de serem
desafiadas pela fotossensibilizacdo; porém, ndo identificamos diferencas na expressao do
MRNA de LPCAT2 nos grupos avaliados (Figura 27). A seguir, a andlise do contetudo dos CLs
através do cdlculo da mediana da intensidade da fluorescéncia de células marcadas com
BODIPY 493 / 503, um corante que se liga aos lipidios neutros dos CLs, conferiu os resultados
da expressdo genica, ndo se achando diferencas significativas nos estoques de lipidios
neutros; nao obstante, nas células fotoativadas foi observado um incremento da
fluorescéncia, sendo este valor em torno de 20 % em relagdao aos grupos: basal, controle

claro e controle escuro (Figura 28).
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Figura 27. Quantificagdo relativa de mRNA do gene LPCAT2. As amostras celulares foram coletadas apds 24
horas de irradiagdo. Os valores de expressdo para o gene GAPDH foram utilizados como controle endégeno. O
grupo basal foi utilizado como referéncia nos calculos da expressdo relativa (27-AACt). O grafico representa a
média de 3 experimentos independentes. Para as comparacdes foi utilizada a analise ANOVA de uma via e
teste Dunnett post hoc. Ndo foram encontradas diferencas significativas entre os grupos analisados (ndo
significativo (ns) p > 0.05).
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Adicionalmente no ensaio foi adicionado um grupo de células tratadas com 0.1 uM de BafA1l
por 24 horas, pois como reportado por diversos estudos, mediante a lipofagia, um dos tipos
de autofagia seletiva, os CLs podem ser sequestrados nos autofagossomos para depois
serem degradadas pelas lipases acidas nos lissosomos (OGASAWARA; TSUJI; FUJIMOTO,
2020). Parecido aos dados das células fotossensibilizadas com TPPS,,, as células de este
grupo apresentam um incremento aproximado da fluorescéncia de 15 %, resultado que
poderia indicar que a inibicdo da autofagia € um dos motivos pelos quais é observado este
acumulo tanto nas células fotossensibilizadas quanto nas tratadas com BafAl. No entanto,
nao podemos descartar que esse acimulo seja resultado do aumento na sintese dos acidos
graxos ou da reducdo da lipdlise dos CLs no citosol. Células carregadas com
400 uM de oleato foram utilizadas como controle positivo no acimulo de CLs, e tal como
esperado essas células mostraram um consistente incremento na emissao de fluorescéncia,

atingindo valores 3 vezes maiores que os demais grupos.
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Figura 28. Conteudo de corpusculos lipidicos (CLs) em células HT-29. Células foram fixadas apds 24 horas de
irradiagdo e marcadas com Bodipy 493 / 503 para analise no citdmetro de fluxo. O grafico representa a média
de 3 experimentos independentes. Para as comparagOes foi utilizada a analise ANOVA de uma via e teste
Dunnett post hoc (****p < 0.0001; ndo significativo (ns) p > 0.05). Unicamente foram encontradas diferencas
significativas entre o grupo basal e o grupo de células incubadas com 400 uM de oleato.

Em geral, nossos resultados indicam que a disfuncdo do sistema endolisossomal causada

pela fotossensibilizacdo de células com TPPS,, ativa a sintese de novo do colesterol de
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maneira semelhante a BafAl e a amonia. Entretanto, este ndo seria o Unico mecanismo
compensatdrio acionado, uma vez que houve incremento ao nivel transcricional da
ceramidase acida. Nesse sentido, manter a homeostase do colesterol, das ceramidas e dos

seus derivados seria preponderante nas células fotossensibilizadas.
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5. DISCUSSAO

Relatos sobre o uso da luz para o tratamento de doencas se remonta ao ano 3 000 a.C;
ndo obstante, o seu uso como terapia na oncologia clinica ainda é subutilizada. As reacdes
de fotossensibilizacdo foram descritas com mais detalhe mecanistico a partir do trabalho de
Foote e vem recebendo contribuicdes crescentes (BAPTISTA et al., 2021; FOOTE, 1991). H3
inumerdveis estudos envolvendo o emprego de FSs. Entre os protocolos desenvolvidos ao
longo dos anos, alguns procuraram o seu uso em tratamentos almejando a morte celular;
enquanto, diversos outros buscam melhoras na captacao celular de farmacos; porém, devido
a diversidade dos protocolos testados em células, a identificagdo do mecanismo de agdo de
um FS torna-se dificil. Em relagdo ao TPPS,,, dados na literatura mostram que a incubacao
prolongada (18 horas) e a irradiacdo com luz azul (435 nm) é um dos protocolos usados para
causar danos nos lisossomos e nos endossomos, e em consequéncia, induzir a liberacao de
cargos. Embora, ha relatos exitosos na internalizacdo e liberacdo de macromoléculas pelo
sistema endolisossomal, o modelo com o qual se fundamenta essa liberacdo é demasiado
simplista e pouco se sabe sobre os efeitos do TPPS,, na homeostase celular, existindo
limitadamente duas pesquisas independentes que abordam o efeito do TPPS,, nas MAP
guinases (MAPKs), nos microtubulos e nos filamentos de actina (GERDA DE BRUIN, 2008;

WEYERGANG; KAALHUS; BERG, 2008).

Procurando contribuir para o entendimento do impacto do TPPS,, na autofagia e no
metabolismo de lipidios, neste trabalho utilizamos células de adenocarcinoma colorretal HT
— 29 caracterizadas por apresentar mutacoes em BRAF, PIK3CA, TP53, SMAD4 e APC; além

de, fenotipicamente possuir um alto contetddo de corpusculos lipidicos (COTTE et al., 2018;
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HAO et al., 2016; ROMA et al., 2016; ROWAN et al., 2000; WOODFORD-RICHENS et al.,

2001).

Em concordancia com ensaios anteriores realizados em células Hela (TP53 WT)
demonstramos que ,nas células fotossensibilizadas com TPPS,,, o0 aumento da expressao
proteica dos marcadores autofagicos LC3 — Il e p62 foi resultado do fluxo autofagico inibido
(TSUBONE et al., 2017). Além disso, a diferenca entre os gendtipos das células sugere que
esse bloqueio é pelo menos independente do estado da proteina p53 (ABRANTES et al.,
2019). Se a inibicdo da autofagia exerce um papel supressor ou promotor na tumorigénese e
na progressao do CRC é um assunto controverso que nao foi abordado nesta pesquisa. Nao
obstante, uma hipdtese da literatura sugere que a escolha entre ambos os caminhos em
células de CRC poderia ser determinada pela capacidade da célula em ativar a autofagia

(LAUZIER et al., 2019).

Como observado nas imagens microscopicas, fotossensibilizacdes realizadas em células
gue expressaram a proteina LGALS3 fusionada ao marcador EFGP ndo mostraram
aglomerados de galectinas que indiquem a ativacdo da lisofagia por danos irreparaveis nas
membranas endolissosomais. Devido ao papel do TPPS,, na Internalizacdo Fotoquimica e a
liberacdo de macromoléculas e diversos cargos, seria de esperar um certo nivel de
permeabilizacdo das membranas dos endossomos e dos lisossomos. Qual seria a razdo da
auséncia da permeabilizacdo das membranas destes compartimentos?. Os resultados da
cinética de expressao da CTSD realizadas nas primeiras 24 horas ap0s irradiagdo mostraram
uma redugao gradual na quantidade de CTSD ativas. Além disso, o incremento da

fluorescéncia em células marcadas com LysoView™ 633 indicou que de maneira parecida aos
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efeitos da Cloroquina em células da retina, os endossomos e os lisossomos poderiam ter sido
alvo de permeabilizagdo transiente ou ter incremento no seu volume (LU et al.,, 2017).
Estudos sugerem que FSs com grupos idnicos adjacentes como o TPPS,, podem se inserir nas
membranas lipidicas (BERG et al., 1990). Portanto, baseados nos relatos reportados e nos
nossos resultados, hipotetizamos que a interacdo do TPPS,, com lipidios da membrana
endolisossomal na presenca de oxigénio foi capaz de gerar lipidios oxidados. Desta forma,
nos primeiros minutos apds fotoativacdo, esses lipidios oxidados causariam a
permeabilizacdo transiente da membrana dos endossomos e dos lisossomos, fato que
levaria a perda da gradiente de prétons e desestabilizaria a estrutura nativa das enzimas
lisossomais. Uma vez que essa permebilizacdo parece ser transiente e ténue por nao gerar
agregados de LGALS3, hipotetizamos também que o sistema de reparo de membranas deve
ter sido capaz de reconstituir a membrana dos endossomos e dos lisossomos, restaurando a
gradiente de protons. N3ao obstante, a atividade enzimatica de muitas proteinas nao
conseguiu ser restabelecida causando o acumulo gradual de substratos que 24 horas ap6s da
fotossensibilizacdo resultou na deplecdo das catepsinas sem o comprometimento aparente
da membrana endolisossomal. O modelo citado ndo é novo na literatura, Repnik e
colaboradores propuseram um modelo semelhante em 2017, a partir de experimentos
realizados com o agente lisomotropico LLOMe. Em concordancia com a hipdtese da
permeabilizacdo transiente da membrana dos endossomos e dos lisossomos, ha estudos que
indicam que estes compartimentos podem lidar com certo grau de vazamento lissosomal e
que tal vazamento possui papeis fisioldgicos na segregacdo de cromossomos, na inflamacao

e na motilidade celular (STAHL-MEYER; STAHL-MEYER; JAATTELA, 2021).
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ReacOes de oxidacdo ndo sé parecem alterar a fluidez das membranas, também podem
levar a perda da atividade enzimdtica das catepsinas, tal e como o demonstrado em culturas
do epitélio pigmentar da retina, onde produtos derivados da oxidacdo lipidica como o 4-
hidroxinonenal (HNE) e o malondialdeido (MDA) foram propensos a formarem adutos no
centro ativo das cisteina proteases como a catepsina B (CTSB) e a catepsina L (CTSL). Se bem
gue nesse mecanismo ha uma interacdo direta entre os lipidios oxidados e as catepsinas,
nao se exclui que o HNE e o MDA causem tal inatividade indiretamente, por intermédio, da
modificacdo dos substratos proteicos das catepsinas. Interessantemente, através de este
mecanismo, ndo sé foram inativadas as cisteinas proteases, a CTSD - uma aspartil protease -
considerada um alvo pouco provavel da a¢do direta dos lipidios oxidados também teve uma
reducdo drastica na sua atividade enzimatica (= 94 %). No entanto, a modificagdo indireta
das catepsinas pelos substratos ainda carece de suporte no modelo celular, uma vez que os
ensaios foram realizados em lisossomos isolados (KROHNE et al., 2010). Visto que as reacdes
fotoquimicas ndo sdo limitadas ao tecido ocular; em fibroblastos dérmicos, a CTSB e a CTSL
foram igualmente sensiveis ao estresse oxidativo causado por doses ndo citotéxicas e
constantes de UVA (320 — 400 nm) (LAMORE; WONDRAK, 2013). Nesse modelo, a atividade
enzimatica da CTSD foi moderadamente reduzida (= 20 %), fato que pode refletir a
dependéncia de algumas catepsinas por outras proteases durante a clivagem das suas
formas precursoras. No caso das CTSB e CTSL, o pH nos lisossomos e nos endossomos
garantem a geragao das suas formas ativas por meio da auto-ativagao; enquanto, a forma
precursora da CTSD ndo é clivada com eficiéncia pela autocatalise e requer da CTSB e da
CTSL para um processamento completo (LAURENT-MATHA et al., 2006; VERMA; DIXIT;
PANDEY, 2016). De forma parecida aos artigos citados, nossos resultados indicam que, nas

células fotossensibilizadas, ha redugao da expressao proteica da CTSB e da CTSD, sugerindo
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que eles podem constituir a base da disfungdo do sistema endolisossomal e a inibicdo do

fluxo autofagico.

Os lisossomos além de degradar substratos funcionam como sensores de nutrientes.
Entre os nutrientes que sao transportados aos lisossomos o colesterol tem um papel
importante na regulagio do mTORC1 (Complexo 1 da proteina alvo mecanistico da
Rapamicina), um complexo que quando ativo pode ser localizado na superficie lisossomal e
que além de modular a homeostase lipidica, tem sido envolvido na regulacdo da autofagia
(LAPLANTE; SABATINI, 2012; LIM et al.,, 2019). Nas células, os lisossomos, mediante
transportadores e sitios de contato com outras organelas, distribuem os nutrientes. Por
exemplo, Eid e colaboradores demonstraram que os lisossomos contribuem com o colesterol
disponivel no RE, sendo as membranas celulares que chegam aos lisossomos através da
endocitose e da autofagia as principais fontes de este lipidio; porém, muito pelo contrario,
nos lisossomos, o colesterol liberado dos corpusculos lipidicos pelas lipases acidas teve
pouca influéncia no pool de colesterol no RE. Além disso, foi observado que a inibicdo
simultdnea da autofagia e da endocitose tanto farmacoldgica quanto genética resultou na
reducdo de colesterol no RE e na ativacdo do SREBP. Interessantemente, as células
submetidas a inibicdo independente da autofagia e da endocitose ndo apresentaram falta de
colesterol no RE, achado que sustenta um estudo prévio onde foi evidenciado que quando a
autofagia encontra-se inibida, componentes da via endocitica, como os endossomos de
reciclagem, transportam o colesterol aos lisossomos (EID et al.,, 2017). Nossos dados
indicaram aumento na transcricdo do HMGCR, um gene alvo do SREBP, o que sugere que nas
células fotossensibilizadas, ha alteragao na distribuicao de colesterol provavelmente pelo

bloqueio simultaneo da autofagia e da endocitose. Vale citar, que Kessel e colaboradores
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demostraram que nos lisossomos as reacdes de oxidacdo de lipidios induzidas por
fotossensibilizagdo com NPe6 tém a capacidade de afetar o trafego celular de membranas, o

que esta plenamente de acordo com nossos resultados (KESSEL et al., 2011).
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6. CONCLUSAO

Nossos dados sugerem que, apds 24 horas da captacdo e irradiacdo com TPPS,,, o estresse
gerado pelas reacdes de fotossensibilizacdo em células HT — 29 ndo causam rupturas
permanentes nas membranas dos compartimentos endolisossomais. Além disso, este estudo
permite concluir que os endossomos e os lisossomos disfuncionais ndo sdo removidos pela
lisofagia mediada por LSGAL3, evidenciando-se o bloqueio do fluxo autofagico caracterizado
pelo acimulo de autofagossomos, fato associado com a diminuicdo da quantidade de
catepsinas ativas e a reduc¢dao da capacidade de degradacao dos endossomos e dos
lisossomos (Figura 29). Ademais, pelo papel do sistema endolisossomal no trafego de
membranas, o aumento da transcricdo da HMGCR indica que a fotossensibilizacdo com

TPPS,, altera a distribuicdo de colesterol nas células.
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Figura 29. Resumo grafico dos efeitos de TPPS,, em células HT-29. Endossomos e lisossomos disfuncionais
apresentam reducdo na quantidade de catepsinas e bloqueio do fluxo autofagico caracterizado pelo acimulo
de autofagossomos.



106

7. PERSPECTIVAS

Neste trabalho demonstramos que a captacao do TPPS,, pelas células e a sua ativagdo
pela irradiagdo com luz num comprimento de onda especifico constituem uma ferramenta
promissora para inibir a autofagia. Interrogantes sobre como uma célula adapta o seu
metabolismo e a identificacdo das vias que permitem a sua sobrevida ou levam a morte
perante a fotossensibilizacdo podem ser estudadas. Entretanto, experiéncias em células de
cancer colorretal com diferentes gendtipos contribuirdo na identificacdo da base molecular

envolvida na complexa regulacdo da autofagia.

Cabe ressaltar que nosso objetivo principal foi avaliar as respostas celulares efetivadas
apos 24 horas da irradiacdo. Se bem a falta do recrutamento da LSGAL3 neste tempo sugere
auséncia da permeabilizacdo das membranas dos endossomos e dos lisossomos é primordial
esclarecer se, imediatamente apds fotossensibilizacdo, as reacdes de oxidacdo geradas sao
capazes de causar permeabilizacdo transiente da membrana destes compartimentos; pois ja
foi descrito em modelos miméticos de vesiculas internas dos endossomos e dos lisossomos
gue a foto-oxidacdo de lipidios geradas pela ativacdo do TPPS,, causa vazamento, para o
meio aquoso externo, da glicose e da sacarose (TSUBONE; ITRI, 2018). Portanto, conferir
este efeito a nivel celular é um desafio de trabalhos futuros. Com este fim, na abordagem
podem ser realizados estudos focados no reparo das membranas do sistema endolisossomal

(SKOWYRA et al., 2018).

Por outro lado, ainda ndo foi explorado se a disfuncdo do sistema endolisossomal
produto da ativagao do TPPS,, é capaz de causar dano subsequente em outras organelas.
Como é sabido, o lisossomo é uma organela dinamica que se interconecta com o entorno

intracelular. De fato, a comunicagao entre o lisossomo e a mitocondria foi reportada em
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Caenorhabditis elegans. Interessantemente, neste modelo foi descoberto que uma proteina
responsavel pela manutencdo da morfologia e da funcdo mitocondrial denominada
Subunidade Beta 1 do fator de transcricdo nuclear Y (NFYB-1) regula a expressdo de uma
familia de proteinas semelhante a saponina chamada de SPP-8 (do inglés Saposin-like Protein
family) / ortéloga a PSAP em humanos. Entre os diversos ensaios realizados, foi ressaltante a
localizagdo de um pool de NFYB-1 nos lisossomos dos enterocitos, sugerindo a sua
participacdo na sinalizacdo lisossomal, hipdtese que foi reforcada pela visualizagdo de
lisossomos menos acidos nos vermes que sofreram knockdown do nfyb-1. Consistente com o
comprometimento da func¢do mitocondrial neste mutante, avaliagdo do perfil lipidico
mostrou niveis baixos de um lipidio essencial na membrana interna mitocondrial: a
cardiolipina. Alias, os niveis de cardiolipina foram restaurados pelo silenciamento do spp-8,
estabelecendo um vinculo ainda ndo conhecido entre a SPP-8/PSAP e a cardiolipina
(THARYAN et al., 2020). Em concordancia como estes achados, apds de inibir a V-ATPase
lisossomal em culturas de carcinoma hepatocelular foram observadas mudancas na
morfologia das mitocondrias, alteracdo que posteriormente foi associada ao incremento da
fissdo mitocondrial. Essas mitocondrias fragmentadas ndo mantiveram o seu potencial de
membrana, registrando-se queda do nivel de ATP, estresses que culminaram na liberacdo do

citocromo c no citosol e na inducdo da apoptose (BARTEL et al., 2019).

Em relacdo a apoptose, um dos ensaios mais utilizados na sua determinagdo consiste em
estimar pelo citbmetro de fluxo o conteddo de DNA fragmentado, o qual é representado nos
histogramas com um pico chamado de Sub G1. Curiosamente, num experimento
exploratorio realizado com amostras coletadas apds 48 horas de irradiagdo, o grupo das

células fotossensibilizadas com TPPS,, a diferenga dos grupos controle mostrou uma
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porcentagem maior de células em Sub G1, sendo esta proporcdo de =23 % e =4 %
respectivamente. Concomitante com este aumento notou-se que em torno do 56 % da
populacdo fotossensibilizada ficou na fase GO / G1 do ciclo celular, apresentado uma
reducdo de = 24 % em relacdo aos grupos controle. Além, com a progressao do ciclo celular
foi evidenciado que aproximadamente o 11 % das células fotossensibilizadas ficaram na fase
S do ciclo celular, porcentagem que superou de maneira sutil, porém significativa aos valores
estimados para as células do grupo controle (= 6 %). Nao se encontrando diferengas na
distribuicdo de células na fase G2 / M entre os grupos avaliados (= 6 %) (Figura 30). Em
conjunto, estas mudangas podem refletir apoptose celular e indugdo do estresse replicativo.
No entanto, testes adicionais deverdo ser feitos a fim de conferir a indugao da apoptose e o
dano mitocondrial subsequente ao dano lisossomal.

Em geral, estes antecedentes levantam muitos questionamentos, entre eles, serd que o
acumulo de prosaposinas é capaz de alterar o nivel de cardiolipina nas células
fotossensibilizadas com o TPPS,,?. Ha reducdo da expressao, tanto génica quanto proteica,
de NFYB-1 nas células desafiadas com o TPPS,, fotoativado?.

Pesquisas que envolvem o estudo de NFYB tém sido focadas na regulacdo do ciclo celular
e ainda n3do foi demonstrado se as observacdes feitas em C. elegans constituem um
mecanismo conservado nos humanos. Interessantemente, experimentagdes realizadas em
células de osteosarcoma, onde a ativacdo do fator de transcricao E2F1 foi induzida seguida
do silenciamento de NFYB mostraram reducdo da expressdo do gene que codifica a proteina
Mitofusina 2 (MNF2), a qual é essencial para a fusdao mitocondrial. Embora, esta relagcdo nao
foi abordada em profundidade, os investigadores demostraram que a ligacdo de NFYB no
promotor do fator de transcrigdo E2F1 tem como fungdo diminuir a indugao da apoptose

(JIANG et al., 2015).
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Este resultado trouxe novos aspectos para o estudo do eixo de comunicacdao
lisossomo — mitocondria via NFYB, pois além de estar envolvido na regulacdo de lipidios

possui um papel potencial na apoptose celular.
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Figura 30. Analise do ciclo celular apds 48 horas de irradiagdo. Células HT — 29 foram coletadas apds 48 horas
de irradiagdo, marcadas com lodeto de Propideo e analisadas pelo citdmetro de fluxo. Os histogramas foram
construidos a partir da plotagem da intensidade da fluorescéncia (eixo horizontal) e o nimero de eventos
analisados (# de células — eixo vertical). (A — D) Histogramas representativos dos grupos controle (Basal, Escuro,
Claro) e o grupo das células fotossensibilizadas (FS ativado). (E) Quantificacdo das células em Sub G1 e nas fases
do ciclo celular: GO / G1, S e G2/ M. O gréfico mostra a média e desvio padrdo de 3 experimentos
independentes. No teste estatistico, ANOVA de uma via e teste Dunnett post hoc foram aplicados para a
andlise de cada fase do ciclo celular. ns: ndo significante. Sub G1, GO/ G1, S ( ****p = < 0.0001).
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LISTA DE ANEXOS

Anexo 1. Anticorpos e condi¢des usadas no Western blot.

Espécie Incubagao - Incubagao -
Anticorpo Fornecedor hos pe deira Bloqueio Anticorpo Anticorpo
P primario secundario
5 % leite em
0.05%TBS-T
1 % BSA em | Anti-rabbit
Catepsina B 0 0.05% TBS-T |conjugado ao
(D1C7Y)  XP®| Cell Signaling Rabbit éoﬁtyB?gs?T HRP.
#31718 R Diluicio Millipore:
1:1000 AP188P
Diluicao
1:5000
5 % leite em
0.05%TBS-T
5 % SFB em | Anti-rabbit
Catepsina D 0 0.05% TBS-T | conjugado ao
[EPR3057Y] Abcam Rabbit g oé) ‘VSEI'BBSe-r'IT] HRP.
(ab75852) e Diluicdo Millipore:
1:2000 AP188P
Diluicdo
1:5000
5 % leite em
0.05%TBS-T
5 % leite em | Anti-rabbit
Galectina 3 5 % leite em 0.05% TBS-T | conjugado ao
[EP2775Y] Abcam Rabbit 00;9/TBS-T HRP.
(ab76245) R Diluicio Millipore:
1:1000 AP188P
Diluicao

1:5000




Galectina 9
(ab69630)

Abcam

Rabbit

5 % leite em
0.05%TBS-T

5 % leite em
0.05% TBS-T
Diluicao
1:1000

5 % leite em
0.05%TBS-T

Anti-rabbit
conjugado ao
HRP.
Millipore:
AP188P

Diluicao
1:5000

GAPDH
(14C10)
#2118

mAb

Cell Signaling

Rabbit

5 % leite em
0.05% TBS-T

5 % leite em
0.05%TBS-T
Diluicao
1:2000

5 % leite em
0.05%TBS-T

Anti-rabbit
conjugado ao
HRP.
Millipore:
AP188P

Diluicao
1:5000

LAMP1
(D2D11) XP®
mAb #9091

Cell Signaling

Rabbit

5 % SFB em
0.05%TBS-T

5 % SFB em
0.05%TBS-T

Diluicio
1:1000

3 % SFB em
0.05%TBS-T

Anti-rabbit
conjugado ao
HRP.
Millipore:
AP188P

Diluico
1:5000

LAMP2 [H4B4]
(ab25631)

Abcam

Mouse

5 % leite em
0.05% TBS-T

5 % leite em
0.05%TBS-T
Diluicao
1:500

5 % leite em
0.05% TBS-T

Anti-mouse
conjugado ao
HRP.
Millipore:
AP160P

Diluicao
1:500
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5 % leite em

5 % leite em
0.05% TBS-T

5 % leite em
0.05%TBS-T

Anti-rabbit
conjugado ao

LC3 (L8918) Sigma-Aldrich Rabbit 0.05%TBS-T | . _ HRP
Diluicao Millipore:
1:2000 AP188P
Diluicao
1:5000
5 % leite em
0.05% TBS - T
Proteina . .
Protetiva 5 % SFB em ?g::aab:: a0
(PPCA) / Abcarn cabpic |5 % leite em |0.05%TBS-T HRIJ &
Catepsina A 0.05%TBS-T MiIIi' ore:
[EPR10435] Diluicio Aplspsp '
(ab184553) 1:5000
Diluicao
1:5000
5 % leite em
0.05%TBS-T
5 % leite em | Anti-rabbit
0 i .
PSAP Abcor _— 5 % leite em 0.05%TBS-T Ic_|(;nlzj’ugado ao
ab180751 0.05%TBS-T | .. .. -
Diluigdo Millipore:
1:800 AP188P
Diluicdo
1:5000
5 % leite em
0.05%TBS-T
5 % leite em | Anti-mouse
.05 % TBS - j
SQsT™M1/p62 |, Vouse |5 % leite em 0-05%TBS -T }C_I‘;”Ff“gado a0
(ab56416) 0.05%TBS-T | .., . . -
Diluicao Millipore:
1:2000 AP160P
Diluicao

1:5000
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Anexo 2. Oligonucleotideos para gPCR em Tempo Real
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g Gene Alvo Gene Alvo Tama-nho
Identificacao . Amplicon Fornecedor
(Abreviatura) (Nome) (pb)

Hs00602774_m1 ASAH1 N-aC|Iesf.|ng05|,nz?1 amidohidrolase 77 Thermo If|§her
/ Ceramidase acida Scientific

Hs02786624_g1 GAPDH Gllcieralde|do—3—fosfato 157 Thermo If|§her
desidrogenase Scientific

Hs00168352_m1 HMGCR 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA 67 Thermo If|§her
redutase Scientific

Hs00174766_m1 LAMP1 Protel.na 1de Membrana 93 Thermo If|§her
Associada ao Lisossomo Scientific

Hs00174474_m1 LAMP2 Protel.na 2 de Membrana 93 Thermo If|§her
Associada ao Lisossomo Scientific

Hs01044164_m1 L PCAT2 L|s.ofosfat|d|IcoI|na 67 Thermo If|§her
aciltransferase 2 Scientific

Hs00975961 gl | NFE2L2 / NRF2 Fator' nuclear eritroide 2 74 Thermo If|§her
relacionado ao fator 2 Scientific
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