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Resumo

ALMEIDA, D.R.Q. Terapia fotodinamica em tumores pancreaticos humanos:
eficiéncia e analise das vias mediadoras de citotoxicidade. 2018. 126p.
Dissertacao de Mestrado — Programa de P6s-Graduagao em Ciéncias Bioldgicas
(Bioquimica). Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo.

O adenocarcinoma de ducto pancreatico (PDAC) € a quarta causa de
morte em decorréncia de neoplasias nos paises ocidentais. Atualmente, a
cirurgia ressectiva € a unica possibilidade de cura para a doenga, porém, a
recidiva tumoral acontece em menos de um ano apds a intervengao cirurgica,
mesmo com a quimioterapia adjuvante. A terapia fotodinamica (PDT) é uma
alternativa promissora no tratamento do céncer. No entanto, pouco se sabe
sobre o uso da PDT em tumores pancreaticos. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a eficiéncia da PDT com o azul de metileno (MB) como
fotossensibilizador (MB-PDT) em induzir a morte de linhagens de PDAC
humanas (AsPC-1, Panc-1, MIAPaCa-2 e BxPC-3) e estudar a contribuicdo de
vias de necrose regulada nos efeitos citotoxicos da terapia sobre estes modelos.
Os resultados obtidos mostraram que a MB-PDT foi capaz de induzir a morte
massiva das ceélulas de PDAC. Além disso, eles indicaram que ha dois perfis de
susceptibilidade entre as quatro linhagens estudadas quando submetidas a MB-
PDT com 4,5 J/cm? de energia e 6min de irradiacdo. De acordo com os dados
apresentados, a diferenga nas sensibilidades das linhagens a terapia ndo esta
associada a diferengas na capacidade de incorporagao do MB ou na localizagao
sub-celular do fotossensibilizador nas diferentes células, uma vez que a
localizacédo €, predominantemente, lisossomal em todas elas. Adicionalmente,
mostrou-se que as linhagens menos susceptiveis ao tratamento, MIAPaCa-2 e
Panc-1, apresentam niveis significativamente menores de RIPK3 e MLKL, dois
dos componentes do necrossomo, essenciais para a execu¢ao da necroptose.
Além disso, foi visto que a MB-PDT induz um aumento de fosforilagdo de MLKL
em AsPC-1, demonstrando a ativacdo da necroptose apds a terapia nestas
células, mas ndo em MIAPaCa-2 (menos responsiva a terapia com 4,5 Jicm? de



energia e 6min de tempo de irradiacédo). Ainda, a inibigdo da via de sinalizagao
necroptoética diminuiu significativamente as porcentagens de morte das células
mais susceptiveis (BxPC-3 e AsPC-1), ndo alterando a resposta de Panc-1 e
MIAPaCa-2, corroborando a ativacdo e importancia da necroptose para a
citotoxicidade da MB-PDT. Finalmente, neste trabalho foi mostrado que o
aumento do tempo de irradiagdo, mantendo-se a quantidade total de energia
aplicada no tratamento, melhora a eficiéncia da MB-PDT em induzir a morte das
células que apresentam limitagdes para executar a necroptose, sugerindo que
mais de uma via de morte esteja sendo ativada apos a terapia e que o tempo de
irradiacdo atuaria modulando esta ativagdo. Complementarmente, foi mostrado
que os tempos maiores de irradiacdo aumentam o estresse oxidativo intracelular
que é acompanhado por uma diminui¢ao significativa do conteudo intracelular de
glutationa reduzida (GSH), indicando, preliminarmente, que a ferroptose pode
estar sendo acionada apdés os protocolos mais longos de irradiagéo.
Coletivamente, os resultados apresentados neste trabalho confirmam a
eficiéncia da MB-PDT no tratamento de diferentes linhagens de PDAC,
indicando que a necroptose esta sendo ativada e contribuindo para a
citotoxicidade da terapia sobre as células que ndo apresentam resisténcia a esta
via de morte. Ainda, eles demonstram que o aumento do tempo de irradiagao
pode transpor a barreira de resisténcia de algumas linhagens a terapia,
provavelmente por induzir a ativacdo de outras vias de necrose regulada,
mostrando a importancia da otimizagdo do protocolo de tratamento no aumento
da eficiéncia da MB-PDT sobre os tumores de pancreas.

Finalmente, os resultados confirmam a MB-PDT como alternativa eficaz
no tratamento do PDAC, apresentando um amplo espectro de atuacédo sobre
subtipos tumorais resistentes a vias classicas de morte celular, uma

caracteristica importante no contexto de uma terapia anti-cancer.

Palavras chaves: Cancer de Pancreas; Terapia Fotodinamica; Azul de Metileno,
Necrose regulada.



ABSTRACT

ALMEIDA, D.R.Q. Photodynamic therapy in human pancreatic tumors:
efficiency and analysis of cytotoxicity mediator pathways. 2018. 126p.
Masters Thesis - Graduate Program in Biochemistry - Instituto de Quimica,
Universidade de Sao Paulo.

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is the fourth leading cause of death
due to neoplasms in western countries. Currently, resective surgery is the only
therapetical approach to cure this disease, but tumor’s recurrence occurs less
than one year after the surgery, even with adjuvant chemotherapy.
Photodynamic therapy (PDT) is a promising alternative for the cancer treatment.
However, the efficacy of PDT to treat pancreatic tumors as well as the
mechanisms involved in the induction of tumorigenic cell death remain unclear.
For this purpose, in this study, we set out to evaluate the efficacy of PDT using
methylene blue (MB) as a photosensitizer (MB-PDT), in inducing death of human
PDAC derived cell lines (AsPC-1, Panc-1, MIAPaCa-2 and BxPC-3) and to
deeper investigate the contribution of necroptosis to the cytotoxic effects of the
therapy. We observed that MB-PDT was able to induce massive death of PDAC
cells. Moreover, our results indicated that upon MB-PDT (4.5 J/cm2 energy and
6min of irradiation time), there were two susceptibility profiles among the four cell
lines studied. Data also showed that this differential profile of cell response was
neither associated with the differences in the MB incorporation capacity nor with
the subcellular location of the photosensitizer, since the localization was
predominantly lysosomal in all of tested cell lines. In addition, less susceptible
cells, MIAPaCa-2 and Panc-1, showed significantly lower levels of RIPK3 and
MLKL, two of the necrosome components, essential for triggering necroptosis.
Furthermore, while MB-PDT (4.5 J/cm? and 6min of irradiation) has been able to
increase MLKL’s phosphorylation levels, an essential step in necroptosis
induction, in AsPC-1cells, less responsive MIAPaCa-2 cells presented no
variations on the phosphorylation state of this pseudokinase. Moreover,
pharmacological inhibition of the necroptotic signaling pathway significantly

decreased cell death percentages of the most susceptible cells (BxPC-3 and



AsPC-1), without altering the response of Panc-1 and MIAPaCa-2, corroborating
that activation of necroptosis was strongly involved in the cytotoxicity of MB-PDT.
Finally, this work showed that increasing the irradiation time improved the
efficacy of MB-PDT in Kkilling cells which display limitations to perform
necroptosis, suggesting that the irradiation time would be modulating the degree
of oxidative stress generated and this stimuli would in turn, be responsible for
triggering other regulated cell death pathways in a RIKP3 and MLKL independent
way. Indeed, this increase in oxidative stress was accompanied by a significant
decrease in GSH, a global indicatior of less antioxidant cell capacity, preliminarily
pointing at the induction of ferroptosis by longer irradiation protocols. In
summary, we demonstrated that MB-PDT is able to induce cell death in different
PDAC cell lines and that different regulated cell death mechanisms are being
activated upon MB-PDT induction. Furthermore, it was demonstrated that
increased irradiation time may overcome the resistance barrier of some cell lines,
probably inducing the activation of other regulated cell death pathways, showing
the importance of optimizing the irradiation protocol in order to maximize the
efficacy of the therapy.

Finally, our observations point MB-PDT as an alternative and effective
therapy for pancreatic cancer treatment, displaying a broad-spectrum action on
tumors displaying different resistance mechanisms to classic cell death
pathways, a desired property for improving an anticancer therapy.

Keywords: Pancreatic cancer; Photodynamic therapy; Methylene blue;
Regulated necrosis.
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1. INTRODUGAO
1.1. O adenocarcinoma de ducto pancreatico (PDAC)

O cancer de pancreas (CP) é um tipo de cancer largamente reconhecido
por sua extrema agressividade, apresentando-se como a quarta causa de morte
relacionada a progresséo de cancer nos paises ocidentais (GARRIDO-LAGUNA;
HIDALGO, 2015; SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2017). Os tumores pancreaticos
detém uma das maiores taxas de mortalidade, associada ao menor indice de
sobrevida global de cinco anos p6s-diagnéstico (inferior a 5%) (STRIMPAKOS;
SAIF; SYRIGOS, 2008). Em 2015, a estimativa da American Cancer Society era
de 46.960 novos casos e de 40.560 mortes decorrentes da doencga nos Estados
Unidos (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2017). Segundo o Instituto Nacional do
Cancer (INCA), no Brasil o cancer de pancreas corresponde a 2% de todos os
diagnosticos de cancer e a 4% do total de mortes decorrentes desta doenca
(SILVA et al., 2011; ZENI et al., 2014).

Dentre todos os tipos de canceres que acometem o tecido pancreatico, o
adenocarcinoma originario do ducto, PDAC (do Inglés, pancreatic ductal
adenocarcinoma), € o mais prevalente, representando 90% das neoplasias
pancreaticas, das quais dois tercos estdo dispostos na cabecga, enquanto os
restantes distribuem-se entre o corpo e a cauda do 6rgdo (BOSETTI, 2014).

A localizagado do tumor no 6rgédo pode servir como um fator progndstico
para a sobrevida dos pacientes. Individuos com tumores localizados no corpo ou
cauda do péncreas apresentam uma menor sobrevida global e uma frequéncia

aumentada de metastase em relagdo aqueles com tumores posicionados na
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cabeca do mesmo (ARTINYAN et al., 2008). Uma vez que a regido da cabega
do pancreas esta intimamente associada com orgaos e estruturas importantes
(figura 1), como o duodeno e a extremidade distal do ducto colédoco
(responsavel por despejar a bile no duodeno) (LONGNECKER, 2014), o
crescimento de massa tumoral nessa regidao pode desencadear o aparecimento
de sintomatologia em estagios menos avangados da doenga, o que pode ser um
fator que contribui para melhorar a prognose dos pacientes com tumores

localizados nesta regiao do 6rgao (ARTINYAN et al., 2008).
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Figura 1: Representacdo esquematica da anatomia e divisdo geral do pancreas.
Em termos gerais, 0 pancreas apresenta trés regides: cabega, corpo e cauda. O ducto
pancreatico, responsavel por recolher o suco digestivo produzido pela porgdo exdcrina
(células secretoras de enzimas digestivas) do 6rgéo, percorre todo o péancreas e
apresenta ramificagdes menores que atingem suas varias regides. Este ducto, na sua
porgao extrema proximal, se comunica com a porg¢éao distal do ducto biliar e desemboca
no duodeno, onde é despejado o suco pancreatico. Na por¢do enddcrina, as ilhotas
pancreaticas, sdo sintetizados hormdnios, como a insulina e o glucagon, que sao
secretados diretamente na corrente sanguinea e vao atuar em tecidos e o6rgéos
distantes. Adaptado de: https://healthjade.com/pancreas/ . Acesso em 27/02/2018.
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As causas precisas para o desenvolvimento do PDAC ainda sao
controversas, porém, ha um conjunto de fatores de risco que estdo intimamente
associados ao aparecimento da doencga, dentre os quais destaca-se: 0 consumo
excessivo de alcool, tabagismo, obesidade, histérico familiar de diabetes
mellitus, pancreatites e o aumento da idade (menos de 10% dos casos de CP
ocorrem em individuos com idade inferior a 55 anos) (DHIRAJ, YADAV, ALBERT
B., 2014). Além disso, ha estudos que correlacionam a ingestdo de carnes
vermelhas com o aumento do risco de desenvolvimento deste tipo de cancer
(STOLZENBERG-SOLOMON et al., 2007).

Um parametro bem caracterizado no contexto do desenvolvimento do
PDAC ¢é o seu processo de evolugcido a partir de lesdes pré-invasivas que sao
definidas segundo seus perfis histologicos, sendo as mais comuns: PanIN (do
Inlgés, pancreatic intraepithelial neoplasia), que € um tipo de lesdo microscopica,
seguidas por cistos macroscopicos, IPMN (intraductal papillary mucinous
neoplasm) e MCN (mucinous cystic neoplasm) (YING et al., 2016). A mais
comum destas lesbes € a do tipo PanIN. Com base no grau de atipia
arquitetbnica e citologica, esta lesdo pode ser subdividida em PanIN1A (lesdo
plana) e PanIN1B (micropapilar), ambas apresentam um baixo grau de displasia,
com nucleos arredondados e basalmente orientados; O PanIN2 exibe uma série
de mudancas nucleares, dentre as quais estdo a perda na polaridade,
aglomeragdo nuclear, aumento da célula e hipercromasia com frequente

formagao papilar; PanIN3, por sua vez, € uma lesdo bem mais avancgada,
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portando graves alteragbes e anormalidades nucleares, com nucleos
aumentados e pouco orientados, chegando a apresentar aglomerados celulares
que culmina com a formagdo de protuberancias partindo do epitélio, com
invasao luminal (HRUBAN; MAITRA; GOGGINS, 2008).

Uma caracteristica marcante do PDAC é o seu elevado grau de
desmoplasia, sendo de 80 a 90% da massa tumoral composta por estroma.
Dentre as alteragdes que contribuem para o perfil desmoplasico aumentado
nesses tumores estdo a elevada producdo e deposicdo de componentes da
matriz extracelular (ECM - extracellular matrix) e a intensa proliferagcdo de
células semelhantes a miofibroblastos que sdo denominadas células estreladas
pancreaticas (PSCs - pancreatic stellate cells). Juntas, essas alteragdes
contribuem para aumentar o estresse no ambiente tumoral sélido, diminuindo o
aporte de nutrientes e outras substancias, influenciando positivamente para o
desenvolvimento de um perfil de resisténcia a quimio e/ou radioterapia (FOKAS
et al., 2014).

A figura 2 mostra um panorama da progressdo do PDAC desde as lesdes
pré-invasivas, contemplando as principais alteragdes teciduais e morfolégicas no
microambiente tumoral e os eventos de modificagdes genéticas que contribuem
para o desenvolvimento destes tumores, além de apresentar uma estimativa

temporal dos acontecimentos em cada fase da doenca.
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Figura 2: Principais alteragbes no microambiente tumoral durante o
desenvolvimento do PDAC. O acumulo de alteragdes genéticas como o encurtamento
dos teldbmeros e a mutagdo em KRAS em estagios iniciais durante a tumorigénese
(PanIN-1), a inativagcdo de CDKN2A (PanIN-2) e a mutagdo em genes como TP53,
SMAD4 e BRCA2 (PanIN-3) em estagios mais avangados do tumor sdo eventos
comuns no desenvolvimento do PDAC. Além das alteragdes genéticas, a evolugédo do
PDAC é acompanhada por alteragdes bioldgicas que processam-se cumulativa e
gradativamente das lesbes pré-invasivas (PanIN) até o PDAC, com o aumento do
estroma desmoplasico que contribui para eventos criticos pré-tumorais como o
estabelecimento de um microambiente imunossupressivo, crescimento, invasibilidade e
a metastase do tumor para 6rgaos distantes como o figado e o pulmao, por exemplo,
que culminam com a morte do paciente. Uma estimativa temporal com base em
estudos genéticos mostra uma média de 22 anos da tumorigénese ao espalhamento
metastatico do PDAC. Treg (regulatory-T cell); CAF (cancer-associated fibroblast);
MDSC (myeloid-derived suppressor cell). Adaptado de (FOKAS et al., 2014).

Durante a progressdo do PDAC é comum a ocorréncia de mutagdes em
genes que codificam proteinas supressoras de tumores ou reguladores de
processos relacionados a transcricdo. CDKN2A (cyclin-dependent kinase
inhibitor 2A - CDKN2A/ p16/ INK4A) e p53 (TP53 — tumour protein) séo dois
genes que encontram-se mutados em 98% e 70%, respectivamente, dos
canceres de pancreas (HEZEL et al., 2006).

Um dos eventos iniciais no contexto do desenvolvimento do PDAC ¢é a

mutagcdo no oncogene KRAS (v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene
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homolog), que ocorre em mais de 95% dos pacientes com este tipo de tumor
pancreatico (MALUMBRES; BARBACID, 2003). A mutagdo em KRAS é um
evento decisivo para impulsionar o crescimento, proliferacdo e diferenciagao
celular. Este oncogene codifica para a sintese de uma pequena GTPase
(~21kDa), K-Ras, que, quando ligada a GTP encontra-se no seu estado ativo e
desencadeia uma cascata de sinalizagdo conhecida como RAS/MAPK que é
decisiva para os eventos de multiplicagdo das células (CAMPBELL et al., 1998;
MALUMBRES; BARBACID, 2003).

As principais alteragdes genéticas no oncogene KRAS no PDAC séao
mutagdes pontuais nos coédons G12, G13 e Q61 que culminam com o
comprometimento da atividade GTPasica da proteina por ele codificada e
determina a manutencdo desta em um estado de ativagdo constitutiva que
desencadeia uma sinalizagdo de crescimento e proliferacdo constante (figura 3)

(MOSKALUK; HRUBAN; KERN, 1997).

Normal Cells PDAC Cells

GDP E GTP

Figura 3: Esquema representativo dos mecanismos envolvidos na ativagao
constitutiva de K-ras no PDAC. Nas células normais (a esquerda), K-ras alterna
entre um estado ativo, ligado a GTP, e inativo, associado a GDP. Em células que
nao estdo se dividindo, K-ras permanece majoritariamente no seu estado inativo.
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Em resposta a agéo de fatores de crescimento, K-ras é ativada pela acdo de GEF
(guanine nucleotide exchange factor), que facilita a ligacdo de GTP a essa GTPase.
Ras-GTP se liga a uma série de efetores e desencadeia uma sinalizagéo de
crescimento e proliferagdo. Esta sinalizagdo é contrabalanceada pela agao de GAP
(GTPase-activating proteins) que induz a hidrélise do GTP e o retorno a forma Ras-
GDP inativa. As mutag¢des nos residuos G12, G13 e Q61 interferem nas interagbes
ndo covalentes entre K-ras e GAP e prejudicam o processo de hidrolise do GTP,
mantendo K-ras constitutivamente ativa. A espessura das setas e o tamanho dos
simbolos estado indicando a intensidade dos fendmenos de ativagdo ou desativacao.
(ZEITOUNI et al., 2016)

1.1.1. Alternativas terapéuticas para o tratamento do PDAC e suas limitagoes

Para os pacientes considerados inoperaveis, seja pelo posicionamento do
tumor em regides que comprometem o funcionamento de ductos, tecidos ou
orgaos circunvizinhantes importantes, ou devido ao estagio avancado da
doenga, os tratamentos viaveis restringem-se a quimioterapia, radioterapia ou a
combinagao das duas (BOWN et al., 2002).

O PDAC apresenta uma série de caracteristicas inerentes a sua biologia
que contribuem para limitar a eficiéncia dos atuais tratamentos disponiveis para
a doenca. Dentre os fatores limitantes estd a complexa rede de alteracdes
genéticas observadas nesses tumores que podem afetar, por mecanismos
variados, as vias envolvidas na agao de farmacos ou agentes terapéuticos, ja
tendo sido reportado um numero total de 63 alteragdes genéticas que implicam
em mudancgas em 12 vias de sinalizagao e diferentes processos nessas ceélulas
(JONES et al., 2008). Além de recursos celulares como a baixa estabilidade
fenotipica e alta flexibilidade adaptativa destes tumores frente a mudangas
ambientais induzidas pelo uso de quimioterapicos, por exemplo, ha a

contribuicdo de caracteristicas do microambiente tumoral como a baixa
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densidade vascular, tipica de tumores solidos e fibrosos, que limitam fisicamente
a entrega dos quimioterapicos e influenciam na forte imunossupressao
desencadeada pelos componentes tumorais para a quimioresisténcia observada
nesses tumores (OBERSTEIN; OLIVE, 2013).

Adicionalmente, as alteragcbes em genes como KRAS, CDKN2A, p53 e
SMAD4 apresentam forte influéncia no carater invasivo e na capacidade
metastatica desses tumores, ja tendo sido mostrado que, contrariamente ao
paradigma que por vezes permeia a dinamica das pesquisas com o cancer de
que o processo de metastase é um evento de inicio mais tardio no curso
evolutivo da doenga, nos tumores pancreaticos ja tem sido reportada a
ocorréncia de micro-metastases, com a deteccdo de células portando
marcadores da transigdo epitélio-mesenquimal (EMT, do inglés, epithelial
mesenchymal transition) ainda nos estagios de PanIN-2 e PanIN-3, lesbes que
precedem o aparecimento do PDAC, além da presencga de células pancreaticas
circulantes (CPCs) no sangue de camundongos com modelos de PanIN, mas
com auséncia de PDAC histologicamente detectavel, o que é um fator que
contribui para limitar também as terapias locais (RHIM et al., 2012).

Em decorréncia da heterogeneidade e peculiaridades de combinagdes
nas alteragbes genéticas e biologicas do PDAC em cada individuo, as
abordagens terapéuticas quimioterapicas sao sempre desenhadas com base
nas caracteristicas de cada paciente. De forma geral, a monoterapia com o 5-
fluoroacil, um analogo de pirimidina que, uma vez ativado, na forma de 5-

fluorouridina trisfosfato, desempenha suas fungdes anti-neoplasicas ao se
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incorporar ao RNA, substituindo a uracila, e agir interrompendo o processamento
da sintese desse ribonucleotideo, e que inibe o crescimento celular, foi a
primeira abordagem quimioterapica utilizada na clinica para o tratamento do
adenocarcinoma de pancreas (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003). No final
da década de 90, porém, apos extensos estudos comparando os efeitos do
tratamento com 5-fluoracil e a gencitabina, observou-se uma melhora na
sobrevida global (OS, do Inlgés, overall survival) dos pacientes e passou-se a
utilizar a monoterapia com este novo quimioterapico como primeira linha de
tratamento para o PDAC localmente avangado e metastatico (BURRIS et al.,
1997).

A gencitabina, um composto sintético analogo de deoxicitidina, é a
principal terapia utilizada atualmente na clinica, de forma individual ou, mais
recentemente, em combinacdo com outros farmacos como o nab-paclitaxel
(nanopatrticle albumin bound (nab)-paclitaxel), para o tratamento do PDAC
(AMRUTKAR; CLAUDHAUG, 2017). Esta pro-droga inativa € transportada para
o interior das células por transportadores de nucleosideos que podem ser de
dois tipos: transportadores nucleosideos equilibrativos (hENT1 e hENT2) e
transportadores nucleosideos concentrativos (hCNT1, hCNT2 e hCNT3). Uma
vez no ambiente intracelular, a gencitabina precisa ser fosforilada por kinases
especificas para desempenhar sua ag¢ao de inibicao da sintese de DNA. Na sua
forma difosforilada (dFdCDP, do inglés, diflourodeoxycytidine diphosphate), ela
inibe a enzima ribonucleotideo redutase que € essencial para a sintese de

desoxinucleosideos necessarios para sintese do DNA. Adicionalmente, na sua
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forma trifosforilada (dFdCTP, do inglés, diflourodeoxycytidine triphosphate) a
gencitabina compete com a citosina e é incorporada no DNA. Dessa forma, o
alongamento da fita é prejudicado, o que leva a interrupgdo da replicagdo do
DNA, impede a progressao do ciclo celular e induz a ativagdo da via de morte
apoptética (AMRUTKAR; CLAUDHAUG, 2017).

Embora a utilizagdo da gencitabina confira uma discreta melhora na
sobrevida global e uma melhor relagéo custo/beneficio aos pacientes em relagao
aos outros quimioterapicos, a maior parte dos individuos submetidos ao
tratamento apresenta resisténcia intrinseca ou adquirida apos exposicao a este
composto (AMRUTKAR; CLAUDHAUG, 2017). Adicionalmente a todas essas
limitagdes funcionais, observa-se uma alta taxa de recidiva tumoral em curto
espaco de tempo (em média de 3.7 meses) apoOs a cirurgia ressectiva mesmo
em pacientes submetidos a quimioterapia adjunta com a gencitabina (FISCHER

etal.,, 2012).
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Figura 4: Mecanismo de a¢ao da gencitabina com destaque para as principais enzimas
que apresentam expressao alterada no processo de quimioresisténcia do PDAC. No seu
mecanismo de agéo anti-tumoral: os transportadores nucleosidicos medeiam a entrada da
gencitabina para o meio intracelular, onde ela sofre uma fosforilacdo pela deoxicitida kinase
(dCK) e, em seguida, passa por duas outra fosforilagdes sequenciais promovidas pelas
enzimas nucleosideo monofosfato kinase (NMPK) e nucleosideo difosfato kinase (NDPK), até
chegar ao seu estado trifosforilado ativo. Assim modificado, o composto é capaz de se
incorporar ao DNA que esta sendo sintetizado e inibir o alongamento da fita, interrompendo a
sintese dessa molécula, o que desencadeia a ativagédo da via de morte celular apoptética. Nos
pacientes com resisténcia a gencitabina os transportadores de nucleosideos equilibrativos e
concentrativos (hENT1, hCNT1 e hCNT3) e a deoxicitidina kinase (dCK) estdo menos
expressos (aros e setas vermelhas), enquanto ribonucleotideo redutase (RRM1, RRM2 e
RRM2B - subunidades), citidina deaminase (CDA) e timidilato sintase (thymidylate synthase)
estdo com sua expressdo aumentada (aros e setas verdes). Adaptado de Amrutkar &
Gladhaug, 2017.

Os principais eventos determinantes para a quimioresisténcia ao
tratamento com a gencitabina no PDAC sdo a redugcédo no transporte desta
molécula para o espaco intracelular, por meio da diminuicdo da expressao dos
transportadores de nucleosideos no tecido tumoral e a reduzida expressao da
deoxicitidina kinase, enzima responsavel pelo primeiro evento de fosforilagao
que permite a posterior ativagdo do farmaco. Além disso, a expressao
aumentada das enzimas citidina deaminase, timidilato sintase e ribonucleotideo
redutase promovem, respectivamente, a deaminacdo da deoxicitidina,
convertendo-a em deoxiuridina, a conversdo de deoxiuridina monofosfato a
deoxicitidina monofosfato e a formacdo de deoxinucleosideos monofosfatos a
partir de ribonucleotideos (AMRUTKAR; CLAUDHAUG, 2017). Esses eventos

levam a inativagédo da agdo citotoxica da gencitabina (figura 4).

1.2. Aspectos Gerais de Morte Celular
A morte celular € um evento relacionado a biologia do desenvolvimento e

a homeostase tecidual em organismos multicelulares e desempenha funcgdes
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importantes nos contextos fisiologicos e patolégicos da vida. Conceitualmente, a
definicdo de morte celular tem sido uma tarefa complexa e controversa, uma vez
que os varios mecanismos de morte ou de indugdo de morte estdo
interconectado em diferentes niveis (GALLUZZI et al., 2018).

De acordo com o Nomenclature Committee on Cell Death, a morte celular
€ um processo que envolve alteragdes irreversiveis nas fungdes basicas das
células, especialmente nos processos de homeostase redox e de sintese de
ATP, capaz de induzir a perda da integridade arquiteténica e da fungao celular,
como a fragmentagédo dos seus componentes e permeabilizagdo irreversivel da
membrana plasmatica (GALLUZZ| et al., 2018).

As vias de morte celular sdo divididas em duas categorias: morte celular
“acidental” (ACD, do inglés, accidental cell death), um processo descontrolado e
instantdneo geralmente decorrente da exposicdo a condigdes extremas de
estresse mecanico, fisico ou quimico; e, a morte celular “regulada” ou
‘programada” (RCD, do inglés, regulated cell death), um processo que envolve
uma complexa rede de sinalizacado e transducgao de sinais e que € passivel de
modulag¢ao genética e/ou farmacoldgica. Em qualquer um dos casos, existe uma
série de caracteristicas morfolégicas e marcadores bioquimicos e moleculares
caracteristicos e importantes na determinacédo e no estudo dos mecanismos de
morte celular (GALLUZZI et al., 2018).

Dentre as vias de morte reguladas destacam-se a apoptose e alguns

mecanismos de necrose. Em células tumorais, esses tipos distintos de morte
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podem ser induzidos pela PDT (BUYTAERT; DEWAELE; AGOSTINIS, 2007;

BACELLAR et al., 2015; CHEN et al., 2019).

1.2.1. Apoptose

A apoptose é uma via de morte celular programada que desempenha um
importante papel nos processos fisiolégicos normais e cruciais para o
desenvolvimento dos organismos multicelulares e esta diretamente envolvida,
por meio de sua desregulagdo, no contexto de algumas condi¢gbes patologicas
(ELMORE, 2007; KRISTIANSEN; HAM, 2014; WANG, 2014).

O termo apoptose foi primeiro empregado por Kerr e colaboradores em
um classico paper de 1972 para descrever uma via de morte celular com
caracteristicas morfologicas distintas do que se conhecia até entdo (KERR;
WYLLIE; CURRIE, 1972). A morte apoptética pode ser desencadeada por
estimulos extracelulares (via extrinseca) ou intracelulares (via intrinseca), que
variam desde o estresse de reticulo endoplasmatico, acumulo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), estresse ou problemas na replicagdo do DNA,
alteragdes funcionais dos microtubulos, dano no DNA, até a auséncia de fatores
de crescimento ou a ativacido de receptores de morte presentes na membrana
plasmatica pela interagdo de moléculas especificas com seus ligantes cognatos
na face externa da bicamada lipidica, sendo que ambos culminam com a
ativacdo de um grupo de enzimas cisteina-aspartico proteases, as caspases

(GALLUZZI et al., 2018). Estas enzimas sdo capazes de clivar outras proteinas
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em residuos proximos a residuos de acido aspartico e assim degradar essas
biomoléculas.

Um evento critico para a determinacdo da apoptose intrinseca € a
permeabilizacdo irreversivel da membrana externa mitocondrial (MOMP,
mitochondrial outer membrane permeabilization), onde atua um outro importante
grupo de proteinas no contexto da sinalizagdo celular da via de apoptose: a
familia Bcl-2 de proteinas, que € composta por proteinas anti-apoptéticos, como
a Bcl-2 e BCL- xL (Bcl extra large) e pré-apoptoéticas, BAX (Bcl-2 associated X
protein) e BAK (Bcl-2 Homologous antagonist/killer). O desbalango entre essas
proteinas anti e pro-apoptética, com aumento das pro-apoptéticas, é
determinante na regulacao deste processo de morte celular (FULDA; DEBATIN,
2006; GALLUZZI et al., 2018). A apoptose extrinseca, por sua vez, decorre de
perturbagdes extracelulares que sado transduzidas para o interior das células por
meio de receptores de membrana, especialmente receptores de morte, como o
TNFR, TRAILR e FASR, por exemplo. De forma geral, a associacdo das
respectivas moléculas com seus receptores cognatos leva a formacdo de
complexos multiprotéicos intracelulares que induzem a ativacdo de capspase-8
(ou caspase-10, em alguns contextos) que, por sua vez, cliva e ativa as
caspases efetores, 3, 6 e 7. A ativacdo dessas caspases efetoras culmina com a

morte celular (figura 5) (GALLUZZI et al., 2018).
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Figura 5: Resumo esquematizado da sinalizagao apoptoética extrinseca e intrinseca.
A ativacdo de TNFR pelo TNF inicia a via extrinseca da apoptose (1). A formagéo do
complexo |, resulta na activacdo de NF-kB que leva a transcricdo de genes anti-
apoptéticos. O TNFR1 é endocitado e da-se a formagao do complexo Il, para o qual a
caspase-8 é recrutada e activada. Apds este evento, ocorre a ativacdo das caspases
efetoras que culmina com a clivagem dos seus substratos e com a morte celular. A via
intrinseca da apoptose (2) é ativada por sinais de estresse intracelulares. Nela, BAX e
BAK séo ativados e induzem a liberagédo de varios mediadores de apoptose mitocondrial,
dentre os quais estao o citocromo c (cit ¢) e outras proteinas pré-apoptéticas, como as
SMACs, que antagonizam os efeitos de inibidores da apoptose (IAPs — XIAP e clAP1 e
2). A formacdo do apoptossomo ativa a caspase-9. Adicionalmente, a caspase-8 pode
mediar a clivagem de BID e potencializar a via extrinseca através da ativagéo da via
mitocondrial. Adaptado de Duprez et al., 2009.
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Os mecanismos pelos quais a apoptose se ativa estdo alterados e/ou

inibidos no cancer, o que confere resisténcia a esta via de morte pelas células

cancerigenas. Dentre os mecanismos de resisténcia a apoptose no PDAC,

destaca-se a ocorréncia de uma super-expressao de proteinas anti-apoptoticas,

como a Bcl-xL, um evento que inibe os processos de senescéncia e morte,

promovendo a carcinogénese (IKEZAWA et al., 2017). Além disso, nos tumores

de pancreas observa-se a resisténcia

by

a

sinalizagcdo desencadeada por
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receptores de morte, o que limita a agdo de indutores como TNFa, FasL and

TRAIL nessas células (HAMACHER et al., 2008).

1.2.2. Necroses reguladas: necropotose e ferroptose

A necrose foi, por muito tempo, considerada como um tipo de morte
celular exclusivamente acidental. Porém, um crescente numero de robustas
evidéncias tém mostrado que a necrose pode decorrer de uma intrincada rede
de mecanismos genética e bioquimicamente bem regulados (GALLUZZI et al.,
2018). Fatores como a ocorréncia de morte celular por necrose durante o
desenvolvimento de organismos (a morte de condrocitos como um evento de
controle do crescimento longitudinal de ossos, por exemplo) (ROACH; CLARKE,
2000) e na homeostase de tecidos adultos, como em células epiteliais intestinais
(BARKLA; GIBSON, 1999), além do fato de que a inibicdo de determinadas
processos celulares, como a autofagia e apoptose, podem induzir a morte
necrotica em algumas células (VERCAMMEN et al., 1998; DEGENHARDT et al.,
2006) estdo entre as evidéncias de que a necrose pode ocorrer de forma
ordenada e bem regulada. Duas das vias de morte celular necréticas reguladas
atualmente estudadas sédo a necroptose e a ferroptose. A necroptose € a mais
explorada e melhor entendida até o presente.

A necroptose € uma via de RCD que pode ser desencadeada por
perturbagdes nos ambientes extracelular ou intracelular. Estas alteragdes
extracelulares sao detectadas por receptores especificos, capazes de induzir a

formacéao intracelular de complexos moleculares multi-proteicos, que variam de
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acordo com a intensidade do sinal e das condi¢des celulares internas, e podem,
entre outros eventos, desencadear a via de morte necroptotica (LINKERMANN;
GREEN, 2014) (figura 6).

A necroptose pode ser desencadeada apds a estimulagcdo de receptores
de morte, como o TNFR1, CD95 (ou FAS) e TRAILR, entre outros. A via de
sinalizacao necroptoética mais estudada atualmente € a desencadeada pelo TNF.
Este ligante de morte se associado ao TNFR, ativando-o. Uma vez ativo, o
TNFR recruta as proteinas TRADD (TNFR-associated death domain), TRAF2
(TNFR receptor associated factor 2) e TRAFS5, clAPs (cellular inhibitor of
apoptosis 1) e RIPK1, e induz a formacdo de um complexo denominado
complexo |. Neste, clAPs promovem a poliubiquitinacdo de RIPK1, o que
estabiliza o complexo e desencadeia uma série de eventos que culmina com a
ativacédo da via candnica do NF-kB (nuclear factor-kB) e consequente regulagao
positiva de uma série de genes envolvidos em sinalizagdo de sobrevivéncia e
proliferagdo. Caso o estimulo de TFN seja realizado por um periodo de tempo
maior e dependendo do contexto celular, pode ocorrer a formagcdo de um
segundo complexo denominado DISC (do inglés, death-inducing signalling
complex), ou complexo Il (algumas vezes referido como complexo lla). Para a
formacao do complexo Il, € necessaria a deubiquitinacdo de RIPK1 pela acio de
deubiquitinases como a CYLD e A20, ou a inibicdo de clAPs por Smac, uma vez
que esses eventos contribuem para promover a dissociacdo de RIPK1 e TRADD
do complexo | e sua liberagao para o citosol, onde elas se associam a FADD,

molécula que desempenha uma fung¢ao adaptadora para o recrutamento de pro-
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caspase-8. Caspase-8 ativa, no complexo IlI, desencadeia uma cascata de
sinalizacdo para a ativacdo de caspases efetoras que culmina com a morte
celular por apoptose. Em situagbes onde caspase-8 esteja inibida, forma-se o
necrossomo (ou complexo llb), contendo RIPK1, RIPK3 e MLKL e a morte
celular por necroptose é observada (VANDENABEELE et al., 2010; HAN;

ZHONG; ZHANG, 2011; BERGHE et al., 2014; GALLUZZI et al., 2017).

TNF
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Figura 6: Formagao dos complexos desencadeadores da apoptose ou necroptose
desencadeadas pela sinalizagdo induzida por TNF. Apds a ativagdo do receptor de
TNF (TNFR1) pela ligacao extracelular de seu ligante cognato, ocorre a formag¢do de um
complexo muiti-proteico associado a membrana plasmatica (Complexo 1). A
poliubiquitinhagc&do de RIP1 por clAPs neste complexo & essencial para a ativacdo de NF-
kB e MAPK. A deubuquitinagcdo de RIP1 por CYLD (cylindromatosis) ou a inativagdo de
clAPs converte o complexo | em complexo Il (ou DISC) que desencadeia a via de
apoptose. A delecdo de FADD, uma proteina adaptadora envolvida na interagdo de
TRADD e RIP1 com caspase-8, ou a inibigdo de caspase-8 ou quando RIP3 esta com sua
expressdo aumentada, ocorre a formagao do necrossomo, passo essencial para a indugao
da necroptose. Adaptado de Han et al., 2011.

A interacdo entre RIPK1 e RIPK3 é mediada por um dominio
caracteristico dessa familia de quinases, denominado RHIM (do inglés, RIP-
homotypic interaction motif) (SUN et al., 2002). Esta interacao induz a auto e

transfosforilacdo dessas quinases. Apds sua ativacido, RIPK3 recruta e promove
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a fosforilagcdo de MLKL, uma pseudoquinase. Sequencialmente a este evento,
embora n&o sejam conhecidos em detalhes os mecanismos exatos, sabe-se que
MLKL passa por mudangas conformacionais e expde um dominio na sua porgao
N-terminal que parece estar envolvido na sua oligomemizagao, sua associagao a
fosfolipideos especificos e consequente translocacdo para a face interna da
membrana plasmatica, onde induz a formacdo de poros, com consequente
extravasamento do conteudo celular para o meio (figura 7), incluindo os
chamados DAMPs (damage-associated molecular patterns), um dos eventos
estratégicos para a imunogenicidade da necroptose (SUN et al., 2002; ZHAO et

al., 2012; QUARATO et al., 2016; PETRIE et al., 2017).
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Figura 7: Mecanismos moleculares da necroptose. A via de necroptose depende
da formacdo de complexos de interacdo entre RIPK3-MLKL (necrossomo) para
promover a translocagéo dos oligdmeros de MLKL para a face interna da membrana
plasmatica, promovendo sua consequente permeabilizagdo. A formacdo do
necrossomo pode ser desencadeada por ativagcdo de receptores de morte ou por
alteragdes internas, como a presenga de acidos nucleicos virais. A sinalizagao
desencadeada pela ligacdo de TNF ao seu receptor TNFR1 é uma das vias melhor
exploradas. Apds a ligagao do respectivo ativador cognato, é dispara uma cascata de
sinalizagdo que pode levar a formacdo do necrossomo, quando caspase-8 esta
inativa (pela acdo de inibidores de caspases como o zVAD-fmk, por exemplo). A
formagao do necrossomo induz a fosforilagdo da pseudoquisase MLKL, induzindo a
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sua oligomerizacdo e translocagdo para a membrana plasmatica que culminam na
morte celular por necroptose. A formagdo do necrossomo é fortemente dependente
de uma série de interagdes fisicas e da formagdo de complexos supramoleculares
que estdo suprimidos na figura para fins didaticos. Abreviagbes: dsDNA, double-
stranded DNA; dsRNA, double-stranded RNA; IFN, interferon; IFNAR1, interferon
(alpha and beta) receptor 1; IFNG, interferon gamma; IFNGR1, interferon gamma
receptor 1; LPS, lipopolysaccharide; P, phosphate; PIP, phosphatidylinositol
phosphate; TLR, Toll-like receptor; TNF, tumor necrosis factor, TRADD, TNFRSF1A
associated via death domain; TRIF (TICAM1), toll-like receptor adaptor molecule 1,
ZBP1, Z-DNA binding protein 1. Fonte: (GALLUZZI et al., 2017).

Por ser uma via de morte recentemente explorada, o estudo da
necroptose apresenta um carater altamente dindmico, o que tem levado a
descoberta de outros mecanismos de atuagdo dos componentes ja descritos na
via de sinalizacdo, a depender das condi¢des e modelos considerados. Um
exemplo disso sdo os recentes estudos que mostram que RIPK1 desempenha
outras fungdes além de participar na ativacdo de RIPK3 induzida pelo estimulo
de TNFR1. Ela pode atuar, de forma contraria, inclusive, inibindo a ativagao
espontanea de RIPK3 em alguns contextos especificos, como na atuagédo de
TLR3 (Toll-like receptor 3) (DILLON et al., 2014; OROZCO et al., 2014). Além
disso, tem sido mostrado que a deficiéncia de RIPK1 induz a morte de
camundongos apds 0 seu nascimento, mas que a concomitante deficiéncia de
RIPKS3 e caspase-8 é capaz de reverter o quadro de letalidade nesses animais, o
que demonstra que RIPK1 apresenta um complexo papel de regulagdo de vias
de morte que pode variar de acordo com o contexto bioquimico, molecular e
celular (DILLON et al., 2014).

Além da necroptose, trabalhos recentes na literatura de morte celular tém
mostrado que algumas células tumorais com mutagcdo em KRAS podem ser

seletivamente mortas por ativadores quimicos (erastina e RSL3, por exemplo) de
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uma via de morte alternativa, dependente de ferro, denominada ferroptose
(STOCKWELL et al., 2017). A ferroptose € uma via de morte regulada que é
induzida a partir de alteracées no metabolismo do ferro e de uma diminuicdo das
defesas antioxidantes celulares dependentes de glutationa (GSH, a sua forma
reduzida). Uma vez depletados os niveis de GSH, ha um comprometimento na
atividade da GPX4 que culmina com um acumulo exacerbado da peroxidacao de

lipideos que leva a morte das células (DIXON et al., 2012; XIE et al., 2016).

1.3. Terapia Fotodinamica

Diante do cenario de limitagdes nos atuais tratamentos disponiveis para o
PDAC, a Terapia Fotodindmica (PDT, do Inglés Photodynamic Therapy) se
apresenta como uma opg¢ao promissora para o tratamento desta doenca, uma
vez que, entre outras vantagens, tem sido mostrado que ela apresenta
seletividade citotoxica para células tumorais, danificando minimamente os
tecidos normais (AGOSTINIS et al., 2011; SANTOS et al., 2017). Outra
vantagem da PDT é o fato de ela apresentar efeitos colaterais minimos e de ndo
atuar imunossuprimindo os pacientes em tratamento (LI; MA; WU, 2012).

A PDT se baseia na utilizacdo de uma substancia fotossensibilizadora
(Ps, do Inglés, Photosensitizer) que, apés ser incidida por um comprimento de
luz especifico na regido do visivel, torna-se ativa. Uma vez ativado, o Ps passa
do seu estado fundamental para um estado singlete excitado e, na presencga do
oxigénio molecular dos tecidos, pode transferir esta energia diretamente para o

O, (reacéo do tipo Il), como € o caso do azul de metileno (MB, methylene blue,
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destacado na figura 8), levando-o a migrar do seu estado fundamental (menos
energético) para o estado excitado, 'O (oxigénio singlete). Além disso, o Ps
excitado pode, ainda, reagir com moléculas organicas no microambiente celular
(reagbes do tipo |) e desencadear a formacgédo de radicais livres capazes de
causar a fotoxidagcao de biomoléculas como proteinas, lipideos de membrana e
acidos nucleicos, levando a degradacdo de organelas e a morte celular
(TARDIVO et al., 2005; AGOSTINIS et al., 2011; SANTOS et al., 2017). Numa
situacdo in vivo, além da destruicdo tumoral, a PDT pode causar danos na
microvasculatura local e apresentar propriedades imunoestimulatérias que
potencializam os efeitos seus anti-tumorais (GARG; AGOSTINIS, 2014;

REGINATO; WOLF; HAMBLIN, 2014).
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Figura 8: Diagrama de Jablonski modificado, esquematizando o processo de
fotossensibilizagdo na PDT. Apds a exposicdo a um comprimento de luz
apropriado, o fotossensibilizador (Ps) passa do estado fundamental singleto (S,)
para um estado singleto excitado (S1). De S4, o Ps pode retornar ao seu estado S,,
emitindo energia na forma de fluorescéncia ou passar pelo cruzamento
intersistemas, atingindo um estado excitado tripleto (T4) e, entdo, induzir a formagéo
de radicais por uma das duas vias: reag¢des do tipo | (Ps interage com moléculas
organicas por meio de transferéncia de prétons (H*) ou e (elétrons), induzindo a
formacgado de radicais; ou reagdes do tipo Il, onde o PS no estado T, transfere
energia diretamente para o oxigénio molecular no seu estado tripleto fundamental
(302) que passa para um estado excitado singlete (102) que é altamente reativo e
oxidante para as biomoléculas. Apds excitagdo, o azul de metileno desencadeia a
formacdo de oxigénio singleto pelas reagdes do tipo Il (seta azul). Adaptado de
Agostinis et al., 2011.
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A eficiéncia da PDT no tratamento de neoplasias depende de fatores
como a dose de luz utilizada, o tipo e a concentragdo do Ps, bem como, sua
localizagdo no espacgo intracelular e a disponibilidade de oxigénio no tecido
(GABRIELLI et al., 2004; TRIESSCHEIJN et al., 2006; PRATES et al., 2009;
GROSSMAN et al., 2016). A eficiéncia do Ps &, nesse contexto, um ponto crucial
para o sucesso da terapia. Assim, diversos compostos de diferentes familias de
fotossensibilizadores estdo sendo estudados e muitos deles ja s&o aprovados
para uso clinico no tratamento de diferentes tipos de tumores (tabela 1).
Porfirinas, clorinas, feoforbidas, ftalocianinas e fenotiazinicos sdo algumas das
familias de Ps que ja tém compostos utilizados na clinica atualmente (HUANG et

al., 2008; AGOSTINIS et al., 2011).

Tabela 1: Relacdo de fotossensibilizadores clinicamente aprovados ao redor do mundo.

Fotossensibilizador Classe Quimica Aplicacao

Photofrin® Porfirina Céancer de pulméo e

esbfago
5-ALA/ Ameluz®/ Levulan® Porfirina Queratose actinica leve a
moderada
Metvix® / Metvixia® Porfirina Queratose actinica
e carcinoma basocelular
Cancer de pescogo e
Temoporfin/ mMTHPC/ Foscan® Clorina cabeca em estagios
avangados
Talaporfin/ NPe6/ Laserphyrin® Clorina Cancer de pulmao
Degeneracédo macular
Verteporfin /Visudyne® Clorina relacionada a idade,
pancreas
Redaporfin® /LUZ11 Clorina Cancer do trato biliar

Adaptado de (STRATEN et al., 2017).
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Como ja mencionado, uma das principais vantagens da PDT esta no seu
carater minimamente invasivo, visto que sua acao decorre de forma local, o que
contribui para minimizar os efeitos debilitantes do paciente como se observa no
pos-tratamento com a quimio e/ou a radioterapia e a possibilidade de sua
utilizagdo como adjuvante a cirurgia e/ou outras terapias (ACEDO et al., 2014;
BROEKGAARDEN et al., 2015; SANTOS et al., 2017).

Alguns tumores apresentam uma baixa taxa de resposta a esse
tratamento, o que representa uma limitacdo da terapia. Porém, as limitacbes
terapéuticas da PDT geralmente estdo relacionadas a fatores ligados a ma
execucdo dos protocolos, escolha de fotossensibilizadores com padrbes
bioquimicos, farmacocinéticos e Opticos inadequados e, até, de variagdes
genotipicas e fenotipicas dos tumores tratados (BROEKGAARDEN et al., 2015),
o que reforca a necessidade de estudos que levem ao estabelecimento dos
protocolos adequados e ao entendimento dos mecanismos envolvidos na agéo

da PDT sobre cada tipo de tumor especificamente.

1.3.1. O azul de Metileno
O azul de metileno € um corante da familia dos compostos fenotiazinicos
de fotossensibilizadores (figura 9). Ele é amplamente utilizado como corante
histolégico, além de ser um PS com caracteristicas fotoquimicas adequadas

para o uso no tratamento com a PDT (TARDIVO et al.,, 2005; PINTO et al.,
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2017). Este Ps pode permanecer na sua forma monomérica ou dimerizar, de
acordo com a sua concentracdo e o solvente onde se encontra. Essas duas
formas apresentam espectro de absor¢ao distintos. Na sua forma dimérica, o MB
apresenta absorgdo maxima a 590nm, enquanto os mondmeros apresentam

pico de absorgdo maxima em 664nm (TARDIVO et al., 2005).

Me,N S NMe,

Figura 9: Estrutura quimica do azul de metileno. Fonte: (ORMOND; FREEMAN, 2013)

Dentre outros aspectos, a estrutura quimica do MB I|he confere a
habilidade de atravessar a membrana das células, sendo capaz de ancorar-se
na mitocondria e lisossomos, locais estratégicos e com potencial de perturbacéo
da homeostase celular, que € uma caracteristica importante no contexto da PDT
(LU et al., 2008). Embora a mitocondria seja uma organela importante na
indugao de morte desencadeada pela PDT, ja tem sido reportado que quando o
MB se encontra nesta organela, ele € reduzido a uma forma fotoquimicamente
inativa (leuco-MB) pela reagcdo com o NADH mitocdndrial, o que limitaria seus
efeitos nesta organela (GABRIELLI et al., 2004).

Um bom Ps deve apresentar caracteristicas que melhorem a performance
e viabilidade de aplicagédo da PDT, tais como: pureza quimica, baixo custo e

disponibilidade comercial, seletividade pelo tecido tumoral, baixa toxicidade no
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escuro, vias rapidas de eliminacdo pelo organismo, rotas de administragdo
variaveis e excitagdo por comprimento de onda maior, dentro da janela dptica da
PDT, que € uma faixa de comprimento de onda compreendida entre 600 e
800nm, regido que permite maior penetrabilidade nos tecidos vivos (HUANG et
al., 2008; AGOSTINIS et al., 2011) e que apresenta energia suficiente para levar
a excitagao do O; e consequente formagao do oxigénio singlete (HUANG et al.,
2008). O MB apresenta todas estas vantagens, o que o torna um
fotossensibilizador com propriedades adequadas para utilizagdo na terapia
fotodinamica (TARDIVO et al., 2005; LU et al., 2008; SANTOS et al., 2017). Em
relacdo a sua acdo fotoquimica, destaca-se a sua efetiva capacidade de
desencadear as reagées do tipo I, com um elevado rendimento quantico de 'O,
(LU et al., 2008b).

A geracgdo de estresse oxidativo promove alteragdes celulares criticas e
de grande impacto na homeostase das células, como a permeablizagdo da
membrana lisossomal e consequente extravasamento de seu conteudo
enzimatico proteolitico para o citosol apés a MB-PDT, conforme reportado
anteriormente (SANTUS et al., 1983).

O dano oxidativo causado pela MB-PDT pode induzir a ativagdo de
diferentes tipos de morte, a depender do contexto do tratamento e do modelo
celular ou tecido. Lu et al. (2008) observaram que, em células Hela, o
tratamento com a MB-PDT induz a morte celular pela via apoptética intrinseca.

Por outro lado, resultados prévios do nosso laboratério sugerem que
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mecanismos de necrose regulada estariam sendo ativados em células de
tumores mamarios humanos ap6s a MB-PDT.

Diante do cenario até aqui considerado, fica evidenciada a necessidade
da realizagao de estudos mais aprofundados que viabilizem o desenvolvimento
de novas abordagens terapéuticas que contribuam para melhorar as

possibilidades de cura no ambito do tratamento do PDAC.

2. HIPOTESE DE TRABALHO

A terapia fotodindmica, com o azul de metileno como fotossensibilizador, é

capaz de induzir a morte das células de tumores de pancreas, podendo servir

como adjuvante para o tratamento desse tipo tumoral.

3. OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficiéncia da terapia fotodindmica com o azul de metileno (MB-

PDT) em induzir a morte de linhagens de tumores pancreaticos humanos e

explorar a participacdo de mecanismos de morte celular regulada nesse

processo.

3.1. Objetivos Especificos
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3.1.1. Avaliar a eficiéncia da MB-PDT sobre diferentes subtipos de linhagens
tumorais de PDAC humanos;

3.1.2. Estudar a participacao da via de necroptose nos efeitos citotoxicos da MB-
PDT sobre quatro linhagens de PDAC humanos;

3.1.3. Otimizar o protocolo de MB-PDT em diferentes linhagens de PDAC.

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

(ATCC® CRL-1687™).

4.2. Condigoes de cultivo das células
Todas as linhagens celulares foram cultivadas em frascos plasticos
descartaveis e mantidas em estufa com atmosfera de 5% CO; e a uma
temperatura de 37°C. O meio de cultura especifico para cada linhagem foi
suplementado com 100mg/ml de ampicilina e estreptomicina. As especificagcbes
das condigdes de cultura para cada uma das células foram as seguintes: A
linhagem Panc-1 foi mantida em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's

Medium) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), suplementado com 10% de soro
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fetal bovino (SFB) (Vitrocell, Campinas, Brasil); a MIAPaCa-2, foi cultivada em
meio DMEM adicionado de soro fetal bovino numa concentracao final de 10% e
soro de cavalo 2,5% (Life technologies, CA, USA) ; As células BxPC-3 e AsPC-1
foram cultivadas em meio RPMI ((Sigma-Aldrich) implementado com 10% de
soro fetal bovino. Os estoques celulares foram mantidos em meio de cultura
contendo 90% de soro fetal bovino e 10% DMSO (dimetilsulféxido) (Synth,
Diadema, Brasil) a -80°C e em reservatorio contendo nitrogénio liquido. Ao
atingirem aproximadamente 80% de confluéncia, as culturas celulares foram
destacadas do plastico com uma solugdo contendo 0,025% de tripsina (Life
technologies) e 1TmM de EDTA, (Vetec Bio-Bras, Brasil) lavadas, suspendidas
em meio fresco e subcultivadas e/ou plagueadas para o tratamento
experimental. O cultivo das células em monocamada para o tratamento
experimental foi realizado plaqueando-se 5x10%*/cm? células em placas de 24
pocos, em meio suplementado com 2,5% SFB e incubagado em atmosfera umida

contendo 5% de CO, a 37°C.

4.3. Preparo e quantificagao do azul de metileno (MB)

O azul de metileno (MB) (Synth) purificado (Junqueira et al., 2002),
fornecido pelo Professor Dr. Mauricio da Silva Baptista do Laboratorio de
Processos Fotoinduzidos e Interfaces do Departamento de Bioquimica do
Instituto de Quimica da USP (IQ-USP), foi utilizado como fotossensibilizador. O
MB foi diluido em agua purificada via sistema Milli-Q (Millipore, Billerica, MA,

EUA) para uma concentragado de aproximadamente 8mM. A solugao foi diluida
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em etanol e o espectro de absorbancia realizado em espectrofluorimetro
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, Estados Unidos) na faixa de 450-700nm. A
quantificacdo mais precisa da solucéo foi obtida, pela média de trés medidas
independentes, com a relagao:
A=cMe
em que: A= absorbancia em 655nm; ¢ = caminho Optico (cm); M= concentragao
(M); € = coeficiente de extinggdo molar do azul de metileno em etanol
(85000u"cm™).
4.4, Fotossensibilizagao e irradiagao

As células foram sub-cultivadas em placas de 24 pocos e, apds 24h,
submetidas ao tratamento com o azul de metileno (MB) como
fotossenssibilizador (Ps) nas concentragdes de 2 ou 20uM. Nesta etapa, o meio
das células foi substituido por um meio novo (RPMI ou DME-F12, de acordo com
a especificidade de cada linhagem, com 2,5% SFB) contendo o Ps na
concentracédo final desejada. As células foram incubadas a 37°C durante 2 horas
com o Ps e, posteriormente, foram irradiadas com 4,5 J/cm? por 6 ou 16 minutos
com um LED vermelho (A=633nm). Para obter essa quantidade de energia nos
dois casos, a altura do LED até as placas foi de 10 cm para o tempo de 6
minutos de irradiagdo, ou 20 cm para o tempo de 16 minutos de irradiacao .

Todos os experimentos foram realizados com amostras tratadas ou nao
com MB e irradiadas ou ndo, como controles de citotoxicidade do composto e de

fototoxicidade da irradiagao.
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4.5. Ensaio de viabilidade celular

Os experimentos de viabilidade executados nesse trabalho foram
conduzidos utilizando-se duas concentragbes do MB, 2uM ou 20uM, e dois
tempos de irradiagdo: 6 ou 16 minutos. Os experimentos foram realizados nas
condigbes de células tratadas ou ndo com MB e irradiadas ou ndo, como
controles experimentais. Os tempos analisados foram de 1, 3 e 24 horas apds a
irradiagcdo. Apos estes tempos, a porcentagem de células mortas foi determinada
pela relagdo entre o numero de células total, determinado pela contagem dos
nucleos corados com o fluoréforo Hoechst 33342 (Ho; Sigma), e o numero de
células mortas, determinado pelo numero de nucleos corados por lodeto de
Propideo (PI; Sigma). Aliquotas de estoque desses compostos fluorescentes
foram preparadas em agua purificada via sistema Milli-Q (Millipore) na
concentracdo de 1Tmg/ml. A partir dessas solugbes concentradas foi preparada
solugédo de uso, em meio de cultura, na concentragao final de 5ug/ml para cada
fluoréforo. O meio de cultura das células foi entdo removido e 200uL de solugao
contendo os fluoréforos foi adicionado as células por um periodo de 15 minutos
a 37°C. Apos este tempo, as culturas em monocamada foram visualizadas
diretamente no microscopio de fluorescéncia invertido (TE 300, Nikon, Tokyo,
Japao), com aumento de 200x, e fotografadas para posterior contagem e
determinacdo da porcentagem de morte obtida. A fluorescéncia das células
marcadas foi detectada utilizando-se filtros de 461nm e 545nm para excitagéo

do Hoescth e do lodeto de Propideo, respectivamente.
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Para cada condi¢cdo (concentragdo de MB e tempo pos irradiagdo) foram
realizados pelo menos 4 experimentos independentes, sendo analisadas no
minimo 500 células em cada experimento independente. Os graficos e as

analises estatisticas foram gerados no programa GraphPad Prism 6.

4.6. Ensaio de localizagao sub-celular do MB

Para esta etapa dos experimentos, foi utilizada a microscopia confocal para
caracterizar a localizagao sub-celular do MB. Para este fim, comparou-se a
fluorescéncia resultante de culturas de células simultaneamente incubadas na
presenca de MB e marcadores fluorescentes padrado de organelas: LysoTracker
Green (Invitrogen, Paisley, Reino Unido) como um marcador de lisossomos, HO
como um marcador para o nucleo e ERTracker Green (Invitrogen) para marcar
reticulo endoplasmatico das célula. As imagens confocais foram obtidas
utilizando-se um microscopio de varredura a laser (LSM) - 510 da Zeiss
(Gottingen, Germany) pertencente a Central Analitica do 1Q-USP, usando lentes
objetivas de imersdo em agua de 1,2 N em 40x. As configuragcbes de laser e
filtro foram: linhas de laser para MB = 633, Lyso = 488 e Hoechst 33342 = 364;
Divisor de feixe = HFT UV / 488/543/633; Filtros de emissao para MB: 651-704,
Lyso e ER = 501-554 e Hoechst 33342 = 435-485. As configuragdes de imagem
foram: zoom = 1, dimensdes = 512x512 pixels, profundidade da imagem = 16
bits, sinal de média = 2 e espessura da segao o6tica = 2um. As imagens tiveram
seu brilho e contraste ajustados para a figuras e foram analisados com ImageJ

Software (National Institutes of Health).
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4.7. Ensaio de incorporagao do fotossensibilizador

Para a dosagem dos niveis de incorporagdo de MB pelas células, 3x10°
células/cm? foram plaqueadas em placas de P86, incubadas com 2mL de meio
contendo MB (20uM) e mantidas durante 1, 2, 4, 6, 8 e 24 horas em estufa a
37°C. Apds cada um desses periodos de tempo, o sobrenadante foi descartado
e as células foram lavadas duas vezes com PBS e depois adicionou-se 1mL de
SDS 50mM para promover a lise das membranas celulares. O sobrenadante foi
recolhido e a absorbéncia foi medida no comprimento de onda de absorgéo
maxima da solugdo de MB utilizada (655nm). A incorporagdo de MB foi
determinada corrigindo a absorbancia do MB pelo numero de células
remanescentes em cada pogo apos o periodo de incubag&o. A equacao a seguir

foi utilizada para o calculo da porcentagem de MB incorporado:

%Incorporacao de MB = X*100 /Y
Onde: X = Absorbancia lida corrigida pelo vol. total de MB incubado em cada
pogo (mL)/n° de células no pogo; Y= Absorbancia de uma solugdo contendo

20uM de MB/ n° total de células plaqueadas por pogo.

4.8. Avaliagao dos niveis de fosforilagao de MLKL, expressao de RIPK1 e
RIPK3 por western-blotting
Para obtencdo do extrato proteico total, as culturas foram lavadas com

PBSA gelado e, mantendo-se no gelo, adicionou-se tampé&o de lise (10mM
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HEPES; 1% SDS; 1,5mM MgCl,.6H,0; 10mM KCI; 1mM DTT; 0,1% NP-40)
contendo inibidor de protease (#14928300, GE, Little Chalfont, Reino Unido) e
inibidor de fosfatase (Cocktail 2 P5726, Sigma). Apds incubagao de 20 minutos,
sob agitagado, o extrato foi coletado por raspagem da monocamada. Ao final do
processo foi adicionado tampao de amostra (60mM Tris-HCI [pH 6,8]; 10% SDS;
50% glicerol; 0,5% azul de bromofenol; 2,5% 2-mercaptoetanol) e o extrato foi
aquecido (99°C) por 10 minutos, sendo posteriormente armazenado em freezer
(-20°C). Quantidades iguais em volume, deste extrato proteico, foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12%, para a
quantificacdo dos niveis de expressido das proteinas fosfo-MLKL, MLKL, RIPK1
ou RIPKS.

As proteinas foram transferidas para membranas de Fluoreto Polivinilideno
(PVDF, 0,2 wm; GE; Germany), por transferéncia umida, em tampdo de
transferéncia (0,3% Tris; 1,44% Gilicina, 0,1% SDS; 20% metanol) a 4°C, 300mA
por 2h. As membranas foram entdo bloqueadas incubando-as em uma solugéo
de bloqueio Superblock (#37515, Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, EUA)
e BSA 5% 1:1, a 4°C por 18 horas.

Ap6s o bloqueio, as membranas foram incubadas com o anticorpo
policlonal de coelho anti-fosfo-MLKL (ab18701, abcam), monoclonal de coelho
anti-MLKL (ab184418, abcam), monoclonal de camundongoo anti-RIPK1
(ab72139, abcam) ou monoclonal de camungondo anti-RIPK3 (#13526, Cell
Signaling). Apds este periodo de incubagdo, as membranas foram lavadas 3

vezes de 10 minutos cada com uma solu¢do de lavagem (PBSA contendo 0,1%
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de Tween 20) e, entdo, incubadas com anticorpo secundario apropriado,
conjugado a peroxidase (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA). Em
seguida, as membranas foram lavadas 2 vezes de 10 minutos cada com solugao
de lavagem e 1 vez de 10 minutos com PBSA e reveladas com sistema
quimioluminescente (Immobilon - Millipore). Como controle, a outra parte
das membranas foi incubada com anticorpo monoclonal de
camundongo anti-a-tubulina Clone B-5-1-2 (T5168; Sigma).

ApOs a imunorreagdo, as membranas inicialmente incubadas com
anticorpos para a detecgdo da proteina na forma fosforilada (Anti-Phospho-
MLKL) foram submetidas ao processo de stripping para a retirada dos anticorpos
anti-phospho e, posteriormente, bloqueadas e re-incubadas com o respectivo
anticorpo anti-MLKL (ab184418, abcam). O stripping foi executado da seguinte
forma: as membranas foram submetidas a duas lavagens com agua por 10min,
uma lavagem com a solugao de stripping (Tris-Glicina 25mM, SDS 1%; pH= 2,0)
por 20min e posteriormente 4 lavagens com PBSA contendo 0,1% Tween 20 por
10min.

Em todos os casos, a detecgdo da intensidade das bandas obtidas foi
realizada utilizando-se um fotodocumentador com um sistema de Imagens Nine
Alliance 9.7.17.00b, 2015; Camera HD 9 megapixels refrigerada -35°C; Software
Alliance 1D, 2015 (Cambridge - UK). Posteriormente, foi realizada a
densitometria quantitativa de cada banda de interesse, utilizando-se o software
Imaged (National Institute of Health [NIH]). Para avaliacdo de fosfo-MLKL, os

valores de densitometria de fosfo-MLKL foram divididos pelos valores de MLKL e
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o controle a-tubulina foi usado como o normalizador da quantidade de proteinas
aplicadas no gel. Os valores das densitometrias de RIPK1, RIPK3 e MLKL foram

divididos pela a-tubulina.

4.9. Ensaio para determinacao da geragao de estresse oxidativo

Para a deteccdo do estresse oxidativo global, 1,5 x 10° células foram
semeadas em placas pretas de 96 pogos e cultivadas durante 24 h. Em seguida,
as células foram tradadas com a MB-PDT e apo6s 24 horas de tratamento as
células foram incubadas com 10uM de diacetato de diclorodihidrofluoresceina
(DCFDA-H2; #D399, Life Technologies). Os valores de intensidade de
fluorescéncia foram coletados durante 1h a 480/520nm de excitagao / emisséo,
a 37° C, usando o leitor de microplacas SpectraMAX M2 (Molecular Devices). A
detecgao de ROS pelo uso de DCFDA-H2 é dependente de sua oxidagao para a
diclorofluoresceina (DCF), derivado fluorescente estavel, e sua subsequente
acumulacado na célula. Cada experimento foi realizado em doze replicatas. Os
dados foram expressos como a inclinagdo da reta obtida da regressao linear
dada pelos valores de fluorescéncia de DCF (520nm) normalizadas pela
marcagao com cristal violeta (CV) (Synth) como uma corre¢do de numero de
células vivas.

A marcacédo com CV foi feita apds a leitura de fluorescéncia de DCF. O
sobrenadante contendo a solugdo de DCFDA-H2 foi removido, as células foram
lavadas 2 vezes com PBSA e posteriormente incubadas com uma solucédo de
CV 0,02% p/v em agua MilliQ por 5 minutos. Apos este tempo, retirou-se a

solugdo e as células foram lavadas 2 vezes com agua destilada. O corante
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incorporado foi entdo eluido com uma solugdo de citrato de sodio 0,1M
(preparada em etanol 50% v/v), incubado as células por 5 minutos. A
absorbancia do sobrenadante foi lida em 585nm e calculada a concentracdo de

CV incorporada.

4.10. Quantificagao de glutationa reduzida (GSH)

A glutationa reduzida (GSH) foi quantificada tal como descrito
anteriormente por Yilmaz et al (YILMAZ et al., 2009) com pequenas
modificacdes. As células foram semeadas em placas de Petri (100mm) a uma
densidade inicial de 2,6 x 10° células/placa. Apds 48 horas, as células foram
lavadas com PBSA, removidas da placa usando tripsina a 0,1%; centrifugadas
800x g por 2 minutos e os pellets lavados com PBS. Apds o pellet de células ser
congelado a -80°C, ele foi suspendido em 100ul de PBSA e lisado utilizando-se
seringa com agulha de insulina por 10 vezes. Uma aliquota foi separada para a
quantificacdo de proteinas totais. 80ul da amostra foram utilizados para
precipitacdo de proteinas com 250ul de tampéo (KCIO4 50mM, EDTA 10mM e
HsPO4 0,1%) e acido metafosforico 5% frio, agitando em vortex por 2 minutos.
As amostras foram centrifugadas (8.000 x g, 10 min, 4° C) e os sobrenadantes
foram recolhidos e filtrados. A analise foi realizada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) equipado com Coluna Synergi 4mm Hydro-RP-RP 80 A,

150 x 4.60 mm (Phenomenex, USA).

4.11. Analises estatisticas
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Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica com o software
GraphPad Prism 5, estabelecendo-se o minimo de p<0,05 (nivel de significancia)
e grau de confianga de 95%. Os resultados foram analisados para distribuigao
gaussiana. Aqueles que passaram o teste de normalidade foram submetidos a
uma analise por ANOVA, empregando o Tukey’s Multiple Comparison Test
(Teste de comparagdo multipla de Tukey). A analise ndo paramétrica de
Kruskal-Wallis seguida do post-test Dunns para comparagbes multiplas foi
utilizada para analisar os conjuntos de dados que n&o apresentaram uma

distribuicdo normal.

5. RESULTADOS
5.1. Analise da eficiéncia da MB-PDT (4,5J/cm? por 6 minutos) sobre
linhagens de PDAC humanas.

Os tumores de pancreas estdo entre os tipos mais mortais de cancer,
apresentando um dos maiores indices de mortalidade associada. O presente
trabalho centrou-se no estudo da eficiéncia da terapia fotodinamica com o azul
de metileno como fotossensibilizador (MB-PDT) em induzir a morte de diferentes
linhagens tumorais de pancreas humanos. Para tal fim, realizou-se um ensaio de
viabilidade celular, consistindo, basicamente, no tratamento de quatro diferentes
linhagens de adenocarcinoma de ducto pancreatico (PDAC), MIAPaCa-2, Panc-
1, AsPC-1 e BxPC-3, com duas concentragdes de azul de metileno (MB), 2uM
ou 20uM, incubado por duas horas, seguindo-se de irradiagao, utilizando-se um

total de 4,5J/cm? de energia, inicialmente distribuidos por um periodo de 6min.
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Apos o tratamento com cada uma das condi¢des de interesse, incluindo-se
todas as abordagens de controles experimental (amostras tratadas ou ndo com
o Ps e irradiadas ou ndo, como controles de citotoxicidade do composto e de
fototoxicidade da irradiagdo), as culturas em monocamada foram avaliadas
segundo: o numero de células total, determinado pela contagem dos nucleos
corados com HO; e o numero de células mortas, determinado pelo numero de
nucleos corados por PI.

Os resultado apresentados na figura 10 mostraram que a MB-PDT induziu
a morte celular nas quatro linhagens de PDAC humanas estudadas, n&o tendo
sido observada citotoxicidade por parte de nenhum dos seus componentes
isoladamente. Interessantemente, observaram-se dois padrdes distintos de
intensidade de resposta a terapia entre essas quatro linhagens celulares. Sobre
as células AsPC-1 e BxPC-3, o tratamento com a MB-PDT foi capaz de induzir
uma morte com valores acima de 80% e 90%, respectivamente, em relacao as
condigdes controles, enquanto que para as linhagens Panc-1 e MIAPaCa-2, com
o protocolo experimental utilizado, a porcentagem maxima de morte obtida ficou
em torno de 30%.

Em termos numéricos, como mostrado na figura 11, onde se comparam as
porcentagens maximas de morte obtidas entre os pares de células, observou-se
uma diferenga de aproximadamente 56% entre a linhagem MIAPaCa-2 versus
AsPC-1 (fig. 11A) e, de aproximadamente 62% entre Panc-1 versus BxPC-3
(fig. 11B) em relacado a susceptibilidade a terapia. Assim, as linhagens AsPC-1 e

BxPC-3 foram as mais susceptiveis ao tratamento. Além das porcentagens de
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morte obtidas 24h apds o tratamento com a MB-PDT para cada uma das quatro
linhagens, a esquerda dos histogramas apresentados para cada célula em A, B,
C e D da figura 10, estdo dispostas as fotos representativas da sobreposigao
das imagens dos nucleos corados com HO e/ou Pl. Nas imagens pode-se
observar que além do aumento do numero de nucleos Pl positivos (células
mortas), apos o tratamento com a MB-PDT, também ha a auséncia de indicios

morfolégicos de morte
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Figura 10: Ensaio de viabilidade celular das linhagens de PDAC humanas apés o
tratamento com a MB-PDT utilizando a microscopia de fluorescéncia. A esquerda de
cada item, estdo apresentadas imagens representativas dos nucleos das células corados
com os fluoréforos Hoescht (azul) e iodeto de propideo (vermelho) em todas as condi¢des
de tratamento ou controle experimental e, a direita, estdo mostrados os histogramas com
as porcentagens de morte obtida 24 horas apds o tratamento com a MB-PDT com 2 ou
20uM (“MB-PDT”) de MB para AsPC-1 (A), BxPC-3 (B), Panc-1 (C) e MIAPaCa-2 (D) com
0s respectivos controles: “ctrl” (condigbes normais de crescimento e auséncia de
irradiacao); “2uM” (solugdo de 2uM de azul de metileno e auséncia de irradiagéo); “20uM”
(solugédo de 20uM de azul de metileno e auséncia de irradiagédo); “hv” (irradiagéo utilizada,
totalizando 4,5 Jicm® de energia); “MB-PDT” (tratamento com o azul de metileno seguido
de irradiagdo) de todos os experimentos realizados. As porcentagens de morte foram
calculadas a partir das razbes entre o numero de nucleos PI positivas (células mortas)
dividido pelo nimero de células marcadas com Hoescht (células totais). Para cada
condic¢ado foram contadas, no minimo, 500 nucleos em cada experimento independente. * p
< 0.05 versus Controle. n 24 experimentos independentes. Resultados sdo representados
como média + EPM.

celular por apoptose, como a condensacgao da cromatina e consequente picnose
nuclear. Em contrapartida, foi possivel observar o aumento de volume, ou
inchaco, dos nucleos das células submetidas a MB-PDT, que € um aspecto

morfoldgico classicamente associado a morte celular necrotica.
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Figura 11: Diferengas nas susceptibilidades a MB-PDT entre as linhagens de PDAC. A:
Porcentagens de morte das células MIAPaCa-2 e AsPC-1, 24h apds o tratamento com 2uM
de MB em relagdo aos controles de toxicidade do fotossensibilizador e da irradiacéo
isoladamente. B: Anadlise comparativa de porcentagens de morte entre Panc-1 e BxPC-3, 24h
apo6s o tratamento com 20uM de MB. * p <0,05 versus os controles; # p <0,05 versus “PDT
MIAPaCa-2"(em A) ou “PDT Panc-1" (em B); A demarcagdo em vermelho indica a diferenga
na porcentagem de morte para cada par de células comparado. “ctrl” (meio de cultura e
auséncia de irradiagédo); “2uM” (solugdo de 2uM de azul de metileno e auséncia de
irradiagédo); “20uM” (solugcdo de 20uM de azul de metileno e auséncia de irradiagdo); “hv”
(irradiacdo utilizada, correspondente a 4,5 Jiem?® de energia); “MB-PDT” (tratamento com o
azul de metileno seguido de irradiagdo). n = 4 experimentos independentes). As
concentracbes do MB escolhidas para a comparagdo foi escolhida para evidenciar as
maximas diferengas entre as células em cada par. Os resultados sdo representados com
médiastEPM.

Este conjunto inicial de resultados mostrou, portanto, que a MB-PDT é
eficiente em induzir a morte de linhagens tumorais de pancreas humanos e que
a susceptibilidade a terapia varia de acordo com os subtipos tumorais
considerados, o que abriu espago para a necessidade de uma investigagdo mais
detalhada acerca de quais fatores estariam contribuindo para determinar as

diferengas nas respostas a MB-PDT observadas inicialmente entre as linhagens.

5.2. Estudo da contribuicdo da intensidade de incorporacao do azul de

metileno para a eficiéncia da MB-PDT sobre linhagens de PDAC humanas
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A fim de determinar se os niveis de incorporacdo do fotossensibilizador
pelas linhagens estariam relacionados direta ou determinantemente com as
diferencas nas respostas das células frente a terapia que foram observadas
inicialmente, foram dosados, por espectrofotometria, os niveis intracelulares do
azul de metileno das quatro linhagens quando submetidas a diferentes tempos
de incubacao com o fotossensibilizador. Para tal, 24h apds o plaqueamento, as
células foram submetidas a incubacdo com uma solucido de 20uM de MB por
diferentes tempos: 1h, 2h, 4h, 6h, 8h e 24h. Ao final de cada um dos tempos de
incubagédo, as células foram lavadas, posteriormente lisadas e o conteudo
intracelular foi quantificado espectrofotometricamente.

Os resultados apresentados na figura 12 indicam que, quando submetidas
a periodos maiores de incubagdo com o fotossensibilizador (24h), as células
MIAPaCa-2 e Panc-1 (menos sensiveis a terapia) apresentam niveis
intracelulares de azul de metileno significativamente maiores do que as
linhagens BxPC-3 e AsPC-1 (mais susceptiveis a MB-PDT). Porém, no contexto
estudado, o ponto de maior interesse € o de 2h, uma vez que corresponde ao
tempo de tratamento com o fotossensibilizador utilizado para as investigacdes
nesse trabalho. Neste ponto, todas as linhagens apresentam niveis
estatisticamente iguais de internalizagéo do fotossensibilizador, excetuando-se a
célula MIAPaCa-2 que apresenta uma concentragdao de MB significativamente
maior. Entretanto, esta linhagem que apresenta a maior incorporagdo neste

tempo de tratamento ndo é a mais sensivel a MB-PDT.
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Figura 12: A concentragéao intracelular do MB nao se relaciona a susceptibilidade
das células a MB-PDT. Porcentagem de incorporacéo de MB pelas células MIAPaCa-2
(azul), AsPC-1 (preto), Panc-1 (vermelho) e BxPC-3 (verde) apos diferentes tempos de
incubacdo com o fotossensibilizador. As células foram incubadas com 20uM de MB por
diferentes tempos e a as porcentagens de incorporagdo foram medidas, por
espectrofotometria, apds 1, 2, 4, 6, 8 e 24 horas. Valores normalizados para o niumero
de células remanescentes na placa apds cada tempo de incubagao. A seta preta indica o
ponto que representa o tempo no qual se procederia a irradiacdo das células (2h). *
p<0.05 versus AsPC-1, Panc-1 e BxPC-3 no tempo de 2h (analise referente ao tempo de
incubacéo utilizado em todos os demais experimentos conduzidos nesse trabalho). n= 3
experimentos independentes. Os resultados sio representados como médiastEPM.

Pelo perfil de incorporagdo do azul de metileno pelas quatro linhagens e
considerando os resultados de viabilidade acima descritos, podemos inferir que
a concentracdo intracelular do fotossensibilizador nao esta atuando
significativamente para determinar as diferengas nos perfis de susceptibilidades
a MB-PDT observados. Dessa forma, a hipotese inicial de que a taxa de
incorporagdo do MB seria um parametro decisivo para as diferentes

susceptibilidades das células a terapia foi descartada.

5.3. Determinagdo da localizacao sub-celular do azul de metileno nas

linhagens de PDAC humanas
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A localizagdo intracelular do fotossensibilizador €& um parametro
extremamente importante e determinante nos processos celulares
desencadeados pela terapia fotodinamica, especialmente no contexto do
tratamento de células de cancer. Assim, considerando-se a importancia desse
fator e sua influéncia na determinacédo da efetividade da PDT para indugéo de
morte de células ou tecidos, levantou-se a hipotese de que um padrio
diferenciado de distribuicdo do MB pelos compartimentos celulares entre as
quatro linhagens estudadas poderia estar influenciando no perfil distinto de
resposta a terapia observados nos ensaios de viabilidade celular.

Para determinar se a localizacdo intracelular do azul de metileno é
diferente entre as células, realizou-se um ensaio no qual as quatro linhagens
foram incubadas, por duas horas, com uma solugdo de 20uM de MB e, em
seguida, foram incubadas com sondas fluorescentes especificas para marcagao
de nucleos, lisossomos e reticulo endoplasmatico (ER) para posterior analise da
distribuicao intracelular do fotossensibilizador, por microscopia confocal.

Na figura 13 estdo apresentadas as imagens obtidas para cada uma das
sondas utilizadas, juntamente com a sobreposicdo dessas imagens e o0s
respectivos graficos com os perfis de emissdo no vermelho (MB), verde (sondas
para reticulo ou lisossomos) e azul (HO, para marcag¢ao dos nucleos) para cada
linhagem. Os resultados evidenciam que a fluorescéncia do azul de metileno co-
localiza com a fluorescéncia da marcagao dos lisossomos para todas as
linhagens celulares analisadas, o que se confirma pelo padrdo das curvas nos

graficos dos perfis de emissdo de cada uma das sodas. Além disso, nas
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linhagens BxPC-3, AsPC-1 e MIAPaCa-2 foi observado baixo grau de co-
localizacdo do MB com o reticulo endoplasmatico, embora em uma proporgao
muito inferior a intensa co-localizagao detectada nos lisossomos. Por outro lado,

nao observou-se co-localizagdo do MB com o nucleo de nenhuma das células.
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Figura 13: Localizagao intracelular do MB nos lisossomos nas células PANC-1, MIAPaCa-
2, AsPC-1 e BxPC-3. A: Fotos da microscopia confocal com a emissdo do MB (vermelho), dos
marcadores de lissosomos, LysoTracker (verde), ou reticulo endoplasmatico, ER-tracker (verde)
e do marcador de nucleo, Hoescht (azul), além da sobreposicao das imagens (regides amarelas)
e perfis dos graficos de emisséo da fluorescéncia verde, vermelho e azul de uma um corte reto
no meio da célula para as células Panc-1 (A e B), MIAPaCa-2 (C e D), AsPC-1 (E e F) e BxPC-3

(G e H); Escala = 20um

A partir desses resultados, ficou comprovada a localizagcado intracelular

majoritariamente lisossomal do azul de metileno para as células MIAPaCa-2,
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Panc-1, BxPC-3 e AsPC-1. Dessa forma, foi descartada a hipotese de que a
localizacdo sub-celular do fotossensibilizador estaria ocorrendo em diferentes
organelas entre as linhagens, ndo sendo este, portanto, um fator decisivo para

as diferengas nas susceptibilidade destas linhagens a MB-PDT.

5.4. Anadlise da expressao basal de proteinas chaves da via de necroptose
em linhagens de PDAC humanas

Os mecanismos moleculares envolvidos na determinagdo dos eventos
celulares desencadeados apdés um determinado tratamento dependem, entre
outros fatores, das caracteristicas moleculares e/ou do estado de expressao
basal de determinadas proteinas pelas células as quais serdo submetidas ao
tratamento. Em estudos prévios conduzidos por nosso grupo de pesquisa acerca
da acdo da MB-PDT em tumores mamarios humanos, mostrou-se que a
apoptose ndo é o mecanismo de morte determinante da citotoxidade
comprovada da terapia sobre esses modelos (SANTOS et al., 2017). Além disso,
resultados preliminares do mesmo estudo apontaram a necroptose como uma
via envolvida nos efeitos citotoxicos da MB-PDT sobre tais células.

Com base no exposto e considerando-se que ha uma controvérsia, na
literatura recente, sobre a capacidade dos modelos de pancreas aqui estudados
em adentrarem pelo processo de morte necroptética, devido a auséncia ou baixa
expressdo de algum dos componentes do complexo molecular denominado
necrossomo, RIPK1, RIPK3 e MLKL, que é fundamental para a completa

execucao desta via (HANNES; AHANGARIAN; FULDA, 2016), foram avaliados,
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por western blotting, os niveis de expressao basais destas proteinas, utilizando-
se extratos proteicos totais obtidos de lisados de células cultivadas em

condigdes otimas de crescimento para as quatro linhagens.
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Figura 14: Diferengas nos niveis proteicos basais de RIPK3 e MLKL entre as linhagens
de PDAC humanas. Analise, por WB, dos niveis basais de expressdo dos componentes da
via de necroptose, RIPK1 (A), RIPK3 (B) e MLKL (C), entre as linhagens MIAPaCa-2, Panc-1,
AsPC-1 e BxPC-3. Acima dos histogramas estdo apresentados os immunoblots
representativos para cada proteina. Os extratos proteicos foram obtidos 48h apds o
plaqueamento de 5x10* células de cada uma das linhagens, que foram mantidas em
condigdes 6timas de crescimento. * p< 0.05 versus Panc-1; # p< 0.05 versus AsPC-1.n >3
experimentos independentes. Os resultados sao representados como médiastEPM.

Na figura 14 estdo apresentados os immunoblots representativos para os
ensaios realizados para todas as linhagens, juntamente com os respectivos
histogramas obtidos pelas razbes entre os valores das densitometrias das
bandas de RIPK1, RIPK3 ou MLKL por a-tubulina (RIPK1/a-tubulina, RIPK3/a-
tubulina e MLKL/o-tubulina, respectivamente). Os resultados obtidos mostram

que os niveis de RIPK1 ndo sdo estatisticamente diferentes entre as quatro
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linhagens avaliadas. Por outro lado, a analise para a expressédo de RIPK3
mostrou que as células AsPC-1 e BxPC-3 apresentam valores de expressio
dessa quinase duas e trés vezes maiores, respectivamente, que as linhagens
MIAPaCa-2 e Panc-1. Esses resultados mostram, a principio, que a necroptose
seria uma via envolvida na citotoxicidade promovida pela MB-PDT, uma vez que
as duas linhagens mais resistentes ao tratamento s&do exatamente aquelas que
apresentam, de partida, niveis significativamente menores dessa quinase que é
de fundamental importancia para a execucdo da via de morte necroptética.
Neste ponto, vale ressaltar que a maquinaria molecular disponibilizada pelas
linhagens no momento em que os efeitos fototoxicos sdo mais significativos
(correspondendo ao tempo de irradiagdo) € decisiva na determinagdo da
intensidade dos danos celulares a serem gerados intracelularmente e,
consequentemente, nos eventos de morte desencadeados pelo processo.

Um segundo resultado interessante dessa parte do estudo e que também
reforca a hipotese de que a necroptose € um mecanismo de morte importante
para os efeitos citotéxicos da MB-PDT sobre linhagens de PDAC humanas € a
acentuada diferenca na expresséo basal de MLKL (ultimo componente desta via
de morte e imprescindivel para o processo de permeabilizacdo da membrana
plasmatica que é desencadeada pela sinalizagdo necroptética) que foi
observada. Neste caso, os resultados indicaram que os niveis basais de MLKL
sdo 4 vezes maiores em AsPC-1 em relacdo a MIAPaCa-2 e Panc-1 e, 5 vezes
maiores em BxPC-3 em relagdo a essas duas linhagens menos susceptiveis a

terapia.
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Este conjunto de resultados mostra, portanto, que para as duas linhagens
de PDAC menos sensiveis aos efeitos citotoxicos da terapia fotodinamica com o
azul de metileno, MIAPaCa-2 e Panc-1, os niveis proteicos de dois dos trés
componentes do necrossomo, RIPK3 e MLKL, s&o significativamente menores
que os detectados nas linhagens mais responsivas a terapia, AsPC-1 e BxPC-3.
Este resultado permite estabelecer uma relagao entre capacidade de executar a
via de necroptose e os efeitos de morte observados apos o tratamentos dessas
células com a MB-PDT. De posse dessas informacbdes, observou-se a
necessidade de uma investigacdo mais aprofundada, onde fosse possivel
avaliar, de forma mais direta, o peso dessa via de morte celular para os efeitos
da terapia sobre esses modelos. Dessa forma, o passo seguinte foi avaliar a
contribuicdo da via de necroptose para a citotoxicidade da MB-PDT sobre as

linhagens de PDAC.

5.5. Contribuicao da via de necroptose para a citotoxicidade da MB-PDT
sobre linhagens de PDAC humanas

Apos a constatagdo de que os niveis proteicos basais de MLKL e RIK3

estdo diminuidos nas linhagens menos sensiveis a MB-PDT, foi conduzida uma
série de experimentos a fim de identificar, de forma mais direta, a participagao
da necroptose nos efeitos citotdoxicos observados apos o tratamento com a
fototerapia. Para isso, utilizamos duas abordagens: identificar se o tratamento
com a MB-PDT induz o aumento da fosforilagdo de MLKL, que € um importante

parametro indicativo de ativacdo da sinalizagcdo de morte necroptdtica
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(resultados que serdo apresentados mais adiante neste item), e avaliar os
efeitos de um pré-tratamento das células com inibidores farmacologicos desta
via, necrostatina-1 (Nec-1, inibidor da RIPK1) ou necrossulfonamida (NSA,
inibidor da fosforilagdo de MLKL), na resposta das células frente ao tratamento
com MB-PDT. Assim, foi conduzida uma cinética, na qual avaliaram-se os
efeitos da MB-PDT 1, 3 e 24h ap6s um pré-tratamento, ou nido, das células com
duas concentragdes de cada um dos inibidores (5 ou 10uM de NSA; 10 ou 20uM
de Nec-1).

Como indicado na figura 15 (A, B, C e D), o pré-tratamento das células
AsPC-1 com os inibidores da necroptose, em todas as concentragdes utilizadas,
levou a uma diminuig&o significativa da porcentagem de morte obtida 24h apoés a
terapia. Interessantemente, essa porcentagem de morte observada as 24h poés-
MB-PDT precedida pela inibicdo da necroptose esta numericamente proxima
aos valores maximos de morte que foram anteriormente mostradas nesse
trabalho para as células que apresentam baixa expressao de RIPK3 e MLKL,
Panc-1 e MIAPaCa-2, quando submetidas ao protocolo padrdo da terapia (sem
inibicdo). Este fenbmeno poderia ser um indicativo de que outras vias de morte
estdo sendo ativadas apds a PDT e que, uma vez estando a necroptose inibida,
nas linhagens competentes para executa-la, seriam as responsaveis pela morte

remanescente apds o tratamento das células.
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Figura 15: A inibicao da via de Necroptose reduz a efetividade da MB-PDT
sobre as linhagens de PDAC humanas que nao apresentam limitagdes na
expressdo de componentes da via. Graficos das porcentagens de morte obtidas
1, 3 e 24h apos o tratamento das células AsPC-1 (A - D), BxPC-3 (E - H), Panc-1
(I-L)e MIAPaCa-2 (M - P) com a PDT com 20pM de MB e co-tratamento, ou néo,
com inibidores farmacoldgicos da via de necroptose, NSA (5 ou 10uM) ou Nec-1
(10 ou 20uM) em relagcdo aos controles de maxima viabilidade (“Ctrl”) ou de
citotoxicidade do azul de metileno no escuro (“MB”). Colunas marcadas com * p<
0,05 versus MB-PDT no respectivo tempo de tratamento. n= 3 experimentos
independentes. Os resultados sdo representados como médiastEPM.

Para a linhagem BxPC-3 (E, F G e H, figura 15), a comparagao entre as
cinéticas de morte obtida po6s-MB-PDT ou pés-MB-PDT precedida pelo
tratamento com os inibidores indica que a inibicdo da via de necroptose, nos
dois pontos distintos (Nec-1 inibindo RIPK1, no inicio da via, e NSA atuando na
inibicdo de MLKL, na etapa final), diminuiu os efeitos de indugdo de morte
desencadeados pela terapia, como fica evidenciado pela diferenga na
porcentagem de morte observada 3h apds o tratamento, onde as células pré-
tratadas com os inibidores ficam mais resistentes aos efeitos da fototerapia.
Entretanto, num periodo de tempo maior, os efeitos citotdxicos da terapia sao
iguais independentemente da presenca dos inibidores. Estes resultados
mostram que a inibigdo da necroptose foi capaz de retardar os efeitos citotdéxicos
globais da MB-PDT sobre essa linhagem, o que também € uma confirmacgao da
importante contribuicdo desta via de morte para a eficiéncia da terapia.

Por meio da abordagem de inibicdo da via de morte necroptdtica, ndo se
esperava, hipoteticamente, que houvesse uma mudanga significativa no
comportamento de resposta a terapia pelas células MIAPaCa-2 e Panc-1, visto
que essas linhagens apresentam uma limitagdo molecular para a execugao

dessa via. De fato, n&o foram observadas mudangas estatisticamente
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significativas na sensibilidade das células entre os tratamentos com a MB-PDT
com e sem a inibigdo da via, como mostrado na figura 15 (I a P).

A fim de fornecer maior robustez a essas constatag¢des iniciais de que a
necroptose € importante para a efetividade da MB-PDT, foi avaliado, por western
blotting, se a terapia estaria induzindo o aumento da fosforilagdo de MLKL, um
parametro importante na determinacdo da ativacdo dessa via. Para esse
conjunto de experimentos, utilizaram-se duas das quatro linhagens aqui
estudadas: MIPaCa-2 e AsPC-1. Vale ressaltar que esse conjunto de células
contempla os dois perfis de resposta a terapia que vém sendo observados ao
longo desse estudo: MIAPaCa-2 apresentando baixa susceptibilidade a MB-PDT
e sem mudanca no perfil de resposta frente a inibicdo da necroptose e, AsPC-1,
com alta susceptibilidade ao tratamento, mas passiva de uma mudanga para um
perfil mais resistente a terapia apds o uso dos inibidores Nec-1 e NSA.

Como mostrado na figura 16 (A), para a célula MIAPaCa-2 os niveis de
fosforilagdo de MLKL ndo se alteram apés a MB-PDT em nenhum dos trés
pontos da cinética considerada, 1, 3 ou 24h pds-irradiacido, o que esta de acordo
com os resultados anteriormente apresentados. Além disso, também
corroborando os resultados obtidos nos itens anteriores, especialmente quando
se considera a cinética de morte observada nesses tempos, a fosforilagdo de
MLKL esta aumentada 24h apods o tratamento com a MB-PDT sobre a linhagem
AsPC-1 (figura 16B).

O conjunto de dados apresentados nesse item, em concordancia com o

que foi observado nas etapas anteriores deste trabalho, confirma a participagao
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da necroptose nos efeitos citotoxicos desencadeados apds o tratamento com a

MB-PDT sobre linhagens de PDAC humanas, sendo esta uma via decisiva para

a eficiéncia da terapia, sobretudo sobre as células que nao apresentam

deficiéncia na expressao de proteinas componentes dessa via de sinalizacao de

morte celular.
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Figura 16: MB-PDT induz o aumento da fosforilagdo de MLKL nas linhagens que néo
apresentam deficiéncia para execugdo da via de necroptose. Analise, por WB, dos niveis
de fosforilagdo de MLKL apés a MB-PDT. WB representativos para pMLKL, MLKL e tubulina e
os histogramas obtidos pela razao entre os valores densitometrados de pMLKL e MLKL apoés
a MB-PDT para as células MIAPaCa-2 (A) e AsPC-1 (B). Os extratos proteicos foram obtidos
1, 3 ou 24h apds a PDT. * p< 0.05 versus Ctrl. n=23 experimentos independentes. Os
resultados sdo representados como médiastEPM. “Ctrl” (meio e condi¢cdes normais de
crescimento); “MB” (20uM de azul de metileno e auséncia de irradiagéo); “MB-PDT” (20uM de
MB e irradiagédo com 4,5 Jicm? de energia, tempo de irradiagdo: 6 min).

Influéncia do protocolo de irradiagao na eficiéncia da MB-PDT sobre

células de PDAC humanas
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A eficiéncia da terapia fotodinamica depende de fatores que variam desde
o tipo celular tratado e os parametros relacionados com o fotossensibilizador, até
o protocolo de irradiagdo adotado (SEGUCHI et al., 2002; BORLE et al., 2003).
Considerando-se essa dindmica de fatores que podem influenciar na viabilidade
das células submetidas ao tratamento com a PDT, na etapa seguinte deste
trabalho foi realizada uma cinética para determinar a viabilidade das células de
tumores de pancreas humanos 1, 3 e 24h apés a MB-PDT, utilizando-se a
concentracdo de 20uM do azul de metileno e alterando-se o tempo de irradiagao
de 6 para 16min. E importante ressaltar que a dose de energia de 4,5J/cm?, no
entanto, ndo foi alterada, ou seja, as células foram irradiadas com a mesma
quantidade de energia, apenas distribuida por um periodo de tempo mais
prolongado. Os resultados da cinética de morte obtida para as quatro linhagens

estdo apresentados na figura 17.
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Figura 17: Cinética de viabilidade das células de PDAC humanas submetidas ao
tratamento com a MB-PDT com 16 minutos de irradiagao. Graficos da cinética de
viabilidade obtidos 1, 3 e 24h pds-tratamento com a MB-PDT (20uM) utilizando um protocolo
de 16 minutos (16’) de irradiagdo (totalizando 4,5 J/cm” de energia) sobre as linhagens
MIAPaCa-2 (A), Panc-1 (B), AsPC-1 (C) e BxPC-3 (D); * p < 0,05 versus “ctrl’; # p < 0,05
versus “1h”; & p < 0,05 versus “3h”. n23 experimentos independentes. Os resultados séo
representados como médiastEPM.

A cinética representada nos histogramas da figura 17 (A, B, C e D) mostra
que ha um aumento na porcentagem de morte das quatro linhagens apds a MB-
PDT, que é gradualmente aumentada com o passar do tempo. E importante
destacar que a principal e promissora diferenca observada com a mudanca no
protocolo de irradiacdo esta bem evidenciada para aquelas células que
apresentaram menor expressao de RIPK3 e MLKL e sdo menos sensiveis a

terapia nos termos do protocolo inicial aqui utilizado, MIAPaCa-2 e Panc-1, que
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tornaram-se mais vulneraveis aos efeitos citotdéxicos da terapia com o aumento

do tempo de irradiagéo.
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Figura 18: O aumento do tempo de irradiagdo melhora a eficiéncia da MB-PDT em
induzir a morte das linhagens de PDAC humanas que apresentam limitagées para
execugdo da via de necroptose. Graficos comparativos entre as porcentagens de morte
obtidas 24h pés-tratamento com a MB-PDT (20uM), seguindo dois protocolos distintos: 4,5
Jicm? de energia distribuidos em 6min ou 16min de irradiagdo com os respectivos controles,
sobre as linhagens MIAPaCa-2 (A), Panc-1 (B), AsPC-1 (C) e BxPC-3 (D). n=3 experimentos
independentes. A demarcagdo em vermelho indica a diferenga na porcentagem de morte
para cada par de células comparado. Os resultados sdo representados como médiastEPM.
*: p<0.05 versus controle; # p<0.05 versus PDT 6min.

O aumento da eficiéncia da MB-PDT em induzir a morte das células mais
resistentes fica ainda mais evidente quando se comparam as porcentagens
maximas de morte obtidas as 24h pods-terapia com os dois protocolos de

irradiagdo. Os indices de morte para as linhagens MIAPaCa-2 (Figura 18A) e
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Panc-1 (Figura 18B) aumentaram em 384% e 240%, respectivamente, com o
protocolo de 16min de irradiacdo em relagdo ao tratamento com 6min. Para as
células AsPC-1 e BxPC-3, linhagens mais sensiveis ao tratamento ja com 6min
de irradiagéo, entretanto, ndo foram observadas diferencas significativas nas
susceptibilidade a terapia com o aumento do tempo de exposicdo das células a
luz (Figura 18C e D, respectivamente).

Apos a constatacdo de que o aumento do tempo de irradiagado nao altera a
morte das linhagens mais sensiveis, AsPC-1 e BxPC-3, mas induz um aumento
na sensibilidade, elevando significativamente a morte de MIAPaCa-2 e Panc-1, a
patamares semelhantes aos das duas linhagens mais sensiveis a MB-PDT com
6min de irradiacdo, e considerando-se que com o protocolo de irradiacédo de
6min houve um aumento da fosforilagdo de MLKL, apenas em AsPC-1, mas nao
em MIAPaCa-2, foram executados novos experimentos de WB. Dessa forma,
estariamos avaliando se a morte desencadeada pelo aumento do tempo de
irradiacdo sobre as células MIAPaCa-2 estaria sendo acompanhada pelo
aumento da forma fosforilada de MLKL e, portanto, devida a ativacdo da
necroptose.

Resultados preliminares indicam que os niveis de fosforilagdo de MLKL,
apos a PDT com 16min de irradiagdo, seguem um padrdo semelhante ao que foi
visto com o protocolo de 6min para as linhagens MIAPaCa-2 e AsPC-1. Ou seja,
enquanto ha um aumento da forma fosforilada da proteina apés a MB-PDT nas
células AsPC-1 (Figura 19B), para a linhagem MIAPaCa-2 ndo s&o detectados

aumento nos niveis dessa proteina (Figura 19A). Portanto, embora tenham sido
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observados altos indices de morte dessas células, acima de 90%, apds o
tratamento na condicdo de maior tempo de irradiagao, ndo houve aumento de
fosforilacdo de MLKL, o que indica que, provavelmente, a necroptose nao ¢é a via
responsavel por esta alta citotoxicidade nesta linhagem, e que outras vias de
sinalizagdo de morte celular estdo sendo ativadas pela MB-PDT nesta nova
condigédo.

E importante ressaltar que apds 24h de tratamento, a porcentagem de
células mortas foi significativamente alto e, portanto, o numero de células
remanescente nos pogos de tratamento estava muito abaixo das quantidades
dos controles ou tempos menores (1 e 3h pos tratamento), o que se refletiu na
diferenca da quantidade de proteinas aplicada. Porém, as comparagoes foram

feitas em relagao aos valores totais de MLKL em cada tratamento.
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Figura 19: Perfil de fosforilagdo de MLKL em linhagens de PDAC humanas apés a
MB-PDT com 16 minutos de irradiagao. Resultados preliminares da analise, por WB,
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dos niveis de fosforilagdo de MLKL apoés a MB-PDT. Immunoblots representativos para
pMLKL, MLKL e tubulina e os histogramas obtidos pela raz&o entre os valores
densitometrados de pMLKL e MLKL para as células MIAPaCa-2 (A) e AsPC-1 (B)
submetidas ao tratamento com a MB-PDT (16’ de irradiagdo). Os extratos proteicos
foram obtidos 1, 3 ou 24h ap6s a PDT. n= 1 experimento. “CtrlI” (meio e condi¢cbes
normais de crescimento); “MB” (20uM de azul de metileno e auséncia de irradiagéo);
“MB-PDT” (20uM de MB e irradiagdo com 4,5 Jiem?® de energia, distribuidos em 16 min).

Esse conjunto de dados permite concluir que pequenas variagdes no
protocolo de irradiagdo podem induzir mudangas significativas no grau de
citotoxicidade gerado nas células, podendo transpor a barreira de resisténcia
que as linhagens menos sensiveis oferecem a terapia nos tempos mais curtos
de irradiagdo. Este aumento no potencial de indugdo de morte da MB-PDT
resultante do aumento do tempo de exposicao das células a luz durante o
tratamento pode estar relacionado a ativagdo de vias de morte celular
alternativas aquelas para as quais as linhagens mais resistentes apresentem
deficiéncia na expressao de proteinas envolvidas na via de sinalizacao.

Considerando-se esta hipdtese, iniciou-se uma investigagdo acerca do
potencial de geracdo de estresse oxidativo nas células pela MB-PDT a partir de
cada um dos protocolos de irradiagdo, além de um estudo para a determinagao
dos niveis celulares de glutationa reduzida (GSH) apds o tratamento utilizando-
se os dois protocolos, como parametro indicativo da habilidade das células em
lidar com um eventual aumento nos niveis de espécies oxidantes. Estes dois
fatores sao determinantes para desencadear um outro tipo de morte celular
necroética regulada recentemente descrita e que difere mecanisticamente da

necroptose, denominado ferroptose (DIXON et al., 2012).
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5.7. Variagao nos niveis de estresse oxidativo gerado apés a MB-PDT com
diferentes protocolos de irradiacao sobre linhagens de PDAC humanas
Uma vez constatadas as diferencas no comportamento de morte que uma
mesma célula pode apresentar em resposta aos diferentes protocolos de
irradiagcdo, avaliou-se se haveria alguma diferenga entre os niveis de espécies
reativas gerados apos os dois tempos de irradiagcdo que pudesse explicar, ao
menos em parte, as diferengas nas susceptibilidades observadas. Para o
conjunto de experimentos dessa etapa utilizou-se a linhagem MIAPaCa-2, uma
vez que ela apresentou a maior discrepancia nas porcentagens de morte 24h
poOs-terapia entre os dois protocolos. Na figura 20, estdo apresentados os
dados de fluorescéncia de DCF (A), que se relaciona ao nivel de estresse

oxidativo intracelular, e a viabilidade (B) apds o tratamento da célula avaliada.
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Figura 20: Estresse oxidativo e citotoxicidade apés MB-PDT podem variar de acordo com
o protocolo de irradiagédo. Graficos de intensidade de fluorescéncia de DCF obtidos apds 24
horas de MB-PDT sobre a célula MIAPaCa-2 com os protocolos de 6 minutos (6’) ou 16 minutos
(16’) de irradiacéo (A). Viabilidade celular apos o tratamento de MB-PDT com os protocolos de 6
minutos (6’) ou 16 minutos (16’) de irradiacéo (B). (n=2 experimentos independentes contendo 12
replicatas experimentais) * p<0.05 versus controle; # p<0.05 versus “MB-PDT 6. Os resultados
sdo representados como meédiastEPM. As viabilidades foram realizadas pelo método do cristal
violeta imediatamente apds as medidas de fluorescéncia do DCF. H,0, foi usado como controle
positivo para detecgdo de DCF.
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Em concordancia com os perfis de diminuigdo na viabilidade celular
gerados pelos dois protocolos para a célula MIAPaCa-2 (menor viabilidade
celular com 16 minutos de irradiagc&o), verificou-se que os niveis de estresse
oxidativo intracelular gerados com o protocolo de 16 minutos sé&o
significativamente maiores que o estresse oxidativo resultante da PDT com 6
minutos de irradiagao sobre este modelo.

Com base nesses resultados, conclui-se que o aumento no tempo de
irradiagéo, de 6 para 16 minutos, induz uma maior geragao de espécies reativas
que culmina numa menor viabilidade das células tratadas. Interessantemente, a
MB-PDT com o protocolo de 16min de irradiagdo foi capaz de gerar um estresse
oxidativo significativamente maior do que o tratamento das células com perdxido
de hidrogénio (usado como controle positivo para indugdo de desbalango
oxidativo), o que evidencia o potencial da terapia nessas condi¢ées em interferir
na homeostase redox celular e, consequentemente, aumenta sua eficiéncia em

disparar vias de morte celular.

5.8. Avaliagao da capacidade antioxidante das linhagens de PDAC apés o
tratamento com a MB-PDT com diferentes protocolos de irradiagao

Apos a comprovacdo de que os diferentes protocolos de irradiagao

induzem a geracéo de niveis diferentes de estresse oxidativo sobre a linhagem

MIAPaCa-2, correlacionando-se com os indices de morte dessa célula quando

submetida a terapia com as duas abordagens de irradiagdo, o passo seguinte,
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para finalizar as investigagcbes propostas nesse trabalho, foi avaliar os niveis de
glutationa reduzida (GSH) nas linhagens MIAPaCa-2 e Panc-1 apés a MB-PDT
com 6 ou 16 minutos de tratamento com a luz, visto que elas foram as duas
linhagens que apresentaram susceptibilidades variaveis dependendo do
protocolo de irradiagéo.

Apoés o tratamento com a MB-PDT com 6 minutos de irradiagédo, os niveis
de GSH nas células MIAPaCa-2 tratadas n&o diferenciaram-se dos valores
obtidos para as condi¢gdes controle (Figura 20A). Em contrapartida, apds a
terapia com 16 minutos, os niveis da forma reduzida da glutationa diminuiram
significativamente em relagdo aos controles nessa linhagem. Estes dados
mostram que o aumento do tempo de irradiagdo gera um quadro de diminuigdo
da GSH disponivel, provavelmente devido ao seu consumo pelos mecanismos
de neutralizacdo do estresse oxidativo aumentado por essa condicdo de
irradiagéo prolongada.

De forma semelhante, os niveis de GSH diminuiram gradualmente com o
aumento do tempo de irradiacdo também nas células Panc-1 (Figura 20B). Este
conjunto de dados esta de acordo com os comportamentos de sensibilidade a
terapia que vém sendo observados desde as etapas iniciais desse estudo. A
partir deles pode-se elaborar a hipétese de que a via de ferroptose poderia estar
envolvida na citotoxicidade da MB-PDT, especialmente sobre esses modelos
resistentes a necroptose. Cabe salientar que este mecanismo de necrose

regulada esta associada a diminuicdo dos niveis de GSH, que implica em
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diminuicdo da atividade da enzima GPX4 (glutathione peroxidase 4)(DIXON et

al., 2012).
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Figura 21: O aumento no tempo de irradiagdo diminui os niveis de GSH intracelular
em linhagens de PDAC. Quantificagdo intracelular de glutationa reduzida, GSH, em
MIAPaCa-2 (A) e Panc-1 (B); n=4 experimentos independentes para MIAPaCa-2 e
n=2 para Panc-1; * p<0.05 versus Ctrl" # p<0.05 versus MB-PDT 6’ no histograma
para a linhagem Panc-1. Os resultados sdo representados como médias+EPM.
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6. DISCUSSAO

O conjunto de resultados obtidos no presente trabalho mostrou que a terapia
fotodindmica com o azul de metileno como fotossensibilizador € eficiente em induzir
a morte de diferentes linhagens de PDAC humanas, sendo a necroptose uma
importante via, embora ndo a Unica, responsavel pelos efeitos citotoxicos da terapia.
Mostrou-se ainda que a eficiéncia do tratamento com a MB-PDT depende do
protocolo de irradiagdo utilizado, sendo aqueles com tempos maiores de irradiagcao
associados a maior eficacia do tratamento sobre as células mais resistentes.

Os resultados de alta citotoxicidade da MB-PDT sobre as quatro linhagens aqui
estudadas sao altamente promissores. A relevancia destes resultados evidencia-se,
por exemplo, quando se considera o atual cenario de tratamentos disponiveis para o
PDAC. Atualmente, o tratamento do cancer de pancreas varia de acordo com o
quadro clinico do paciente, sendo que a principal abordagem utilizada € o uso da
gencitabina como adjuvante a cirurgia ressectiva para os pacientes operaveis. Para
os tumores localmente avangados ou metastaticos, a estratégia terapéutica utilizada
inclui o regime de tratamento com leucovorino/fluoroacil/irinotecano/oxaliplatina
(FOLFIRINOX) ou, mais recentemente, a combinacdo de gencitabina com o
paclitaxel nanoparticulado albuminado (nab-paclitaxel) (VITA et al.,, 2016; KIM,
2017). O uso de qualquer uma dessas combinagdes de farmacos, entretanto,
apresenta inumeras desvantagens e limitacbes terapéuticas. Por exemplo, 0 uso
adjuvante da gencitabina oferece um incremento muito modesto na taxa de

sobrevida global dos pacientes inferior a 7 meses (UENO et al., 2009; HOFF et al.,
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2013). Aleém disso, tem sido reportado que o uso desses farmacos desencadeia uma
série de efeitos adversos, como neutropenia, trombocitopenia, anemia, vomito, e
diarreia (VITA et al., 2016), que contribuem para limitar ainda mais a qualidade de
vida dos pacientes (CONROY et al., 2011). O mesmo se observa para o tratamento
com a combinagao da gencitabina e nab-paclitaxel que, embora indique um aumento
um pouco mais relevante na sobrevida global dos pacientes, para aproximadamente
9 meses, pode acarretar o aparecimento de efeitos colaterais como neutropenia,
astenia e neuropatias (HOFF et al., 2013).

Uma questdo central e que merece consideracdo no contexto da discussao
aqui levantada, diz respeito a efetividade in vitro observada durante a utilizagdo dos
farmacos atualmente empregados no tratamento do PDAC, sobre as quatro
linhagens utilizadas na presente investigagdo. Esta € uma importante observagao a
ser feita uma vez que os testes in vitro representam uma etapa fundamental e que
precede os estudos in vivo e posterior implementacio clinica de qualquer terapia.
Awasthi et al (2013) mostraram, por exemplo, que uma concentragdo de 10uM de
gencitabina tem um efeito de inibigdo na proliferacdo de AsPC-1, BxPC-3, MIAPaCa-
2 e Panc-1 de apenas 32, 74, 80 e 46%, respectivamente. Neste mesmo estudo, os
pesquisadores mostraram que a combinagdo de gencitabina e nab-paclitaxel inibe a
proliferacdo em 56, 80, 79 e 63% para AsPC-1, BxPC-3, MIAPaCa-2 e Panc-1,
respectivamente (AWASTHI et al., 2013), sendo todos estes valores inferiores as
porcentagens maximas de morte obtidas com a MB-PDT no presente trabalho (a

lembrar: acima de 70% para AsPC-1; 91% para BxPC-3; 93% para MIAPaCa-2; e
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70% para Panc-1). Esta comparagao ja evidencia, por si so, o potencial da MB-PDT
como tratamento para este tipo de tumor.

Além disso, tem sido reportado que a continua exposi¢ado a gencitabina acaba
selecionando, por meio de mecanismos epigenéticos, uma subpopulagdo de células
MIAPaCa-2 resistentes ao tratamento, adquirindo um fendétipo mais invasivo. Este
fendmeno sugere, portanto, que a pressdo de selegdo mediada pelo uso da
gencitabina sobre essas células resistentes pode aumentar o potencial metastatico
dos tumores (SAMULITIS et al., 2015). Em outro estudo conduzido por Arumugam et
al. (2009) foi mostrado que apenas BxPC-3 apresentou sensibilidade ao tratamento
com os farmacos gencitabina, 5-fluoroacil ou cisplatina, enquanto AsPC-1, Panc-1 e
MIAPaCa-2 apresentaram resisténcia aos trés quimioterapicos. Os autores
mostraram, ainda, que essa resisténcia esta relacionada a um perfil de EMT
(epithelial-mesenchymal transition) bem caracterizado das células resistentes, uma
vez que foi observada uma expressao diferencial de genes envolvidos neste
processo, especialmente uma correlacdo inversa entre E-caderina e Zeb-1
(supressor transcricional de E-caderina) nessas linhagens (ARUMUGAM et al.,
2009). Dessa forma, os resultados de indugdo massiva de morte in vitro pela MB-
PDT que apresentamos neste trabalho tornam evidentes a importancia da terapia
fotodindmica no campo das investigagbes para o desenvolvimento de novas
alternativas de tratamentos mais eficazes para os tumores de pancreas, uma vez
que os atuais farmacos utilizados na clinica apresentam desempenho inferior a MB-

PDT sobre varios modelos de PDAC.
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A alta citotoxicidade da terapia sobre as linhagens tumorais de péancreas
destaca-se positivamente também quando comparada a agao citotoxica da PDT com
outros fotossensibilizadores. A titulo de exemplificacdo, em estudo conduzido por
Atchison et al (2017) n&o foi observada redugdo na viabilidade das células
MIAPaCa-2 e BxPC-3 utilizando a indocianina verde (ICG) como Ps. No mesmo
estudo, os autores avaliaram também a eficiéncia fotodinamica de mais dois
compostos derivados do IR-783 (um composto da familia das cianinas),
denominados “6a” e “6b”. Eles obtiveram uma reducdo maxima de 90% na
viabilidade de MIAPaCa-2 com 50uM de Ps (ATCHISON et al., 2017). Embora esses
resultados indiqguem um valor de queda na viabilidade dessas células que se
assemelham a porcentagem maxima de morte obtida no presente estudo (93%) para
esta linhagem, cabe ressaltar que a concentragdo de Ps utilizada pelos autores para
obter o maximo de eficiéncia é quase duas vezes mais elevada que a concentragao
de MB aqui utilizada (20uM). Nossos resultados mostram que a PDT com o MB é
mais eficiente do que os fotossensibilizadores testados no estudo citado e que a
estratégia aqui apresentada, em termos de concentragao do Ps, diminuiria também a
probabilidade de toxicidade ao tecido normal. No que se refere a célula BxPC-3, os
autores observaram uma redugao de apenas 60% em sua viabilidade (com a mesma
concentragédo: 50uM dos Ps) (ATCHISON et al., 2017), valor bastante inferior aos
91% de morte aqui obtidos com 20uM de MB na MB-PDT para a mesma linhagem.
Em conjunto, essas analises comparativas reforcam a ideia de que a MB-PDT é
mais efetiva em induzir a morte de linhagens de PDAC tanto comparando-se seus

efeitos com outros fotossensibilizadores, como em relagéo a performances in vitro de
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quimioterapicos ja utilizados na clinica, sendo uma promissora linha de investigagéo
gue pode apresentar-se como uma alternativa para o tratamento dessa doenca.

Adicionalmente, cabe ressaltar que a metodologia utilizada na maioria dos
trabalhos para avaliar a efetividade dos farmacos ou tratamentos sobre células
tumorais, baseia-se em ensaios colorimétricos, que exploram mudangas metabdlicas
celulares obtidas em um determinado tempo apds o tratamento. Estes ensaios
permitem apenas inferir eventos de queda na viabilidade celular (MENYHART et al.,
2016), mas nao oferecem informag¢des que confirmem a morte das células, uma vez
que para isso €é necessario correlacionar diferengas nos marcadores de
citotoxicidade (alteragbées funcionais), parametros de alteragbées morfologicas das
células ao longo do tempo e variagbes de marcadores de sinalizagdo de morte
(aspectos bioquimicos) (CUMMINGS; WILLS; SCHNEELLMANN, 2004; GALLUZZI
et al., 2018). Especialmente no contexto da plasticidade de uma doenga de
complexa biologia, como é o cancer (HANAHAN; WEINBERG, 2011), garantir que
uma terapia é eficiente em induzir morte e ndo apenas alterar temporariamente a
atividade metabdlica das células tumorais € de vital importancia para potencializar as
possibilidades de sucesso no tratamento.

Ainda no ambito da citotoxicidade da MB-PDT, inicialmente neste trabalho
foram observados dois perfis de susceptibilidade a terapia entre as quatro linhagens
celulares. Variagdes nos resultados da PDT podem ser consequéncias de fatores
associados com as propriedades quimicas e farmacocinéticas do Ps, sua
incorporagdo, concentragdo e localizagdo intracelular, além de diferencas

genotipicas e fenotipicas dos tumores (BROEKGAARDEN et al., 2015). Como ja
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estabelecido na literatura, dependendo da concentracdo e das propriedades do
solvente onde se encontra, o azul de metileno pode agregar-se, formando dimeros.
Nesta configuragdo dimérica, este composto n&o absorve luz eficientemente no
comprimento de onda do vermelho, o que implica em diminuicdo do rendimento
quantico de formagdo de oxigénio singlete, que é a principal espécie reativa
resultante da excitagcdo do MB na sua forma monomérica (TARDIVO et al., 2005;
FRANCISCO et al.,, 2017). Além disso, ja foi demonstrado que injegdes de 2%
(63mM) de MB induz a formagao de dimeros em células de tumores de pele in vivo.
Ja em solugdo aquosa, numa concentracdo de até 20uM, apenas a forma
monomerica do MB é detectada (TARDIVO et al., 2005). Atentos a esta propriedade
do MB, neste trabalho utilizamos valores de até 20uM para garantir uma boa
eficiéncia fotodinamica.

Uma vez que a quantidade de Ps incorporada pelas células esta diretamente
associada ao dano gerado pela PDT, neste trabalho foi avaliada a capacidade de
incorporagdo do MB pelas quatro linhagens, a fim de determinar uma possivel
associacdo entre este parame3tro e as diferencas nas susceptibilidades. Os
resultados apresentados, entretanto, mostraram que a quantidade de MB
incorporada nao é o fator que determina a diferenca de morte induzida pela MB-PDT
nas diferentes linhagens. Isto fica comprovado, uma vez que a célula que se
mostrou menos sensivel ao tratamento (MIAPaCa-2 no protocolo de 6 minutos de
irradiagédo) apresentou a maior taxa de incorporagcédo do MB.

Um outro fator importante na determinagdo da efetividade e da extensdo dos

danos desencadeados pela PDT é o desbalanco no estado redox das células para
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um carater mais oxidativo, que leva a oxidacdo de biomoléculas. Este evento
danifica as membranas biolégicas e compromete o funcionamento de organelas,
ativando vias especificas de morte celular (CHERNYAK et al., 2006; BACELLAR et
al., 2015; ITO; MATSUI, 2016). Uma vez que a meia-vida das espécies reativas
formadas é muito curta, o compartimento sub-celular de concentracdo do
fotossensibilizador € um importante indicativo sobre quais vias de morte podem estar
sendo desencadeada apos a terapia (BACELLAR et al., 2015). Neste sentido, muitos
trabalhos na literatura associam a localizacdo sub-celular do PS com a ativacédo de
vias especificas de morte. Por exemplo, Hsieh et al (2003) reportaram que a PDT
com a Photofrin® como fotossensibilizador ativou vias de morte com fendtipos e
marcadores moleculares apoptoéticos ou necroticos dependendo da localizagao
intracelular do Ps. Os autores demonstraram que dependendo do protocolo de
incubagdo, o composto pode estar associado a membrana plasmatica ou ser
transportado para compartimentos internos, como o complexo de golgi (HSIEH et al.,
2003). Além disso, tem sido reportado que o Foscan® se concentra no ER de
células de carcinoma mamario, MCF-7, apds 24h de incubacéao, e que a PDT nessas
condicbes induz uma destruicdo fotoquimica da proteina anti-apoptética Bcl-2
presente nesta organela e culmina com a morte celular por apoptose, por meio da
ativacdo das caspases 6 e 7 (MARCHAL et al., 2007). Dessa forma, determinar a
localizagao intracelular do MB nas linhagens de PDAC poderia fornecer informagdes
relevantes tanto para o entendimento dos efeitos da terapia sobre esses modelos

quanto para explicar as diferengas nas suas susceptibilidades.
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Os dados da microscopia confocal apresentados neste trabalho mostram que
apo6s duas horas de incubagdo, o azul de metileno se concentra preferencialmente
nos lisossomos das quatro linhagens. Porém, apesar de uma clara localizagdo nos
lisossomos, ndo podemos descartar a co-localizagcdo desse fotossensibilizador com
o reticulo endoplasmatico das linhagens de PDAC, possivelmente em menores
proporgdes. A integridade das membranas celulares é outro ponto critico na
manutengdo da homeostase e vida das células. De uma maneira organelo-
dependente, os danos a estas estruturas que delimitam compartimentos especificos
encarregados de executar fungdes bem definidas no interior das células podem
disparar diferentes vias de morte celular. A localizagao intracelular lisossomal do MB
também foi reportada em outros modelos e tem sido relacionada a indugao de vias
de necrose regulada (OLIVEIRA et al., 2011; SANTOS et al., 2017). De uma forma
geral, com os dados que temos até o momento podemos concluir que existe um
padrao semelhante de localizacdo do Ps nas diferentes células, o que ¢ um forte
indicativo de que o dano oxidativo esta sendo gerado em locais semelhantes nas
células e que, provavelmente, as vias de morte ativadas podem ser as mesmas.

Dois dos processos bem definidos durante a transformacdo maligna das
células de cancer sao a aquisicdo de mecanismos de resisténcia a vias de morte e a
ativacdo constitutiva de sinalizagdo pro-sobrevivéncia (HANAHAN; WEINBERG,
2011). Assim, o desenvolvimento de terapias anti-cancer precisa contemplar o
estudo sobre quais processos estdo envolvidos na acéo terapéutica e quais as vias
de morte responsaveis pela citotoxicidade do tratamento. Assim sendo, € de

fundamental importancia considerar a influéncia das variagdes bioquimicas e
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moleculares entre os diferentes modelos celulares quando se estudam os efeitos da
PDT. Hannes et al (2016) mostraram, em um estudo sobre a regulagdo da via de
necroptose em tumores pancreaticos, que as linhagens AsPC-1, Panc-1, BxPC-3 e
MIAPaCa-2 expressam, nas suas respectivas condigdes normais de crescimento,
quase todos os componentes proteicos ja descritos na via da necroptose. A excegéo
esta na proteina RIPK3, ndo identificada por estes autores nas linhagens MIAPaCa-
2 e Panc-1 (HANNES; AHANGARIAN; FULDA, 2016). Interessantemente, estas
duas linhagens deficientes na expressédo de RIPK3 apresentaram maior resisténcia a
morte celular induzida pela MB-PDT com o protocolo de 6 minutos de irradiagao.

Nossos resultados comprovaram que as quatro linhagens expressam niveis
semelhantes de RIPK1 e confirmaram a expressdo deficiente de RIPK3 em
MIAPaCa-2 e Panc-1. Adicionalmente, além de RIPK3, os niveis de MLKL também
estdo significativamente menores nas células Panc-1 e MIAPaCa-2 em relagcéo as
BxPC-3 e AsPC-1. Com base na revisédo de literatura conduzida durante o presente
trabalho, este € o primeiro relato de diferenga significativa na expressao de MLKL
nesses modelos e de sua associacdo com os efeitos da PDT. Em conjunto com os
resultados iniciais de viabilidade celular, que mostraram menor susceptibilidade de
Panc-1 e MIAPaCa-2, ficou evidenciado que a baixa expressdo de componentes
centrais do necrossomo parece conferir resisténcia as células de PDAC quando
submetidas ao tratamento com a MB-PDT.

Para explorar a contribuicdo do mecanismo de necroptose para os efeitos da
MB-PDT nestes modelos, partimos para a modulagao desta via e avaliagdo de seus

efeitos. Inicialmente, identificamos se efetivamente a necroptose estava sendo
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ativada nestas células com a MB-PDT. A MLKL é a ultima proteina da via
necroptotica e, uma vez no seu estado fosforilado, se oligomeriza e € translocada
para a membrana plasmatica, induzindo a formagdo de nanoporos que culminam
com a permeabilizagdo irreversivel e extravasamento do conteudo celular e
consequente morte da célula (ROS et al., 2017). No presente trabalho demostramos
a participagao da necroptose nos efeitos citotoxicos da MB-PDT quando avaliamos o
estado de fosforilacdo de MLKL. Porém, a inibicdo da necroptose nao alterou
significativamente os valores de porcentagem de morte das células Panc-1 e
MIAPaCa-2 submetidas a MB-PDT. Estes resultados estdo de acordo com os baixos
niveis das proteinas RIPK3 e MLKL nestas células. Este conjunto de dados mostra
que a necroptose é ativada e parece estar atuando decisivamente para a alta
mortalidade de linhagens que expressam os componentes do necrossomo.

Uma das vantagens que a indugdo da morte necroptotica pode oferecer no
contexto do tratamento do cancer € a ativagao do sistema imune. Um estudo recente
mostrou que células TC-1 (derivadas de céncer de pulmdo) tratadas com uma
combinagao de indutores classicos de necroptose (TNF, z-VAD-fmk, um inibidor de
pan-caspase, e um mimético de Smac) injetadas em camundongos C57BL/6
(imunocompetentes) induzem uma resposta imune capaz de proteger esses animais
do desenvolvimento de tumores ao serem desafiados novamente com a injecédo de
células tumorais vivas (YANG et al.,, 2016). O papel de estimulagdo do sistema
imune desempenhado pelas células de cancer em processo de morte necroptética
esta relacionado com a liberaggdo de DAMPs (Damage-associated molecular

patterns). Nesta classe de moléculas incluem-se o ATP (adenosina-trifosfato) e o
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HMGB1 (do inglés, high-mobility group box 1) para o meio extracelular e a exposigao
de CRT (do inlgés, calreticulin) na membrana dessas células durante o processo de
morte (YANG et al.,, 2016). A liberagdo ou a exposigao destas moléculas pelas
células danificadas e consequente indugcdo de morte em células vizinhas por agao
do sistema imune deu origem a um nova via de morte, denominada /Immunogenic
Cell Death (ICD) (OBEID et al., 2007). Tem sido mostrado que alguns protocolos de
PDT usando outros Ps que ativam este tipo de morte celular promovem uma
resposta anti-tumoral de memdéria que poderia estar envolvida na eliminacdo de
metastases ou, pelo menos, na diminuicdo da recorréncia dos tumores (GARG;
AGOSTINIS, 2014). Diante do exposto, avaliar a participacdo de ICD no contexto da
MB-PDT parece ser de fundamental interesse no que diz respeito ao PDAC e
representa uma das perspectivas deste trabalho.

Os tumores de PDAC podem apresentar quimioresisténcia intrinseca ou
adquirida ao tratamento com a gencitabina, o principal quimioterapico utilizado no
tratamento dessa doencga. A resisténcia intrinseca € decorrente de fatores genéticos
e a adquirida deve-se ao desenvolvimento de alteragcées genéticas e epigenéticas
apos a exposigao continua a droga (AMRUTKAR; CLAUDHAUG, 2017). Em todos
0S casos, esses mecanismos de resisténcia limitam os efeitos da quimioterapia e
diminuem as possibilidades de cura, evidenciando a necessidade de
desenvolvimento de novas terapias alternativas para o tratamento da doenca. Neste
contexto, o presente trabalho mostrou que a MB-DPT leva a indugdo bem
caracterizada da necroptose, uma via de morte com um potencial imunogénico

recentemente explorado.
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Uma das etapas criticas para a implementacdo da PDT consiste na
necessidade de padronizacdo metodologica considerando-se fatores como a
quantidade e o tipo de fotossensibilizador administrado e a dose de energia
necessaria para ativagcdo do composto no tecido (BACELLAR et al., 2015; SILVA et
al., 2015; DAVANZO et al.,, 2017). Interessantemente, no contexto citado,
especialmente para ampliar as possibilidades de uma abordagem mecanistica mais
detalhada e estabelecimento de um protocolo de PDT mais eficiente, o nosso
trabalho mostrou que o tempo de irradiagédo € um parametro decisivo para melhorar
a eficiéncia da MB-PDT sobre as linhagens MIAPaCa-2 e Panc-1, mais resistentes a
terapia. Estes resultados sugerem que, dependendo do tipo de tumor, um protocolo
de PDT com uma carga de energia intensa distribuida em curto espag¢o de tempo
pode néo ser eficaz para ativar vias que sejam capazes de esgotar os recursos de
defesa inerentes de cada célula. No caso da PDT com azul de metileno foi mostrado
que o tempo de exposicado das células de tumores de pancreas pode ser crucial para
0 sucesso da terapia.

Como considerado anteriormente, diferentes parametros quimicos, fisicos e
ambientais contribuem para determinar a eficacia da PDT. Seshadri et al (2008)
reportaram, em modelos pré-clinicos, que os tempos mais prolongados de
irradiagcédo, independentemente do regime da PDT (determinado pelo produto [PS]-
Luz), aumentam a eficiéncia da terapia em induzir a necrose de tumores. Os autores
apontaram o comprometimento da capacidade da microvasculatura no ambiente
tumoral em repor o aporte de O, durante os protocolos de irradiagdes mais curtas,

onde a pO; é reduzida rapidamente naquele microambiente, provavelmente devido
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ao consumo fotoxidativo abrupto do oxigénio que ocorre nessas condigbes, como
fator decisivo para esses resultados (SESHADRI et al., 2008).

Em outro trabalho, utilizando-se condigdes experimentais mais préximas as do
presente estudo, foi mostrado que sob uma mesma fluéncia, os tempos maiores de
irradiagdo sao mais efetivos em induzir a fotoinativagdo de microorganismos
patogénicos, demonstrando-se assim a importancia do tempo de irradiagado para os
efeitos da MB-PDT em modelos n&do tumorais (PRATES et al., 2009).
Adicionalmente, ja tem sido reportada, in vivo, que o fracionamento da dose de
energia melhora a eficiéncia da PDT no tratamento de algumas doengas de pele,
além de causar menos dor ao paciente (ANG et al., 2017; VIGNION-DAWALLE et
al., 2017). Assim, os resultados aqui apresentados sugerem que o aumento no
tempo de irradiacdo melhora a eficiéncia da MB-PDT e induz o aumento da morte
das células mais resistentes, transpondo a barreira de “escape” destas linhagens,
provavelmente por promover um estimulo capaz de acionar vias de morte diferentes
da necroptose.

Como ja considerado, a PDT aumenta da geracao de ROS intracelular. Além
disso, tem sido mostrado recentemente que algumas células tumorais podem ser
mortas seletivamente por ativadores quimicos de uma via de morte alternativa,
dependente de ferro, denominada ferroptose (STOCKWELL et al., 2017). Esta é
uma via de morte regulada recém descrita que se inicia a partir da desregulacéo no
metabolismo do ferro e de uma deplegdo das defesas antioxidantes celulares
dependentes de glutationa que, uma vez diminuida, compromete a atividade da

GPX4, e culmina com uma exacerbada peroxidacdo de lipideos que leva a morte
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das células (DIXON et al., 2012; XIE et al., 2016). No presente trabalho observou-se
um maior aumento de estresse oxidativo intracelular (indicado pelo aumento da
fluorescéncia da sonda DCF) nas células MIAPaCa-2 com o protocolo de maior
tempo de irradiacédo. Dessa forma, conclui-se que a alta mortalidade observada apés
o tratamento nas condi¢gdes de maior exposicado a luz esta relacionada ao aumento
de espécies reativas induzido pela terapia de uma forma tempo-dependente, onde
os protocolos mais longos determinam maior dano oxidativo que pode estar sendo
decisivo para desencadear as vias de morte.

O maior prejuizo celular numa situagdo de aumento exacerbado na produgéo
de espécies reativas oxidantes se caracteriza quando ha a perda do equilibrio entre
a taxa de geracdo dessas espécies e a capacidade antioxidante desse
microambiente que, obrigatoriamente, precisa ser mantido para que ndo ocorra a
faléncia sistémica e consequente morte celular (DURACKOVA, 2009). A glutationa
reduzida (GSH) é um tripeptideo (L-glutamil-L-cisteinil-glicina) que esta entre os
principais sistemas antioxidantes que ajudam a manter a homeostase redox celular
(LUSHCHAK, 2012). Apos a constatagédo de que o tempo maior de irradiagao induz a
geragao de niveis mais altos de espécies reativas e uma maior taxa de mortalidade
das células, analisamos os niveis de GSH nas linhagens MIAPaCa-2 e Panc-1,
como forma de avaliar a relacdo entre a capacidade antioxidante desses dois
sistemas celulares e sua relagdo com a susceptibilidade a MB-PDT. De fato, apds a
MB-PDT com protocolo de maior tempo de irradiagao foi vista uma queda acentuada
nos niveis de GSH nas duas células. Com estes resultados mostrou-se, portanto,

que a MB-PDT com tempos maiores de irradiacdo desencadeia um amento dos
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niveis de espécies reativas nas células, acompanhado da diminuicdo de GSH.
Juntos, estes dois fendbmenos parecem ser determinantes para a maior efetividade
da terapia sobre esses modelos e pode estar relacionada ao desencadeamento da
ferroptose. Portanto, os resultados sobre as diferengcas nos niveis de GSH apds os
dois protocolos confirmaram também a ideia de que outros mecanismos de morte
estdo sendo desencadeados apdés a MB-DPT e que o tempo de irradiagdo € uma
importante modulador do desencadeamento dessas sinalizagbes de morte.

O desenvolvimento de terapias mais eficientes e menos invasivas para o
tratamento do adenocarcinoma de ducto pancreatico humano é uma urgéncia no
ambito das pesquisas com esse tipo de cancer. Os dados de eficiéncia de acédo da
MB-PDT que foram apresentadas no presente trabalho se inserem neste cenario
como uma importante contribuicdo para o esclarecimento de pontos fundamentais
ao entendimento e desenvolvimento de alternativas mais eficientes ao tratamento da
doenca. Em termos de aplicabilidade, a MB-PDT poderia ser implementada como
uma abordagem perioperatoria adjuvante a cirurgia ressectiva, para possibilitar a
eliminagcdo de células malignas residuais no tecido de suporte tumoral, na regido
onde ocorre a intervengdo cirurgica, e prevenir ou diminuir as chances de
recorréncia local e metastatica, afetando minimamente os tecidos normais, como
tem sido testado em estudos pré-clinicos (MAAWY et al., 2016).

Assim, os dados aqui apresentados suportam o carater promissor da
continuidade de investigagdes que possam viabilizar a utilizagdo dessa abordagem

terapéutica no tratamento dos pacientes acometidos por esse tipo de tumor.
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7. CONCLUSAO

O conjunto dos dados aqui apresentados mostram que a terapia
fotodindmica como o azul de metileno é efetiva em induzir a morte de linhagens
de adenocarcinomas pancreaticos humanos, apontando a necroptose como via
fundamental para a maior efetividade dessa citotoxicidade, especialmente sobre
as células que nao apresentam baixa expressdo de RIPK3 e MLKL, dois
componentes fundamentais para a execugao desta via. Eles indicam, ainda, que
mais de uma via de morte esta sendo acionada pela terapia, variando também
com a linhagem considerada. Nesse sentido, os resultados apontam que é
interessante investir no estudo da ferroptose como um processo integrante e
importante no contexto da citotoxicidade desencadeado pela MB-PDT nesses
modelos. As informagdes obtidas a partir da investigagcdo conduzida neste
trabalho sdo importantes porque mostram, com uma soélida abordagem no
ambito molecular, que a terapia fotodinamica com o azul de metileno como
fotossensibilizador (uma metodologia de baixo custo financeiro e menos invasiva
que as atuais e ainda ineficientes terapias disponiveis) apresenta um forte
potencial como alternativa para melhorar o tratamento de um dos tipos mais

agressivos de tumores humanos, o adenocarcinoma de ducto pancreatico.
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