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Resumo

A fim de desenvolver terapias mais eficientes e menos invasivas no tratamento de tumores, a
terapia fotodindmica (TFD) tem ganhado destaque. Além da elucidacdo dos mecanismos de
acdo, os mecanismos subjacentes a oxidacdo lipidica em sistemas complexos, como as
membranas plasmaéticas, sdo importantes para eficiéncia da TFD. Contudo, ambos o0s
mecanismos permanecem elusivos. Nesta dissertacdo de mestrado, investigamos através de
filmes de Langmuir as interacdes moleculares que permitem a adsorcdo do FS eritrosina em
monocamadas lipidicas e os resultados da foto-oxidacao subsequentes. Além disso, a eficiéncia
fotodindmica e os mecanismos de morte celular induzido pelo FS fotoativado em células
derivadas do carcinoma de orofaringe (HEp-2) e mamario (MCF7) foram avaliados com
citometria de fluxo e marcacdo de fluorescéncia. Os filmes de Langmuir foram inicialmente
construidos com os fosfolipideos 2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC), 1,2-dioleoil-sn-
glicero-3-fosfo-L-serina (DOPS) e a mistura DOPC/DOPS, mimetizando membranas
plasmaticas tumorais. Em um segundo momento, as monocamadas foram construidas com o
extrato lipidico extraido das células MCF7. Os efeitos fotodindmicos nas células MCF7 foram
mais pronunciados do que nas células HEp-2. Em ambos os casos, a incubagdo da eritrosina
ndo irradiada, ndo gera efeitos citotoxicos significativos, desencadeando apoptose no cultivo in
vitro a partir de 24 h incubacdo. Por outro lado, a viabilidade celular é significativamente
reduzida sob irradiacdo, desencadeando o mecanismo de morte celular por necrose. Modelos
inspirados na membrana tumoral baseados em monocamadas de Langmuir mistas de DOPC e
DOPS revelaram que interaces eletrostaticas com a cabeca dos lipideos séo as principais forcas
de adsorcdo da eritrosina. Nas monocamadas construidas com extrato lipidico da MCF7, a
adsorcéo da eritrosina é dirigida por interacfes secundarias que afetam a orientacdo dos grupos
carbonil e a organizacdo das cadeias lipidicas. A irradiacdo do FS nas monocamadas induz a
hidroperoxidacdo lipidica, que pode ainda sofrer decomposicao, resultando na clivagem da
cadeia de fosfolipideos e permeabilizacdo da membrana. De fato, a clivagem lipidica, e 0s
subprodutos gerados, foram detectados por espectroscopia de massa, sustentando o caminho

necrotico de morte celular observadas nos ensaios in vitro.

Palavras-Chave: Terapia fotodinamica, eritrosina B, filmes de Langmuir; cultivo in vitro.



Abstract

In order to develop more efficient and less invasive therapies in the treatment of tumors,
photodynamic therapy (PDT) has gained prominence. In addition to elucidate the mechanism
of action, the subjacent mechanism of lipid oxidation in complex systems, such as plasma
membranes, are important for PDT efficiency. However, both mechanisms remain elusive. In
this work, the molecular interactions allowing the adsorption of the PS erythrosine and the
subsequent photooxidation reactions were investigated using Langmuir films. Besides, the
photodynamic efficiency and cell death mechanism induced by the photoactivated PS in cells
derived from oropharyngeal (HEp-2) and mammary (MCF7) carcinomas were evaluated by
flow cytometry and fluorescence labeling. Langmuir films were first built with 2-dioleoyl-sn-
glycero-3-phosphocholine (DOPC) and 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serine (DOPS)
phospholipids and the DOPC/DOPS mixture, simulating the literature regarding tumor plasma
membranes. In a second step, the monolayers were built with the lipid extract from the MCF7
cells. Photodynamic effects in MCF7 cells were more pronounced than in HEp-2 cells. In both
cases, the incubation of non-irradiated erythrosine does not generate significant cytotoxic
effects, triggering apoptosis on in vitro culture after 24 h of incubation. On the other hand, cell
viability is significantly reduced under irradiation, triggering the mechanism of cell death by
necrosis. Tumor membrane models based on mixed Langmuir monolayers of DOPC and DOPS
revealed that electrostatic interactions with the lipid head is the main driving forces allowing
erythrosine adsorption. In monolayers built with MCF7 lipid extract, erythrosine adsorption is
driven by secondary interactions that affect the orientation of carbonyl groups and the
organization of lipid chains. Irradiation of FS on monolayers induces lipid hydroperoxidation,
which can further undergo decomposition, resulting in phospholipid chain cleavage and
membrane permeabilization. Indeed, lipid cleavage, and the by-products generated, were
detected by mass spectroscopy, supporting the necrotic pathway of cell death observed in in

vitro assays.

Keywords: Photodynamic therapy; erythrosine B; Langmuir films; in vitro culture
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1. Apresentacio

Esta dissertagdo estd estruturada em 7 secOes. Nesta primeira se¢do, fazemos uma
apresentacdo sobre a estruturacéo do trabalho. A secdo 2 possui uma breve introducéo relatando
0s principais mecanismos da terapia fotodindmica, a motivacdo em estudar a eritrosina como
fotossensibilizador e sobre os principais modelos de membrana. Na se¢do 3, ha definicdes
tedricas sobre as técnicas experimentais utilizadas no trabalho, sendo os objetivos descritos na
secdo 4. Na secdo 5 estdo os materiais e métodos utilizados para a obtencdo dos resultados
discutidos na secdo 6. Os resultados estao divididos em duas grandes se¢des, a secdo 6.1. traz
os resultados obtidos com as células derivadas do carcinoma de orofaringe (HEp-2) enquanto a
secdo 6.2. aborda os resultados obtidos com a segunda linhagem proposta, as células derivadas

do carcinoma mamario (MCF7). A secdo 7 traz a concluséo do trabalho.

2. Introducao

O aumento da taxa de mortalidade das doencas cronicas-degenerativas tem sido
frequentemente associado a industrializacdo global do ultimo século, sendo responsavel pelas
mudancas no padrdo salde-doenca [1,2]. O cancer é uma doenca de causas multiplas, com
destaque aos fatores ambientais, socioeconémicos, estilo de vida, fatores bioldgicos e genéticos.
Sua incidéncia na populagdo tem crescido vertiginosamente, representando a segunda maior
causa de mortes em todo o mundo [3]. Ademais, espera-se que seja a principal barreira no
aumento da expectativa de vida no século 21 [4]. Entre os diversos tipos de neoplasias, 0
carcinoma orofaringeo apresenta elevada incidéncia mundial, tendo 98.412,00 novos casos e
48.143,00 mortes durante o ano de 2020. Simultaneamente, uma em cada quatro mulheres
foram diagnosticadas com cancer de mama no mesmo ano [5].

Dentre os tratamentos comumente aplicados estdo a remocdo cirdrgica de tumores,
radioterapia, quimioterapia, imunoterapia e hormonoterapia. As altas taxas de ressurgimento
(rebroto) associadas ao comprometimento organico causado por essas intervencdes [6] tém
liderado uma busca crescente por novas terapias, mais eficientes, e em especial, menos
invasivas [7]. Neste quesito, o desenvolvimento de terapias baseadas em luz (fototerapias) tem
sido alvo de estudos, especialmente aquelas fundamentadas nos efeitos da interagcdo da luz com
os tecidos biologicos [8-11]. A luz pode ser facilmente focada e ajustada para realizar o
tratamento localizado, causando menos danos aos tecidos saudaveis, sendo assim consideradas
ndo invasivas e diretas [8,9]. Particularmente atraente, as terapias fototérmicas (TFT) [12-14]
e fotodindmicas (TFD) [15-19] tém apresentado modalidades inovadoras no tratamento clinico
[20,21].



19

2.1. Terapia Fotodinamica (TFD)

A luz é utilizada como terapia a mais de 300 anos. Os povos egipcios, indianos e
chineses usavam a luz para tratar uma serie de doencas, como por exemplo a psoriase,
raquitismo, vitiligo e cancer de pele [10]. Em 1900 foi publicado o primeiro artigo cientifico
reportando que alguns comprimentos de ondas sdo letais a paramécios na presenca de
acrimidina [22]. Com o desenvolvimento da terapia, em 1999, no Canad4, o fotossensibilizador
(FS) Photofrin® foi aprovado para uso clinico [23], sendo o grande ponto de partida para o
desenvolvimento de FS cada vez mais eficientes.

Na TFD as células séo destruidas pela inducdo de efeitos fototdxicos causados por
espécies reativas de oxigénio (EROs), geradas pela fotoativacdo de FS administrados de forma
controlada e iluminados com comprimentos de onda adequados. O diagrama de Jablonski,
representado na Figura 1, ilustra o mecanismo de acdo da TFD. A energia dos fotons é
transferida para os elétrons do FS, o qual é excitado e sai do estado fundamental (So) para um
estado excitado de energia (S1). Uma vez excitado, a energia precisa ser dissipada. Uma
possibilidade ¢ a relaxacéo vibracional (indicado pelas setas pequenas dentro do estado S; de
energia), no qual a energia é propagada para outro modo vibracional na forma de energia
cinética. A energia recebida também pode ser dissipada através da emissdo de um foton,
fendmeno conhecido como fluorescéncia. A fluorescéncia usualmente ocorre entre os estados
S1 e So, pois em maiores niveis de energia € provavel que a energia seja dissipada através de
conversdo interna ou relaxacdo vibracional. Uma terceira via que a energia pode tomar para se
dissipar é o cruzamento entre sistemas. Nesse caso, ocorre inversdo no spin do elétron de um
estado singleto para um tripleto de energia (T1). Devido ao maior tempo de vida desse estado,
a transferéncia de energia para o oxigénio molecular (O2) é favorecida, gerando EROs pelas
reacGes do Tipo | ou Tipo Il [24-29].

Areacdo do Tipo | é baseada na formacao de radicais livres pela transferéncia de elétron
ou abstracdo do a&tomo de hidrogénio em moléculas vizinhas. Os radicais interagem com
oxigénio, formando as EROs como os ions perdxidos, superdxidos e os radicais hidroxilas que
sdo capazes de causar danos oxidativos e lesbes celulares. Na reagdo Tipo Il ocorre a
transferéncia de energia diretamente para o O circundante, gerando as espécies de oxigénio
singleto (*O2) [24,25,30]. As duas reacdes podem ser concomitantes, apesar do 'O da reacéo
Tipo 11 ser frequentemente considerado o agente citotoxico mais poderoso na TFD [30-33], 0
que motiva a busca por FS capazes de produzir 1Oz com elevado rendimento quantico (®x).
Contudo, observa-se que a eficiéncia da TFD depende ndo apenas da quantidade de espécies

reativas, mas da localizacdo especifica de sua geracdo [30,32]. Os danos fotodindmicos estéo



20

confinados a vizinhangca nanométrica do FS, dado o curto tempo de vida do O
(aproximadamente 10 s) [34,35]. Por exemplo, a localizagdo subcelular do FS pode induzir
estresse oxidativo nas organelas provocando a sintese de proteinas pro-apoptdticas, que
desencadeiam uma cascata de reacdes responsaveis pela fragmentacdo do material genético,
resultando em morte celular [32,36,37]. Além disso, as EROs podem inativar proteinas como a
BcL-2, que protegem as células cancerosas do mecanismo apoptético [26]. N&o o bastante, FS
que possuem afinidade por lipideos [15,38,39] podem induzir danos fotodindmicos
significativos na membrana plasmatica, perturbando a permeabilidade e sinalizando o caminho
necrdtico de morte celular [40].

A capacidade de FS de interagir com alvos bioldgicos, além de alto @4 1O, sdo, portanto,
propriedades desejaveis para aumentar a eficacia da TFD [41]. Recentemente, os derivados
xanténicos receberam atencdo como FS devido a sua baixa toxicidade quando néo irradiado e

aprovacao para aplicagdes em alimentos, drogas e cosméticos [42,43].

Mecanismos de acao em TFD

So—

2
—"— pruzarnento 2 Tipo 2
—T 7 intersistema 3
S, N / O,

Absorgao

—T

Fluorescéncia \

Fosforescéncia

So Y

Fotossensibilizador

Tipo1 » EROs

Figura 1: esquema ilustrativo para geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) baseado
no diagrama de Jablonski simplificado. Fonte: Adaptado de [44].

2.2. Eritrosina B
A eritrosina (eritrosina B; acido 2-[6-hidroxi-2,4,5,7-tetraiodo-3-0xo0-xanten-9-il]
benzoico), é um fotossensibilizador da familia dos xanténicos, sintetizada a partir da
halogenacdo da fluoresceina. E composta por um anel benzénico inclinado 90° em relag&o ao
anel xanténico com a adicdo de quatro atomos de iodo, como ilustrado na Figura 2(a). O
potencial eletrostatico da molécula € mostrado na Figura 2(b) [45]. A eritrosina apresenta uma

regido central com natureza nucleofilica (azul) e uma regiéo eletrofilica (vermelha) localizada
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nas extremidades do anel xanténico, principalmente a redor dos 4&tomos de iodo e oxigénio. Os
atomos de iodo s&o responsaveis por facilitar o cruzamento intersistema para o estado tripleto
(Figura 1), onde pode ser transferida para oxigénio molecular produzindo O, [46—49]. O grupo
carboxil e anel benzénico sdo considerados como regides neutras (verde) [50].

Devido a presenca do grupo carboxilico (pKa= 2,35) e fendlico (pKa= 3,79) em sua
estrutura molecular, a eritrosina caracteriza-se como um &cido poliprético (Figura 2(a)).
Portanto, ha 4 diferentes formas moleculares que dependem do pH e do solvente, sendo elas:
catibnica (FHs"), neutra (FH2), monoanidnica (FH") e dianibnica (F*) [45,49]. A forma écida é
um corante sem cor, devido a mudanca da hibridizacio de sp? para sp® no carbono que liga o
anel xanténico ao benzénico [45], enquanto as estruturas mono e dianibnica apresentam
méaximo de absorcdo em 526 nm [49]. Em pH fisiologico (~7,4), a eritrosina se encontra na
forma protolitica dianiénica, e possui um elevado valor de rendimento quéantico na formacéo de
oxigénio singleto (@ 10, = 0,63), alta absortividade molar (ess2 nm = 96,6 X103 L/ mol x cm)
[51-54], devido a sua baixa toxicidade, é o Unico derivado xanténico aprovado para uso em
alimentos pelo FDA dos Estados Unidos (United States Food and Drug Administration) [55].

As aplicacdes da eritrosina sdo diversas na literatura. Uma vez que a molécula emite
fluorescéncia, ela é um dos fluoréforos organicos mais utilizados como marcadores [56-59] e
em tratamentos odontolégicos como evidenciador da placa bacteriana [60]. Ademais, a
eritrosina também € utilizada como FS na inativacdo de patdégenos de origem alimentar e
bactérias orais deteriorantes [61-64], fungicos [65-67] e no tratamento de cancer [50,68]. Ha
também estudos que avaliam a dispersividade do FS em fluidos bioldgicos [69] e para
aplicacdes intravenosas [70], que sdo importantes contribuicbes para futura aplicacdo em
humanos da TFD. As membranas celulares s&o consideradas o primeiro alvo na TFD, mas a
sua complexidade ¢ uma limitacdo a ser contornada a fim de esclarecer 0os mecanismos
subjacentes de interacdo com FS e outras reacdes de oxidacdo. Portanto, técnicas adequadas sdo
necessarias ndo apenas para mimetizar as membranas plasmaticas, mas também para

caracterizar os mecanismos de interagdo em nivel molecular.
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(b)

Figura 2: (a) estrutura molecular e (b) potencial eletrostatico da eritrosina. A regido em
vermelho se refere a caracteristica eletrofilica, enquanto a regido azul representa a natureza
nucleofilica da molécula. As regides neutras da eritrosina estdo em verde. Fonte: Adaptado de
[50].

2.3. Modelos de membrana

A membrana plasmatica esta presente em todas as células eucariontes e procariontes,
delimitando os meios intra e extracelular. Além disso, as membranas plasmaéticas integram o
funcionamento ativo das células, regulam a passagem de moléculas, controlam os gradientes de
concentracdo, os niveis de energia, além de realizarem atividades metabdlicas como aderéncia
e sinalizagdo [71]. Os lipideos, proteinas e carboidratos sdo 0s principais componentes
moleculares presentes nas membranas plasmaticas.

Estruturalmente, os lipideos formam uma bicamada na qual as regides apolares de cada
camada estdo orientadas para o centro e 0s grupos polares estdo orientados para fora da
bicamada, interagindo com a fase aquosa dos meios. As proteinas estdo embebidas nessa
estrutura, mantidas por interagdes secundarias entre os lipideos de membrana e os dominios
proteicos. Algumas proteinas projetam-se apenas de um dos lados da bicamada, enquanto outras
expdem seus dominios em ambos os lados. Desse modo, os dominios proteicos expostos em
um lado da membrana séo diferentes daquele exposto no outro lado, refletindo uma assimetria
funcional. Os carboidratos, se localizam na camada externa da membrana e sdo responsaveis
pelo reconhecimento celular e adeséo [72,73]. As unidades lipidicas, proteicas e sacaridicas
formam um mosaico fluido, no qual sdo livres para se moverem no plano da membrana, como
ilustrado na Figura 3(a). O modelo de mosaico fluido é o mais aceito pela literatura para
representar didaticamente as membranas plasmaticas, todavia ja é conhecido um novo aspecto
da membrana no qual esfingolipideos e colesterol (classes de lipideos) formam jangadas que se

movem dentro da bicamada fluida, como exibido na Figura 3(b). A proposta é que essas
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jangadas operem como plataformas para a fixacdo de proteinas quando as membranas se
movimentam dentro da célula e durante a transdug&o de sinais [73,74].

(a) (b)
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Figura 3: (a) modelo do mosaico fluido para estrutura de membrana plasmatica. (b) Modelo de
jangadas da membrana plasmaética. Fonte: [73].

A fluidez da membrana lipidica depende principalmente da sua composicao lipidica e
da temperatura [72]. Os fosfolipideos sdo moléculas anfifilicas, no qual uma extremidade da
molécula é hidrofébica e a outra é hidrofilica. Estruturalmente sdo compostos por dois acidos
graxos unidos por ligacdo éster ao primeiro e ao segundo carbono do glicerol e um grupo
fortemente polar unido por ligacdo fosfodiéster ao terceiro carbono, como exemplificado na
Figura 4(a). Os grupos polares, indicado com a letra “X” na Figura 4(a), constituem as
“cabecas” dos fosfolipideos e os mais comuns sdo: colina, serina, etanolamina, glicerol e o
inusitol. As cadeias de acidos graxos constituem a “cauda” hidrofobica das moléculas e podem
variar em quantidade de carbonos e na presenca ou auséncia de insaturacdes [71]. A Figura 4(b)
estd representado a influéncia das duplas ligacdes nas cadeias de hidrocarboneto dos
fosfolipideos presentes em uma membrana. Uma cadeia curta reduz a tendéncia das caudas
apolares de interagirem umas com as outras, na mesma camada ou na monocamada oposta, e
as insaturacGes produzem torcdes nas cadeias de hidrocarbonetos que as tornam mais dificeis
de se agruparem, de modo que a membrana fica mais fluida a baixas temperaturas. Além dessas
caracteristicas, o colesterol, no caso de células animais, auxilia na modulacdo das propriedades
da bicamada lipidica. Quando misturados com os fosfolipideos, aumentam a propriedade de
barreira permeavel e reduzem a mobilidade dos primeiros grupos CH> das caudas lipidicas,
tornando a membrana menos deformavel nessa regido [72]. Devido a complexidade da
membrana celular, os mecanismos de interacdo lipideo-molécula e foto-oxidacdo da TFD sé&o

dificeis de serem avaliados por metodologias com cultura in vitro de células. Assim, os modelos
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de membranas sdo meétodos utilizados para mimetizar as membranas lipidicas e fornecer

informagdes em nivel molecular.

(@) (b)
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Figura 4: (a) estrutura base dos fosfolipideos. (b) Influéncia das insaturacdes nas cadeias de
hidrocarbonetos que compdem a membrana plasmatica. Fonte: [71,72].

As vesiculas unilamelares (pequenas, grandes e gigantes) e as monocamadas de
Langmuir sdo alguns dos modelos biomiméticos de membrana utilizados [75]. Os filmes de
Langmuir sdo constituidos por monocamadas lipidicas e modelam diversos tipos de
membranas, como a camada mais externa das membranas plasmaticas, de células bacterianas
ou ainda de virus [76,77]. Esse sistema permite controlar rigorosamente a composi¢do da
monocamada, monitorar o estado de compactacdo e a estruturacdo do filme. De fato, as
monocamadas de Langmuir vém sendo utilizadas na area médico-farmacoldgico ha anos com
0 intuito de determinar os mecanismos de acdo de drogas e moléculas com interesse bioldgico
[78-83].

Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou [15] que a hidroperoxidacdo pode
ser fotoinduzida quando a eritrosina é incorporada em filmes de Langmuir de fosfatidilcolinas,
as quais atuam como modelo de membrana de células ndo tumorais. Além disso, mostramos
que as interagcbes em nivel molecular do FS com as membranas lipidicas podem modular as
reagdes fotoquimicas [15,39,84-87]. Por exemplo, a hidroperoxidag&o lipidica foi o principal
resultado da foto-oxidacdo induzida por FS que interagiam com o0s grupos polares da
monocamada [15,39,84,86], derivado da reacdo ene com alcenos contendo hidrogénios alilicos
[88]. Por outro lado, FS com maior hidrofobicidade, penetram mais fundo nas monocamadas
permitindo a clivagem da cadeia por reacdes que depende do contato entre estado excitado do
PS com as insatura¢es ou com grupos hidroperoxidos formados previamente [85].

Apesar das importantes contribuicdes nos mecanismos da oxidacdo lipidica
fotoinduzida, todos esses dados foram adquiridos com monocamadas simples de Langmuir,
compostas por fosfolipideos puros e totalmente insaturados, o que pode ndo ser diretamente

correlacionado com sistemas bastante complexos, como as membranas plasmaticas. A fim de
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conferir maior complexidade ao sistema mimético, nessa dissertacdo, primeiro construimos
monocamadas de Langmuir com misturas de fosfolipideos e, em um segundo momento,
formamaos filmes com fosfolipideos provenientes de células de cancer de mama (MCF7). Além
disso avaliamos a eficiéncia fotodindmica e os mecanismos de morte induzidos pela eritrosina
em cultivo in vitro de células derivadas dos carcinomas de orofaringe (HEp-2) e mamaério
(MCF7) humano.

3. Conceitos tedricos

3.1. Filmes de Langmuir e Langmuir-Schaefer

Os filmes de Langmuir sdo formados na interface ar-4gua. Normalmente s&o
constituidos por moléculas anfifilicas, as quais possuem grupos hidrofébicos e hidrofilicos bem
definidos, e sdo insoluveis em agua. Caso as moléculas anfifilicas sejam ideais, os filmes de
Langmuir podem constituir uma monocamada, na qual as moléculas se organizam com a sua
parte polar voltada para agua e sua porcao apolar voltada para o ar [75,89].

Para a fabricacdo de monocamadas de Langmuir, uma solucao de moléculas anfifilicas
diluidas em solvente volatil (usualmente cloroférmio) é espalhada na interface ar-agua [90,91].
A Figura 5(a) ilustra uma cuba de Langmuir, destacando dois acessorios basicos: barreiras
moveis e sensor de pressdo de superficie. Apds evaporacdo do solvente, as barreiras fecham
com velocidade constante, reduzindo a area disponivel para a formacéo dos filmes de Langmuir.
O sensor de pressdo, acoplado ao sensor de Wilhermy, mede a pressédo de superficie na subfase
durante a compressdo das barreiras (Figura 5(b)). A pressdo de superficie é calculada pela
diferenca entre a tensdo de superficie da subfase aquosa na auséncia e na presenca das moléculas
anfifilicas espalhadas [75,92].

A caracterizagdo basica desses filmes sdo as isotermas de pressdo de superficie (m)
versus area molecular média (A; isotermas n-A). A Figura 5(c) exemplifica uma isoterma
caracteristica de um acido graxo saturado, destacando as trés transi¢des de fases decorrentes da
compressdo das barreiras. Na fase gasosa as moléculas interagem muito pouco entre si, na fase
liquida as interacfes vao aumentando e na fase condensada, as moléculas formam um filme de
espessura monomolecular. Com a continuidade da compressdo, as moléculas podem agrupar-
se desordenadamente umas sobre as outras atingindo a regido do colapso. Esse arranjo regular
com fases bem definidas € caracteristico de moléculas simples. As moléculas maiores e mais
complexas nem sempre possuem as fases identificadas de forma distinta [93].

Os filmes de Langmuir-Schaefer (LS) sdo obtidos pela transferéncia de filmes de

Langmuir da superficie da agua para substratos solidos. A deposi¢cdo ocorre por aproximacgéo
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mecanica ou manual do substrato sélido em posi¢do horizontal em relacdo a subfase aquosa,
mantendo constante a presséo de superficie da monocamada, como demonstrado na Figura 5(d).
A fim de monitorar a deposicdo do filme LS, medidas de espectroscopia de absorcdo UV-Vis
sdo realizadas a cada conjunto de deposicao [93]. Ao final, é possivel construir um grafico com

nimero de camadas versus absorbancia e constatar se o crescimento do filme foi linear.
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Figura 5: () cuba de Langmuir. (b) Representacdo da compressdao das moléculas pelas
barreiras moveis e (¢) ilustragdo grafica de uma isoterma n-A, detalhando as trés fases de
compressdo da monocamada de Langmuir até o colapso. A inser¢do exibe uma molécula
anfifilica e suas regides apolar (hidrofobica) e polar (hidrofilica). (d) Esquema da deposi¢édo
dos filmes de Langmuir-Schaefer (LS). Fonte: Adaptado de [89,93].

3.2. Espectrometria de absorc¢do no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

A espectrometria no infravermelho € uma técnica que avalia a interacdo da radiacao
eletromagnética com a matéria, analisando os modos vibracionais de acordo com a amplitude
das ligacGes covalentes existentes nas moléculas da amostra. Os atomos e moléculas
encontram-se em constante vibracdo em relagdo uns aos outros. A radiacdo no infravermelho
ndo possui energia suficiente para provocar transi¢des eletronicas, no entanto, a sua absor¢éo
ocorre em frequéncias especificas para cada grupo funcional, devido ao arranjo intrinseco de

atomos e ligacdes presentes nas moléculas [94,95].
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Para que ocorra a absorcédo da radiacéo infravermelha, a molécula deve sofrer variagdo
no momento dipolo durante seu movimento rotacional ou vibracional. O momento dipolo é
definido pela magnitude da diferenca entre dois centros de carga e pela sua distancia. Desse
modo, o campo elétrico alternado da radiacdo consegue interagir com a molécula e provocar a
variacdo na amplitude dos seus momentos dipolos. Se a frequéncia incidida for a mesma que a
frequéncia natural de vibracdo da molécula, ocorre a absorcao via ressondncia, produzindo a
variacdo na amplitude de vibracdo molecular [96,97].

As vibracdes moleculares sdo denominadas de acordo com a posicdo e a oscilacdo
continua dos atomos. A Figura 6(a) ilustra os diferentes tipos de vibragdes. Os modos
vibracionais séo classificados em dois grupos: (i) vibragdes de estiramento, que envolvem o
movimento ritmico na distancia interatbmica ao longo do eixo da ligacdo entre dois atomos.
Essa distancia pode aumentar e diminuir simultaneamente (simétrico) ou alternadamente
(assimétrico). E as (ii) vibragdes de deformacdo angular, que envolvem variacao ritmada no
angulo entre duas ligacfes com um atomo em comum. Nesse caso, ha quatro possibilidades:
simétrico ao plano (movimento semelhante ao abrir e fechar de uma tesoura), assimétrico ao
plano (como um balanco), simétrico fora do plano (similar a acdo de se abanar com um papel)
e assimétrico fora do plano (andlogo ao movimento de torcdo). As bandas de absorcédo
correspondem predominantemente a um Unico modo vibracional, sendo possivel identificar os
grupos funcionais em amostras organicas, inorganicas e poliméricas através dos padrdes dos
espectros de absorcdo [94,95].

O principio de funcionamento de um espectrdmetro no infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR — Fourier-transform infrared spectroscopy) € apresentado na Figura 6(b).
Esses equipamentos fundamentam-se no principio interferométricos de Michelson, o qual
permite produzir resultados com maior resolucéo e qualidade espectral devido ao aumento da
razdo sinal-ruido e ao menor tempo de varredura e aquisicdo de espectros [97]. A radiacdo
emitida por uma fonte no infravermelho (Fonte IR) passa pelo interferdmetro, denominado
divisor de feixe, o qual divide o feixe. Um dos feixes € direcionado para um espelho fixo e o
outro para um espelho movel. Apos a reflexdo nos espelhos, ambos os feixes voltam a se
combinar antes de atingirem a amostra. O espelho mdvel permite variar as distancias
percorridas pelos dois feixes, desse modo € possivel obter interferéncias construtivas e
destrutivas produzindo variagdes na intensidade de radiacdo recebida pelo detector e gerando
um interferograma. A transformada de Fourier converte o dominio desse interferograma que

esta na escala tempo para a escala de frequéncia, formando os espectros de absorcao.
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A configuracdo do espectrometro para aquisicdo de espectros FTIR pode ser feita de
diferentes maneiras, as mais utilizadas sé&o pelo modo de transmisséo e pela reflexdo total
atenuada (ATR). No modo de transmisséo, 0s espectros sao adquiridos a partir da radiacdo ndo
absorvida pela amostra (radiacdo transmitida), sendo necessario um substrato de material
transparente a radiacdo infravermelha, como brometo de potéssio ou seleneto de zinco. Por
outro lado, no modo ATR ocorre a inducdo da reflexdo interna total da radiacdo incidente, a
qual é atenuada e penetra na amostra como uma onda evanescente. O modo ATR é mais robusto,
ndo requer substratos especiais e pouco preparo da amostra, sendo necessario apenas o0 contato

direto do material com o elemento de reflexdo interno [97].
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Figura 6: (a) modos vibracionais simétricos e assimétricos de moléculas poliatdmicas. (b)
Principio de funcionamento de um espectrdmetro no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR — Fourier-transform infrared spectroscopy). Fonte: adaptado de [98,99].

3.3. Microscopia de fluorescéncia confocal

A iluminagdo e observagdo pela microscopia confocal se popularizou nas anélises de
sistemas biologicos a partir de 1987, com o uso da fluorescéncia [100]. A técnica consiste na
marcacdo da amostra com uma molécula fluorescente. O material é entdo iluminado por uma
luz no comprimento de onda especifico do marcador e a fluorescéncia emitida na relaxacéo do
fluoréforo € a origem das imagens geradas. O principio de funcionamento do microscopio esta
ilustrado na Figura 7(a). A luz emitida pela fonte luminosa atravessa o filtro de excitagéo, no
qual sera selecionado a excitacdo espectral do fluoroforo. Essa luz € refletida por um espelho

dicroico, sendo direcionada até a amostra. A luz emitida pela fluorescéncia € capitada pela
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objetiva, atravessa o mesmo espelho dicroico e finalmente é separada da luz de excitacdo pelo
filtro de emissdo. A imagem resultante é formada pela somatdria das imagens advindas dos
planos iluminados na amostra. O microscopio confocal possui 0 mesmo principio de
funcionamento que a observacdo por fluorescéncia. Entretanto, no confocal hd um dispositivo
com um orificio (pinhole) alinhado com o plano focal da objetiva. O pinhole é responsavel pela
eliminacdo da luz proveniente de regides fora do plano focal, produzindo uma imagem
resultante com melhor definicdo, como exibido na Figura 7(b). Outra vantagem da microscopia
confocal é a capacidade em reconstruir em 3D o material de interesse, independente da
espessura. As imagens confocais em 2D ou 3D s&o uma sobreposi¢cdo de inUmeros pontos da
amostra que sdo adquiridos atraves de uma varredura pontual. Os pontos da amostra sdo obtidos
um por vez, portanto, o tempo de aquisicdo das imagens finais € mais longo. Sendo assim, a

microscopia confocal é limitada a amostras imdveis ou que evoluem lentamente [44].
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Figura 7: (a) principio do funcionamento do microscopio de fluorescéncia. (b) Dispositivo com
orificio utilizado na microscopia confocal. A qualidade da imagem no plano focal (vermelho)
é aumentada pela eliminacédo da luz proveniente das regides fora do plano focal (verde). Fonte:
[44].

3.4. Citometria de fluxo

A citometria de fluxo € uma técnica que usa um sistema Optico para identificar e
caracterizar as propriedades fisico-quimicas de células individuais dentro de populacdes
homogéneas ou heterogéneas de microparticulas presentes nos seres vivos. Por meio de um
feixe de luz incidente ocorre a medicdo da dispersdo e da fluorescéncia da luz refletida [101].
A Figura 8(a) ilustra o principio de funcionamento de um citdmetro de fluxo. Apos a marcagéo

com moléculas fluorescentes de interesse, a amostra em suspenséo € introduzida no aparelho.
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Como o fluxo é laminar e o didmetro do tubo se afunila, as microparticulas séo forcadas a passar
em fila Unica pelo laser da fonte luminosa. A luz incidente é dispersa de modo retilineo e
lateralmente, sendo recebidas e processadas por detectores.

A luz dispersa na linha do feixe retilineo € denominada espalhamento de luz frontal
(FSC —forward scattered light) e gera dados a respeito do volume das microparticulas. Quando
a luz é dispersa lateralmente, duas informacbes sdo fornecidas. A primeira diz respeito ao
espalhamento de luz lateral (SSC — side scaterred light), na qual os detectores computam dados
sobre a complexidade interna da particula. A segunda informacao é em relacdo a fluorescéncia
emitida. O fluor6foro utilizado na amostra absorve a energia da luz incidente rapidamente, essa
luz é refletida por um espelho dicroico, sendo direcionado até um detector Optico sensivel a
diferentes comprimentos de onda, permitindo que um ou mais fluoroforos sejam lidos ao
mesmo tempo [102].

Um sistema eletrnico converte os sinais Opticos em eletrénicos e programas
especializados conseguem construir representacfes graficas em uni, bi ou tridimensionais da
distribuicdo das populac6es, como ilustrado nas Figuras 8(b) e 8(c). Nos dois casos, cada ponto
vermelho indica uma particula que o citdmetro identificou e analisou. A Figura 8(b) € um
gréafico sobre dispersdo da luz frontal (FSC) versus a luz lateral (SSC), no qual foi identificado
uma populacdo (P1) com volume proporcional a complexidade interna das particulas. Ja a
Figura 8(c) representa a marcagdo com fluorescéncia da mesma populagédo da Figura 8(b). As
particulas foram marcadas com dois fluoroforos, A e B. Esse grafico é dividido em 4
guadrantes. O primeiro quadrante (Q1) representa as particulas com marcacéao do fluoréforo B
e auséncia do fluoréforo A. Os pontos vermelhos que se encontram no Q2 possuem dupla
marcacao, ja os que estdo no Q3 ndo apresentam nenhuma marcac¢édo (duplo negativo). O Q4
sdo as particulas com marcacao do fluoroforo A e auséncia do fluor6foro B [84]. A interpretacédo
bioldgica desses resultados depende do tipo de marcacéo e do tratamento que é realizado sobre

as particulas.
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Figura 8: (a) principio do funcionamento de um citdmetro de fluxo. (b) Espalhamento de luz
frontal (FSC) e lateral (SSC) de particulas. (c) Marcacédo da fluorescéncia das mesmas particulas
guem em (b) com os fluoréforos A e B. Fonte: [103].

4. Obijetivos

Nesta dissertacdo de mestrado, avaliamos os efeitos toxicos e fototdxicos da eritrosina
no cultivo in vitro de células derivadas do carcinoma humano de orofaringe (HEp-2) e de mama
(MCF7), assim como os mecanismos moleculares responsaveis pelo processo de morte celular.

Desse modo, os objetivos especificos sdo:

i. Determinar os mecanismos de interacdo da eritrosina com membranas lipidicas que
mimetizem biomembranas de células tumorais;

ii. Determinar a eficiéncia fotodinamica da eritrosina no cultivo in vitro de células HEp-
2 e MCFT7,

iii. Definir os mecanismos de morte celular induzido pela fotoativacéo da eritrosina,;
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5. Materiais e métodos

5.1.  Cultivo in vitro de células HEp-2 e MCF7

Células HEp-2 (carcinoma humano de orofaringe) adquiridas através do banco de
células do Rio de Janeiro (ref. 0101, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) foram cultivadas em meio de
cultivo DMEM F12 (ref. D8900, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB; ref. 0521-500, Cultilab, Campinas, SP, Brasil) e antimic6ticos
e antibidticos (anfotericina B, penicilina e estreptomicina; ref. 15240-062, Gibco, Gaithersburg,
MD, EUA). As células MCF7 (cancer de mama glandular humano) também adquiridas do
banco de células do Rio Janeiro (ref. 0162) foram cultivadas em meio de cultivo RPMI (ref.
R6504, Sigma-Aldrich) com os mesmos suplementos utilizados para células HEp-2. As culturas
foram mantidas em incubadora (TE-399, Tecnal, Piracicaba, S&o Paulo, Brasil) com 5% de CO>
a 37 °C. O crescimento celular foi acompanhado diariamente. Quando a cultura atingia 80% ou
mais de confluéncia, o cultivo foi lavado com solucéo salina tamponada com fosfato (PBS; ref
4417, Sigma-Aldrich), adicionado 5 x10™ L de tripsina (ref:12604-021, Gibco) e mantidas por
cerca de 3 min na incubadora ou até que as células se soltassem da superficie do frasco. Entéo,
2/3 do volume celular foi descartado para que as células continuassem com o crescimento. Para

inativacéo da tripsina, 5 x10 L de meio de cultivo foi adicionado ao volume restante [84,104].

5.2. Extracdo e andlise do extrato lipidico das células MCF7

O extrato lipidico celular foi obtido a partir da cultura de células MCF7, a qual foi
suspensa com tripsina (3 min a 37 °C) e adicionadas em tubos falcon. A cultura foi centrifugada
por 5 min em 437 g. O sobrenadante foi removido e 1 x107 L de 4gua ultrapura foi adicionado,
seguido 10 min em banho ultrass6nico. Entdo, adicionou 4 x107 L de cloroférmio e a solugéo
foi sonicada por mais 60 min, resultando em duas fases imisciveis: uma contendo os fragmentos
celulares sollveis em agua e outra com os fragmentos solGveis em cloroférmio [105,106]. A
fase aquosa foi removida, permanecendo apenas a solucdo em cloroférmio, a qual é rica em
lipideos provenientes das células MCF7 [107]. O extrato lipidico da MCF7 foi caracterizado
por FTIR no modo de transmissdo utilizando um espectrometro Bruker (Alpha 11, Billerica,
MA, EUA). Os espectros foram obtidos em filmes cast em substrato de germéanio com resolugéo
de 4 cm™ e 256 varreduras. Ademais, espectrometria de massa foi realizada a fim de confirmar
se a extracdo dos lipideos da cultura in vitro de células MCF7 foi bem-sucedida. Para isso,
filmes cast do extrato lipidico foram cobertos com uma solu¢do MALDI matriz 2-5-4cido
diidroxibenzoico (Sigma-Aldrich) a 10 mg/ mL em 1:1 acetonitrila/ metanol. Os espectros

foram coletados em espectrometro Bruker autoflexTOF/TOF (Bruker Daltonics, Bremen,
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Alemanha) na faixa de massa de 600 a 3500 m/z, no modo ion positivo. A dessorcao e ionizagdo
ocorreram por meio de um laser de nitrogénio em 337 nm, aplicado a uma taxa de repeticéo de

200 Hz com energia do laser de até 100 x10° J e didmetro de spot de ~ 150 x10® m.

5.3.  Filmes de Langmuir e Langmuir-Schaefer (LS)

Os fosfolipideos 2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DOPC; ref. 850375C) e 1,2-
dioleoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina (DOPS; ref. 840035C) foram adquiridos da Avanti® Polar
Lipids Inc (Alabama, EUA) com 99% de pureza. Soluces estoques de DOPC (1,2 x102 mol/
L), DOPS (0,8 x107 mol/ L) e a mistura DOPC/DOPS (8:2; propor¢io molar) em cloroférmio
(ref. 288306, Sigma-Aldrich) foram preparadas e armazenadas a -4 °C. As estruturas
moleculares do DOPC e DOPS sao representadas na Figura 9(a) e 9(b), respectivamente. As
fosfatidilcolinas (PC) sdo encontradas em abundancia em membranas plasmaticas ndo tumorais,
enquanto as fosfatidilserinas (PS) expressam-se em determinadas situa¢fes, como em células
tumorais [108,109]. Desse modo, as monocamadas formadas apenas com PC, foram
consideradas controle, representando as células ndo tumorais, e a mistura entre PC/PS foi
utilizada para mimetizar uma membrana tumoral.

Monocamadas de Langmuir foram fabricadas em uma cuba de Langmuir KSV-NIMA
(KN 2002, KSV Instruments, Finlandia). Os fosfolipideos foram espalhados sobre a superficie
de subfases de agua ultrapura (18.2 MQ-cm; Direct-Q 3UV, Merck KGaA, Darmstadt,
Alemanha) ou eritrosina (10° mol/ L) e esperou-se 10 min para que o solvente evaporasse. No
caso do extrato lipidico da MCF7 em cloroférmio, foram espalhados 70 x10 L em PBS e em
solugdo de eritrosina em PBS (10° mol/ L), simulando o pH fisioldgico (7,4). Os filmes de
Langmuir foram comprimidos simetricamente com uma velocidade constante de 5 mm/ min, a
23 °C. Isotermas da pressdo de superficie (w) pela area molecular (A; isotermas n—A) foram
obtidas e reproduzidas pelo menos 3 vezes, garantindo uma variancia de £ 2 mN/ m. As
1sotermas com extrato lipidico foram plotadas considerando a pressao de superficie () versus
area ocupada pelo volume de lipideo espalhado (cm? mL). As estabilidades de DOPS e
DOPC/DOPS (8:2) em subfase de eritrosina (10° mol/ L; pH 5.8) foram avaliadas através do
monitoramento da area molecular média da monocamada em 30 mN/m, considerando filmes
ndo irradiados e sob irradiacdo, utilizando um LED verde (530 nm; BRIWAX FFG-50W)
posicionado a 20 cm acima da interface ar/ &gua, como ilustrado na Figura 9(c). As estabilidades
com extrato lipidico também foram realizadas espalhando 70 x10° L da soluc&o nas subfases
de tampdo PBS e com adicdo da eritrosina (10° mol/ L) em PBS, mantendo 0s mesmos

parametros experimentais que os utilizados para os fosfolipideos.
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Monocamadas de Langmuir de extrato lipidico da MCF7 em PBS contendo ou ndo 10°
®> mol/ L de eritrosina foram transferidas para substratos sélidos através da técnica de Langmuir
Schaefer (LS) [110]. A pressdo foi mantida em 30 mN/m enquanto a superficie do filme foi
tocada pelo substrato, o qual foi horizontalmente aproximado e posteriormente levantado. As
camadas de LS foram depositadas em quartzo através da repeticdo desse passo e monitorado
seu crescimento via espectrometria de absor¢do no UV-Vis (Agilent spectrometer, Cary 60, de
190 a 1100 nm). Espectros FTIR foram realizados em filmes LS depositados em substrato de
germanio utilizando um espectrometro Bruker (Alpha 1) com resolucéo espectral de 4 cm™e
256 varreduras. O esquema dos filmes LS do extrato lipidico da MCF7 é representado na Figura
9(d).
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Figura 9: estrutura molecular dos fosfolipideos (a) DOPC e (b) DOPS. (c) Cuba de Langmuir
sob irradiacdo da monocamada. (d) Esquema de filmes Langmuir-Schaefer (LS) depositados a
partir do extrato lipidico da MCF7. O extrato lipidico em cloroférmio foi espalhado na subfase
de eritrosina em solucdo PBS, as barreiras foram comprimidas ate 30 mN/m e um substrato
solido tocou a superficie do filme multiplas vezes, transferindo as monocamadas.

5.4. Fotoativagdo da Eritrosina B

Uma solugéo estoque a 10 mol/ L de eritrosina (95% de pureza; ref. 200964, Sigma-
Aldrich) foi preparada em DMEM-F12 (ref. D2906, Sigma-Aldrich) sem adicdo de SFB. A
partir desta solugéo, as concentragdes 1,25, 5, 10, 25, 50 e 100 x10® mol/ L de eritrosina foram
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diluidas em meio de cultivo e incubadas por 3, 24 e 48 h. Em seguida, o cultivo com diferentes
concentracgdes de eritrosina foi irradiado por 60 min com uma fonte de LED (A= 525 nm) com
irradiancia de 18,8+0,3 mW/ cm?. Posteriormente a irradiagdo, a cultura foi incubada por 24 h
com DMEM-F12 sem adi¢do de SFB.

5.5. Ensaio de viabilidade celular pela reducéo do MTT

O ensaio calorimétrico estima a viabilidade celular através da reducdo do sal de MTT
[brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio; ref. M2003, Sigma-Aldrich] em
cristais de formazana pela enzima desidrogenase succinica, ilustrado na Figura 10. A
metabolizacdo do sal é diretamente proporcional a taxa de metabolizagdo mitocondrial,
possibilitando inferir a viabilidade ou mortalidade celular através da absorbancia.

Células foram semeadas em placas de cultivo com 96 pogos (5 x10* célula/ pogo; ref.
K12-096, SPLabor, Presidente Prudente, SP, Brasil) e incubadas por 24 h em 37 °C a fim de
atingir 80-90% de confluéncia. Apds tratamento com eritrosina, o meio de cultivo foi
substituido por 100 x10° L do sal de MTT diluido em DMEM-F12 sem adic&o de SFB (0,5 g/
L) por aproximadamente 50 min. Em seguida, os pocos foram lavados com PBS e receberam
50 x10° L de dimetilsulfoxido puro (DMSO; ref. D4540, Sigma-Aldrich). A absorbancia da
solucéo resultante foi mensurada em 560 nm em um aparelho de espectrofotometria (Multiskan
FC 357, Thermo Fisher Scientific, Uniscience, Sdo Paulo, SP, Brasil). A viabilidade celular foi
mensurada antes (ndo-irradiado) e apés (irradiado) a fotoativacdo. O controle celular (CC) é
considerado 100% viavel e sdo as células cultivadas apenas na presenca do meio de cultivo, o
controle de morte (CM) é considerado 0% viavel e recebe peréxido de hidrogénio (H.O2 50
x10® mol/ L), o controle de luz (CL) sdo as células submetidas ao tratamento de luz, mas néo

possuem eritrosina. Os experimentos foram repetidos no minimo trés vezes.
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N
3-(4,5-dimethylyhiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (E,Z)-5-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenylformazan
(MTT) (Formazana)

Figura 10: reducéo mitocondrial do sal de MTT em cristal de formazana.
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5.6. Microscopia de fluorescéncia confocal

As microscopias confocais foram realizadas em um microscopio invertido Nikon
(Nikon C2/C2si Eclipse Ti-E, Kyoto, Japdo) equipado com uma objetiva com aumento 40x
(NA 0.9). A fim de localizar a eritrosina no cultivo celular, as células foram marcadas com os
fluoréforos WGA conjugado com Alexa Fluor® 488 (Wheat Germ Agglutinin Conjugates with
Alexa Fluor® 488; ref. W11261, Invitrogen) e DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole). Enquanto
0 WGA Alexa Fluor® 488 (exc. 488nm/ em. 520 nm) tem afinidade pela membrana celular, o
DAPI (exc. 358 nm/ em. 455 nm) se liga ao DNA, demarcando o ndcleo celular. A eritrosina
foi excitada em 530 nm, emitindo fluorescéncia em 620 nm, caracterizando a regiéo celular na
qual foi incorporada.

As células diluidas em meio de cultivo foram semeadas em placas com 24 pogos (3 x10°
células/ poco; ref. K12-24, SPLabor), previamente preparas com a presenca de laminulas, e
incubadas por 24 h a 37 °C a fim de atingirem confluéncia maior ou igual a 80%. Em seguida,
1,25, 10 e 100 x10® mol/ L de eritrosina foram adicionados e incubados por mais 24 h. Ap6s o
periodo de incubagio, o sobrenadante foi substituido por 400 x10° L do marcador WGA Alexa
Fluor® 488 (5 x10°° g/ mL) e incubado por 10 min. Os pocos foram lavados pelo menos 5 vezes
com PBS. Em laminas de microscopia foram adicionados 5 x10° L de ProLong® Gold Antifade
Mountant with DAPI (ref. P36931, Invitrogen), em seguida, as laminulas foram colocadas
gentilmente em cima do reagente, e mantidas em temperatura ambiente por 24 h. No dia
seguinte, as laminas foram finalizadas com esmalte incolor (Risque) e mantidas a 4 °C até que

0 experimento fosse realizado.

5.7.  Citometria de fluxo

O mecanismo de morte foi avaliado para as células ndo-irradiadas e irradiadas através
da citometria de fluxo. Células diluidas em meio de cultivo foram distribuidas em placas de
cultivo com 24 pogos (3 x10° célula/ pogo) e incubadas por 24 h & 37 °C para que atingissem
80% de confluéncia. 1,25, 10 e 100 x10°° mol/ L de eritrosina foram adicionados ao cultivo e
incubados por 3, 24 e 48 h. As andlises de citometria de fluxo foram realizadas em um
equipamento FACSCanto (Becton Dickinson, Nova Jersey, EUA) com o kit Apoptose/ Necrose
(Annexin V Alexa Fluor® 488 & Propidium lodide (P1)/ Dead Cell; ref. V13245, Invitrogen)
seguindo as recomendacdes do fabricante. Apds o0s respectivos tratamentos, as células foram
suspensas com o auxilio da tripsina (5 min a 37 °C) e armazenadas em tubos de citometria. Em
seguida ao processo de centrifugacdo, as células foram ressuspendidas em 400 x10° L de
tampao de ligacdo a Anexina V (1X; 50 x10° mol/ L HEPES, 100 x10° mol/ L NaCl e 12,5
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%107 mol/ L CaCl,) e incubadas por 15 min com 5 x10°® L de Alexa Fluor® 488 Annexin V (25
x107 mol/ L HEPES, 140 x10 mol/ L NaCl, 10 mol/ L EDTA). Finalmente, 10° L de iodeto
de propidio (P1) foi adicionado.

Células sdo consideradas em processo de necrose quando apresentam Annexin-
Alexa488 negativo/ Pl positiva, em apoptose com Annexin-Alexa488 positivo/ Pl negativo,
viaveis quando apresentam marcagdo dupla negativa e em estdgio tardio de apoptose com
marcacdo dupla positiva. Um controle de eritrosina foi realizado para garantir que a

fluorescéncia ndo interferisse na analise dos resultados.

5.8.  Espectrometria de Massa de Alta Resolucdo (HRMS) das células MCF7

5.8.1. Preparacdo da amostra

Células MCF7 (3 x10° células/ poco) foram semeadas em placa de 24 pogos com
laminulas alocadas em cada pogo. Ap6s confluéncia de 80%, a cultura recebeu 1,25, 10 e 100
x10® mol/ L de eritrosina por 24 h. As laminulas com as células MCF7 foram removidas,
lavadas com PBS e inseridas em tubos Eppendorf de 2 x1072 L, no qual 1 x10° L de metanol
foi adicionado. Os tubos foram sonicados por aproximadamente 5 min, 1 x10 L de agua MilliQ
foi adicionada e por fim, os tubos foram agitados em vortex por 30 s. Antes da anélise, as
amostras foram filtradas em filtro de polivinil difluoreto com 0,22 x10° m e centrifugadas por
15 min a 20817 g. Entdo, 30 x10® L foram coletados do sobrenadante e diluidos em 470 x10°®
L de metanol. Nessa solucdo final foi adicionado &cido férmico (0,1%) para a anélise de modo
ion positivo. As analises de espectrometria de massa de alta resolu¢do (HRMS - high resolution

mass spectrometry) foram realizadas antes e ap6s a irradiacao.

5.8.2. Analise HRMS e elucidacéo estrutural

As amostras foram injetadas diretamente no equipamento ESI-LTQ-XL Orbitrap
Discovery (Thermo Fisher Scientific) com resolugdo nominal de 30.000 (FWHM), com o0s
seguintes parametros: taxa de fluxo de 10 x10° L/ min, temperatura do capilar em 280 °C,
voltagem de spray com 5 kV e o gas de bainha em 10 unidades arbitrarias. As analises HRMS
foram realizadas no minimo cinco vezes para cada amostra, na faixa de 500-1500 m/z no modo
ion positivo.

O banco de dados LipidMaps® (https://www.lipidmaps.org/) foi consultado a fim de

identificar os ions mais adequados com base na massa exata de cada espécie, adotando o erro
maximo de 2 ppm para os adutos [M + H*], [M + Na*] e [M + K*] disponiveis na base de dados.

Além da massa exata, os ions das moléculas oxidadas também foram identificados usando os


https://www.lipidmaps.org/
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dados das reacbes MS/MS (espectroscopia de massas em tandem) [111,112]. As reacOes
MS/MS foram realizadas usando hélio como gés de colisdo, com energia para dissociagdo
induzida por colisdo (CID) variando de 20 a 60 (unidades arbitrarias). Os espectros do perfil de
analise de fragmentacdo MS/MS foram analisados utilizando o software XCalibur (versao 2.4;
Thermo Fisher Scientific) e as estruturas foram confirmadas a partir da modelagem de célculo
tedrico para fragmentacdo molecular com o software Mass Frontier (versao 6.0; Thermo Fisher
Scientific).

Todos os dados experimentais foram analisados também por analise de componente
principal (PCA) ap6s normalizacdo de quantis. O mapa de calor dos marcadores selecionado
pelo modelo PCA foi construido usando a medida da distancia euclidiana e o algoritmo de
agrupamento de Ward. Todas as analises envolvendo PCA e os marcadores eleitos foram
realizadas no software online MetaboAnalyst 5.0 [113].

Os resultados que envolvem espectrometria de massas contaram com o apoio do doutor
Carlos Fernando O. R. Melo e do professor Rodrigo R. Catharino do departamento de Ciéncias

Farmacoldgicas na Universidade de Campinas.

5.9. Analises estatisticas
Os dados experimentais foram tratados utilizando o Microsoft® Excel, GraphPad Prism®
8 e OriginPro 8.5 e foram avaliados através da analise de variancia (one-way ANOVA) seguido

do teste de Bonferroni. Nivel de significancia p< 0,05 foi utilizado.
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6. Resultados e discussao
6.1. Necrose fotoinduzida em células de carcinoma orofaringeo (HEp-2) mediada

pelo xanténico Eritrosina B

6.1.1.Efeitos da foto-oxidagéo em sistemas modelos de biomembranas tumorais

Em células mamérias, a camada externa da membrana plasmaética consiste
principalmente por fosfatidilcolinas, enquanto as fosfatidilserinas sdo predominantemente
encontradas na camada interna [114]. Entretanto, essa assimetria entre os lipideos ndo €
preservada em células tumorais e as fosfatidilserinas sdo expressas também na membrana mais
externa. Portanto, modelos de biomembranas inspirados em monocamadas de Langmuir e
vesiculas unilamelares gigantes (GUVs) de fosfatidilcolinas (PC), fosfatidilserinas (PS) e da
mistura PC/PS representam modelos de membranas tumorais [108,109] e podem ajudar a
entender o mecanismo subjacente dos danos fotodindmicos em células HEp-2.

As isotermas de pressio (m) vs area (A?) e 0 mddulo de compressibilidade obtidas para
a monocamada da mistura de DOPC/DOPS (8:2) em subfase aquosa e em 10®° mol/ L de
eritrosina sdo mostradas na Figura 11(c) e 11(f). Os experimentos foram limitados a
concentracéo de 10 mol/ L de eritrosina, uma vez que, esta dentro da faixa de concentracéo
onde os efeitos fotodindmicos foram observados nos ensaios celulares (se¢do 6.1.2.).
Experimentos controles foram realizados com monocamadas puras de DOPC e DOPS (Figuras
11(a e d) e 11(b e €)), nas mesmas condicdes. A eritrosina ndo possui atividade superficial e
ndo forma filmes de Langmuir, como relatado anteriormente [15]. A isoterma n—A de
DOPC/DOPS é deslocada para maior area molecular (de 72,2+1,0 A? para 83,9+1,2 A?) quando
a eritrosina é adicionada na subfase, 0 que é indicativo de adsorcdo do fotossensibilizador nas
monocamadas. Apesar da divergéncia de uma mistura ideal de DOPC/DOPS [115], o
comportamento combinado das monocamadas puras de DOPC e DOPS podem ajudar a explicar
0 mecanismo de interacdo com a eritrosina. A isoterma n—A de DOPC apresenta 0 maior
deslocamento de area molecular em subfase de eritrosina, com aumento da area extrapolada em
30 mN/m de 91,4+0,7 A? para 115,1+1,1 A2, Isso é consistente com a interacdo eletrostatica
atrativa que trazem os grupos aniénicos da eritrosina para as proximidades dos grupos colinas
catibnicos, como relatado anteriormente [15]. Apesar da aparente carga negativa, a area
extrapolada da isoterma n—A de DOPS em 30 mN/ m é deslocada de 71,7+1,8 A2 para 77,9+1,0
A?, permitindo a incorporacdo da eritrosina. De acordo com Luna et al. [115], o contra-ion
(Na*) nem sempre é dissociado da monocamada, neutralizando as moléculas de DOPS. Por

isso, a atracdo eletrostatica com os grupos aménia carregados positivamente pode estar
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desempenhando um papel na adsor¢do da eritrosina. Portanto, pode-se presumir que as
interacOes eletrostaticas da mesma natureza que estas observadas para DOPC e DOPS puros
sdo as principais forcas que permitem a adsorcdo da eritrosina na mistura de DOPC/DOPS. A
Figura 11(d — f) mostra o0 mddulo compressional (Cs™) calculado a partir das isoterma n—A
referentes as monocamadas de DOPC, DOPS e da mistura de DOPC/DOPS, respectivamente.
O Cst é um método sensivel para avaliar mudancgas estruturais durante a compactagdo das
monocamadas [116]. A adicdo de eritrosina (10° mol/ L) na subfase das monocamadas de
DOPC (Figura 11(d)) e na mistura de DOPC/DOPS (8:2) (Figura 11(f)) ndo proporciona
alteraces significativas na elasticidade no geral. Entretanto, ocorre um aumento no seu valor
na pressdo de 30 mN/m para monocamada de DOPS (Figura 11(e)), sugerindo que a
monocamada esta mais compactada na presenca do FS. Apesar desse maior empacotamento na
monocamada de DOPS, ainda assim, ndo é suficiente para ocorrer transicdo de fase,
permanecendo na fase liquido-condensada (Cs™ varia de 100 a 250 mN/m) [116]. Sendo assim,
este resultado sugere a possibilidade das moléculas de eritrosina estarem acomodadas na
interface, promovendo a expansdo observada nas isotermas n—A, mas sem afetar sua

elasticidade e transicao de fase.
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Figura 11: isotermas n—A e mddulo de compressibilidade (Cs™) para (a e d) DOPC, (b e ¢)
DOPS e (c e f) mistura de DOPC/DOPS (8/2) em subfase de &gua ultrapura (linha preta) e
eritrosina (10 mol/ L; linha colorida). O maddulo de elasticidade foi determinado a partir das
isotermas m—A utilizando a equagdo: C; ' = —A (dr/dA).

A é&rea superficial das monocamadas de DOPS e DOPC/DOPS em solucdo de eritrosina
(10° mol/ L) irradiadas (530 nm) e nio irradiadas foram mantidas a pressdo constante de 30
mN/m e acompanhadas ao longo do tempo, como mostrado nas Figuras 12(a) e 12(b),
respectivamente. Os experimentos de estabilidade foram limitados a 150 min, pois a eritrosina
sofre fotobranqueamento apds esse periodo (Figura 12(c e d)). A oxidacdo ndo controlada
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mediada pelas espécies reativas do ambiente resulta na diminuicdo da area superficial das
monocamadas ndo irradiadas, possibilitando a perda de material para a subfase [117]. Ap6s
irradiacdo, a inclinacdo da curva é reduzida, sugerindo a compensacao da oxidacao natural
devido ao aumento na area molecular média ocupada pelos fosfolipideos. De fato, nas
monocamadas irradiadas de DOPC [15] e DOPS (Figura 12(a)), os filmes estdo menos instaveis
em relacdo a &rea lipidica ocupada no decorrer do tempo, diminuindo o coeficiente angular da
reta. Por outro lado, a mistura de DOPC/DOPS irradiada superou a oxidagdo néo controlada do
ambiente. A eritrosina em estado excitado pode transferir energia para o oxigénio molecular
gerando oxigénios singletos (102), espécie reativa capaz de oxidar tecidos bioldgicos. O 02
pode reagir com as cadeias insaturadas formando grupos hidroper6xidos, os quais s&o
hidrofilicos e migram em direcdo as cabecas polares, aumentando assim a area molecular
ocupada pelos lipideos [15,27,39], como inserido na Figura 12(b). A propagacdo das reacdes
oxidativas pode induzir a clivagem dos sitios insaturados das caldas hidrofébicas, induzindo a
abertura de poros nas membranas lipidicas [27]. Portanto, é provavel que esses efeitos
observados em sistemas miméticos de membrana afetem a permeabilidade das células HEp-2,

induzindo o caminho necrotico de morte celular.
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Figura 12: evolucdo da area superficial relativa de monocamadas de Langmuir irradiadas (530
nm) e ndo irradiadas de (a) DOPS e (b) DOPC/DOPS em presséo constante de 30 mN/ m e
subfase de eritrosina (10° mol/ L). Ao é a area extrapolada em 30 mN/ m. A insergio mostra o
esquema da hidroperoxidacdo lipidica levando ao aumento da area molecular média. (c)
Espectro de absorcéo UV-Vis para solucéo de eritrosina (10~ mol/ L) irradiada com LED verde
por 240 min e (d) absorbancia em 525 nm pelo tempo para a solugdo de eritrosina irradiada em

(©).

6.1.2. Efeitos da foto-oxidacédo em células HEp-2

A incorporacdo da eritrosina pelas células HEp-2, foi monitorada pela absorcéao e pela
emissdo do FS. Os experimentos com citometria de fluxo revelam células positivas para
fluorescéncia da eritrosina logo nos primeiros minutos de incubacdo. A intensidade da
fluorescéncia em 590 nm [47] aumenta significantemente com 0 aumento da concentracdo de
eritrosina de 1,25 a 100 x10°® mol/ L, como mostrado na Figura 13(a) por 220 minutos de
incubacdo. Considerando que a fluorescéncia apenas pode ser detectada por particulas
marcadas, e ndo por moléculas soluveis, é provavel que a eritrosina esteja incorporada nas
células HEp-2. Entretanto, 0 menor tempo de incubag&o (3 h) ndo permite a detecgdo de grandes

quantidades de eritrosina, como confirmado pela baixa absor¢do em 560 nm, ilustrado na Figura
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13(b). Concentragdes acima de 10 x 10 mol/ L aumentam as leituras da absorbancia para 24 e
48 h de incubacgdo (Figura 13(b)), sugerindo o aumento da incorporagéo da eritrosina.

A incorporacao dependente da concentracdo (dose) de eritrosina em células HEp-2 pode
ser mapeada por microscopias de fluorescéncia confocal, como mostrado nas Figuras 13(c —f),
apos 24 h de incubagio na presenca de 1,25, 10 e 100 x10° mol/ L de eritrosina. A membrana
plasmaética (verde) e o nucleo (azul) foram marcados nas células. Comparado ao controle celular
(Figura 13(c)), a fluorescéncia da eritrosina (vermelho) é pouco observada em 1,25 x10°° mol/
L (Figura 13(d)), sendo significantemente aumentada nas concentracdes de 10 (Figura 13(e)) e
100 x10°® mol/ L (Figura 13(f)). Sabemos que a eritrosina tem afinidade por lipideos das
membranas compostas principalmente por fosfolipideos insaturados [15]. Entretanto, é
provavel que a eritrosina seja progressivamente adsorvida pela membrana plasmatica das

células HEp-2 e internalizada, como mostrado nas Figuras 13(e) e 13(f).
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Figura 13: (a) intensidade da fluorescéncia em 590 nm registrada por citometria de fluxo
considerando 1,25, 10 e 100 x10° mol/ L de eritrosina, incubados por 220 min. (b) Absorbancia
em 560 nm registrado pelas diferentes concentragdes (10 a 10 mol/ L) de eritrosina apds 3,
24 e 48 h de incubacdo em células HEp-2. Microscopias de fluorescéncia confocal realizadas
para (c) o controle celular de HEp-2 e para (d) 1,25 (e) 10 e (f) 100 x10° mol/ L de eritrosina.
A membrana celular (verde) foi marcada com WGA Alexa Fluor® 488 enquanto o ndcleo (azul)
com DAPI. A fluorescéncia da eritrosina foi registrada em 620 nm (vermelho).
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A incorporacdo da eritrosina ndo mostrou uma toxicidade pronunciada no cultivo in
vitro de células HEp-2 ndo irradiadas, como mostra o ensaio de MTT da Figura 14. As células
continuam viaveis independentemente da concentracdo de eritrosina até 48 h de incubacéo
(Figura 14(c)), quando a viabilidade diminui nas concentracdes acima de 25 x10° mol/ L. Por
outro lado, a viabilidade celular é significantemente afetada pela irradiagdo, resultado do
estresse oxidativo induzido pelas espécies reativas de oxigénio (EROs) geradas por estados
excitados da eritrosina [15]. A viabilidade celular é reduzida para 50% (CCsg) quando 10, 3,75
e 1,9 x10® mol/ L de eritrosina sdo incubados por 3 (Figura 14(a)), 24 (Figura 14(b)) e 48 h
(Figura 14(c)), respectivamente. A diminuigdo dos valores de CCsp relacionado o aumento do
tempo de incubacdo é consistente com o aumento da incorporacdo da eritrosina pelas células
mostrado na Figura 13. Buck et al. [50] também observaram baixa toxicidade da eritrosina em
células HEp-2 ndo irradiadas. Entretanto, ap6s fotoativacdo de 15 min com 19 mW/ cm?
encontraram um valor de CCsp de 84 x10°® mol/ L em 6 h de incubagdo, o que é consistente
com os resultados apresentados aqui, especialmente considerando que nosso periodo de
irradiacdo foi quatro vezes mais longo. Embora a comparacdo com outros fotossensibilizadores
e linhas celulares possa ndo ser direta, Oluwole et al. [118] mostrou que derivados da
ftalocianina de zinco (I1) n&o irradiado apresentam baixa toxicidade em células MCF7, com
uma modesta reducdo de 40% de viabilidade apos irradiagdo na maior concentragéo (80 x107°
mol/ L). Oliveira et al. [26] mostrou ndo apenas uma alta eficiéncia fotodindmica com o0s
fotossensibilizadores azul de metileno (AM) e violeta de metila (VM) em células HeLa, como
também alta toxicidade com os FS n3o irradiados, com AMccso € VMccso de 140 e 60 x10°®
mol/ L, respectivamente. Portanto, a baixa toxicidade e a alta fototoxicidade evidencia o
potencial da eritrosina para ser aplicado como FS em TFD.
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Figura 14: efeitos toxicos (ndo irradiado) e fototdxicos (irradiado) da eritrosina em células
HEp-2. A viabilidade celular foi mensurada através da adi¢do do sal MTT apos () 3, (b) 24 e
(c) 48 h de incubacdo. CC corresponde ao controle celular, CM ao controle de morte e CL ao
controle de luz.
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A citometria de fluxo foi realizada a fim de investigar os processos de morte celular
desencadeados pelos danos fotodinamicos. A Figura 15 correlaciona o espalhamento da luz
frontal (FSC) e lateral (SSC) para 24 (Figura 15(a)) e 48 h (Figura 15(b)) de incubagdo com
1,25, 10 e 100 x10°® mol/ L de eritrosina, antes e apds a irradiacdo. A escolha dos tempos de
incubacéo (24 e 48 h) foi baseada na alta eficiéncia fotodinamica para atingir o CCsg ilustrado
pela Figura 14. FSC proporciona informacao sobre a dimenséo celular enquanto o SSC indica
a densidade dos granulos, relacionado a complexidade celular [119]. O aumento na
concentracdo de eritrosina desloca a populacéo para maiores valores de FSC e menores de SSC,
indicando um aumento no tamanho celular e diminuicdo na granulacdo, para ambos os periodos
de incubacio (24 e 48 h) ndo irradiados. Esse efeito é observado em 10 x10° mol/ L e se torna
mais pronunciado a 100 x10® mol/ L de eritrosina, indicando um processo de apoptose tardia
[120]. Células em estagios tardios de apoptose apresentam atividade mitocondrial, razdo pela
qual o sal de MTT é metabolizado indicando viabilidade celular para essa faixa de concentracao
(Figura 14(b) e 14(c)) [121-123]. A fotoativacdo da eritrosina diminui significantemente os
valores de FSC e SSC para as concentra¢des de 10 e 100 x10° mol/ L, considerando os
experimentos irradiados com 24 e 48 h de incubacéo. Este resultado sugere o rompimento da
membrana plasmatica e subsequente liberacdo do material intracelular, caracterizando o

processo necrético de morte celular [124].
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(a) Espalhamento frontal (FSC) e lateral (SSC) para 24 h de incubagio
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Figura 15: espalhamento de luz frontal (FSC) e lateral (SSC) registrado para (a) (i) controle
celular e 24 h de incubacdo n3o irradiado de (ii) 1,25, (iii) 10 e (iv) 100 x107°® mol/ L de
eritrosina e irradiado para (v) controle de luz, (vi) 1,25, (vii) 10 e (viii) 100 x107® mol/ L de
eritrosina. (b) (ix) Controle celular e 48 h de incubacéo néo irradiado com (x) 1,25, (xi) 10 e
(xii) 100 x107% mol/ L de eritrosina e irradiado para (xiii) controle de luz, (xiv) 1,25, (xv) 10 e
(xvi) 100 x107° mol/ L de eritrosina.

A permeabilizacdo da membrana celular durante a necrose expde o material genético, o
qual pode ser acessado pelo iodeto de propidio (PI). De maneira anéloga, células apoptéticas
expressam fosfatidilserinas na camada mais externa da membrana plasmatica, as quais podem
ser marcadas especificamente pela Anexina V [125]. A distribuicdo de células em apoptose ou
necrose, quando incubadas com 1,25 e 10 x10® mol/ L de eritrosina por 24 e 48 h, foram
analisadas antes e apos a irradiacdo. Os estagios de morte celular foram identificados como (i)

células viaveis para auséncia de fluorescéncia dos marcadores Anexina V e PI, (ii) em apoptose
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para marcacéo florescente de apenas Anexina V, (iii) apoptose tardia para marcacgéo florescente
de ambos Anexina V e Pl e (iv) necrose para marcacéo florescente de apenas PI. A porcentagem
das células em cada estagio dos processos de morte € sumarizada na Figura 16. 1,25 x10° mol/
L de eritrosina ndo irradiada (Figura 16(a)) induz apoptose em células HEp-2 devido ao
aumento significativo da populacdo em apoptose para 24,6+£8,6% e em apoptose tardia para
5,3+0,9%, depois de 24 h de incubacdo. N&o houve mudangas significativas na populagdo
necrotica. Uma tendéncia similar é observada para 48 h de incubacdo com aumento significativo
na populacdo em apoptose para 43,4+13%. A fotoativacdo da eritrosina aumenta a populacao
de células em necrose para 12,0+4,2 e 29,8+3,6% considerando 24 e 48 h de incubacéo,
respectivamente. Apesar do concomitante aumento de células em apoptose tardia para 17,4+0,6
e 7,8+0,1% respectivamente em 24 e 48 h de incubacédo, a maioria da populacdo permanece
viavel, confirmando a baixa toxicidade e fototoxicidade indicado pelos ensaios com adicao de
MTT (Figura 14(c) e 14(d)).

O aumento na concentragéo de eritrosina para 10 x10° mol/ L (Figura 16(b)) aumenta
seu sinal de fluorescéncia e ndo é mais possivel inferir quantitativamente se 24 e 48 h de
incubacdo estdo induzindo apoptose ou apoptose tardia. Espera-se, porém, gque a integridade da
membrana no escuro seja preservada pois ndo ha marcacdo para Pl, descartando necrose. A
viabilidade celular é significantemente reduzida apos irradiacdo, em que 64,7+3,8% e
68,5+8,9% da populacdo estd em necrose considerando 24 e 48 h de incubacéo,
respectivamente. Isto é consistente com os resultados obtidos com eritrosina e alta dose de TFD
em células epiteliais orais malignas e pré-malignas, reportados por Garg et al. [68]. A
porcentagem de células em apoptose tardia (33,9+3,6%) € apenas significativa para 24 h de
incubacdo. Em relagdo a concentracdo de 100 x10° mol/ L de eritrosina, o sinal controle de
fluorescéncia foi drasticamente aumentado (resultado ndo mostrado) e a analise comparativa
com os marcadores celulares se tornou inviavel. Entretanto, baseado nos ensaios de adicdo do
MTT (Figura 14(c)) e espalhamento de luz (Figura 15), uma alta eficiéncia fotodindmica foi
observada, compativel com os resultados obtidos para 10 x10° mol/ L. Portanto, é provavel que
0 processo de morte celular para concentragio de 100 x10°° mol/ L de eritrosina passe pela rota

de necrose, assim como para 10 x10° mol/ L.
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Figura 16: porcentagem de células HEp-2 em apoptose e necrose com base no ensaio de
citometria de fluxo com marcagdo de Anexina V e iodeto de propidio (PI) registrados para (a)
1,25 e (b) 10 x10° mol/ L de eritrosina incubado por 24 e 48 h, antes e apds a irradiagdo. A
populacdo celular foi distribuida da seguinte forma: células ndo marcadas indicando células
viaveis, marcacdo para Anexina V (Alexa Fluor® 488) e PI indicam apoptose tardia e células

marcadas com PI indicam necrose. * e ns para p < 0,05 e estatisticamente ndo relevantes,
respectivamente.
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6.2. Permeabilizacdo da membrana plasmética para explicar a fototoxicidade da

Eritrosina B em modelos in vitro de células de cancer de mama

6.2.1. Monocamadas de Langmuir como modelo de membrana celular da MCF7

6.2.1.1. Adsorcéo da Eritrosina B nas monocamadas de extrato lipidico da
MCF7

Com o intuito de explorar a composicdo do extrato lipidico das células MCF7, analises
com ionizagdo e dessorgéo a laser assistida por matriz e analisador de tempo-de-voo (MALDI-
TOF - matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight) foram realizadas. Os espectros
de massa obtidos foram analisados pela comparagéo do espectro de massa da amostra de extrato
lipidico com a matriz pura, considerando a intensidade de sinal na matriz dos dados brutos a
fim de garantir que todos os sinais escolhidos eram referentes a massa da amostra e néo de
ruidos decorrentes da matriz. A Figura 17 mostra os 19 sinais de massas encontrados para o
extrato. O método de caracterizacao foi baseado na acuracia das massas de acordo com o banco
de dados LipidMaps® (https://www.lipidmaps.org/) [111], considerando um erro de massa
maximo de 2 ppm [112,126].

Dos 19 sinais que foram identificados como lipideos, 10 sinais correspondem a glicero-

fosfocolinas, 2 correspondem a diacilglicerois, 6 a glicero-fosfoserinas e 1 sinal corresponde a
glicero-fosfoetanolamina (Anexo A - Tabela Al). Entretanto, algumas moléculas
correspondem a mais do que apenas um sinal, uma vez que alguns lipideos apresentam ions
protonados de s6dio ou potassio (aduto). Sendo assim, ha 14 lipideos identificados: 5 tipos de
glicero-fosfocolinas, 7 diferentes fosfo-serinas, 1 diacilglicerol e 1 glicero-etanolamina.

Todos os lipideos identificados na analise de espectrometria de massa do extrato lipidico
da MCF7 foram também encontrados pela analise de espectrometria de massa das células
cultivadas [127]. Isso nos permite afirmar que a extragdo dos lipideos derivados da cultura de
celulas MCF7 foi bem-sucedida. Consequentemente, os filmes de Langmuir e Langmuir-
Schaefer (LS) do extrato lipidico da MCF7 aqui apresentados contém varios lipideos de
membranas celulares, permitindo uma melhor extrapolacdo dos resultados obtidos para

comparagdo com os ensaios celulares in vitro.


https://www.lipidmaps.org/
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Figura 17: analise MALDI-TOF do extrato lipidico da MCF7.

A pressdo superficial () vs area (cm?/ mL) e o mddulo de compressibilidade (Cs™) do
extrato lipidico da MCF7 em tampdo PBS e em 10 mol/ L de eritrosina em solugio tamp&o
PBS sdo ilustradas na Figura 18. O extrato lipidico possui atividade superficial e forma
isotermas 7-A com transicio de fases gas-liquido bem definidas, area extrapolada de 16,6 cm?/
mL em 30 mN/m e pressao de colapso em 42 mN/m. A adsorcao da eritrosina nas monocamadas

(Figura 18(a)) desloca a area extrapolada da isoterma para 21,4 cm?/ mL, correspondendo a um

, . A-A
aumento de 29% na area relativa ([ 2
o

- ]x100). A comparacdo com fosfolipideos [15,84] ndo
é direta uma vez que ndo é possivel estimar o nimero de moléculas que compdem as
monocamadas de extrato lipidico da MCF7. Entretanto, a mesma concentragdo de eritrosina na
subfase induz um maior aumento na area relativa do extrato lipidico da MCF7 do que em
monocamadas puras de 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina (DOPS, aproximadamente
8,6%) e na mistura de DOPC/DOPS (aproximadamente 16%). Em contraste, 0 aumento de
aproximadamente 26% na area relativa de monocamadas puras de 2-dioleoil-sn-glicero-3-
fosfocolina (DOPC) é comparavel com o extrato da MCF7 (aproximadamente 29%) [84].
Assim, possivelmente as fosfatidilcolinas (PC) podem desempenhar um papel importante no

mecanismo de interagcdo com a eritrosina.
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O modo de compressibilidade (Cs?) das monocamadas ilustrado na Figura 18(b)
diminui de 55 para 40 mN/m com a adsorg¢éo da eritrosina, sugerindo a habilidade de rearranjo
das moléculas através da compresséo lateral [128,129]. A diminuicdo no valor de Cs™* ocorre
principalmente em 30 mN/m, a qual acredita-se ser a pressdo superficial correspondente nas
bicamadas lipidicas das membranas celulares [130]. Esse comportamento foi relatado com
diferentes tipos de drogas e tem sido associado com a sua inser¢do na monocamada organizada
dos lipideos [128,129,131,132]. Mudangas no Cs™ das monocamadas sio relevantes, uma vez
que a eficiéncia de algumas drogas pode depender da habilidade em modificar a elasticidade da
membrana, a fim de facilitar o transporte de massa ou comprometer a integridade da membrana

plasmaética [133].
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Figura 18: (a) isotermas de pressdo superficial (m) vs area (A; cm? mL) e (b) modo de
compressibilidade (Cs™; C;1 = —A (dn/dA)) do extrato lipidico das células MCF7 em tampé&o
PBS e em solugéo de eritrosina (10° mol/ L).

Filmes de Langmuir-Schaefer (LS) das monocamadas de extrato lipidico da MCF7
contendo eritrosina foram construidos para determinar os mecanismos de adsorcéao da eritrosina
por espectrometria de absorcdo no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). Para
isso, filmes LS do extrato lipidico da MCF7 em tamp&o PBS e em solucio de eritrosina a 10
mol/ L foram transferidos para substratos s6lidos com a pressao de superficie constante em 30
mN/m. A deposicao dos filmes LS foi controlada por espectrometria de absor¢do UV-Vis de 5
a 40 camadas, como mostrado na Figura 19. O espectro de absorc¢do do filme LS do extrato
lipidico da MCF7 mostra uma banda em 196 nm (Figura 19(a)) com crescimento linear
monitorado pela absorbancia vs nimero de camadas depositadas (insercdo — Figura 19(a); R?=
0,92), indicando que quantidades similares de material foram transferidas para o substrato em

cada deposicdo. Uma nova banda de absor¢do em 545 nm (Figure 19(b)) aparece no filme LS
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do extrato lipidico com eritrosina (10 mol/ L), devido a adsorcdo das moléculas do FS. Uma
comparagao entre os espectros de absor¢do UV-Vis da solugdo aquosa de eritrosina (10~ mol/
L) e do filme LS do extrato lipidico da MCF7 com eritrosina é mostrado na Figura 19(c). A
solucéo de eritrosina apresenta duas bandas de absorcdo na regido do UV (em 310 e 354 nm),
relacionado a transi¢éo eletronica n—* no sistema insaturado dos anéis de benzeno e naftaleno.
Ademais, a banda de maximo absorcdo é notada em 525 nm com um ombro em 492 nm,
atribuida a transicédo eletronica m—n* do grupo azo, unido aos anéis fenil e naftil, referentes as
formas monomeéricas e diméricas, respectivamente [134-137]. No filme LS do extrato lipidico
da MCF7 com eritrosina as bandas de mondémero e dimero se fundem em uma banda em 546
nm. Esse resultado sugere a presenca de agregados do tipo J no filme LS, com dipolos dispostos
em uma geometria cabeca—cauda (head-to-tail geometry) [137-139]. Além disso, o valor da
largura de banda a meia altura (FWHM - full width at half maximum) para a banda do monémero
no filme LS (41,3 nm) é maior que na solucdo (31,1 nm), indicando a existéncia de agregados
no filme. A absorbancia monitorada em 196 nm (R?= 0,88) mostrou um crescimento linear,
enquanto em 545 nm (R?= 0,58) a linearidade foi perdida, o que pode estar relacionado a

diferencas na quantidade de eritrosina depositada por camada (inserc¢do — Figura 19(b)).

(a) Filme LS extrato lipidico da MCF7 (b) Filme LS extrato lipidico da MCF7 + eritrosina  (c) Filme LS e solugiio aquosa
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Figura 19: espectro de absor¢do no UV-Vis para 40 camadas LS do extrato lipidico da MCF7
em (a) tamp&o PBS e em (b) solucéo de eritrosina (10 mol/ L) depositados em substrato de
quartzo. A inser¢cdo mostra a absorbancia num comprimento de onda fixo a cada 5 camadas de
filme depositado. (c) Espectro de absor¢do UV-Vis da solugio de eritrosina (10° mol/ L) e de
40 camadas LS do extrato lipidico da MCF7 com eritrosina (10° mol/ L). O espectro do filme
LS foi corrigido na linha de base para se ajustar ao gréafico.

Os espectros FTIR dos filmes LS de extrato lipidico puro e em subfase de eritrosina (10
® mol/ L) sdo mostrados na Figura 20. O espectro obtido para o filme cast do extrato lipidico da
MCF7 também é fornecido como referéncia de sistema ndo organizado. As principais
atribuicbes dos modos vibracionais estdo na Tabela 1. A porcéo polar (Figura 20(a)) do filme
cast e LS do extrato lipidico possui modos vibracionais referentes a grupos carbonil, éster e

fosfato. Com a estruturagdo do filme LS, o modo de vibragéo carbonil em 1740 cm™ no é mais
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observado, devido a reorientagdo do v(C=0) ndo hidratado [85,140-142]. Além disso, a razao
da intensidade (ls/las) entre a vs(CH2) e vas(CH2) diminui de 1,20 no filme cast para 1,07 no
filme LS, sugerindo o aumento da ordem conformacional das cadeias (Figura 20(b)) [143]. A
adsorc&o da eritrosina aumenta o modo vibracional do v(C=0) ndo hidratado em 1738 cm™ e a
intensidade da razdo (ls/las) do vs(CH2) e vas(CH2) de 1,07 para 1,21, sugerindo a reorientacdo
dos grupos carbonil e a diminui¢do da ordenacdo das cadeias alifaticas, respectivamente. Em
trabalhos anteriores [15] observamos que as interagdes eletrostaticas atrativas sao as principais
forcas que permitem a adsorcdo da eritrosina aniénica no grupo colina catidnico das
fosfatidilcolinas do DOPC e DPPC. O modo vibracional da colina ndo foi observado aqui
devido ao aumento desproporcional dos grupos aniénicos nas membranas plasmaticas de
células tumorais [144], o que € indicativo de que a adsorcdo da eritrosina ndo € apenas
governada pelas interacOes eletrostaticas atrativas. Na verdade, interacfes secundarias com 0s
grupos carbonil, resultando na reorientagédo e desorganizacgdo das cadeias, podem ser a origem
da adsorcéo da eritrosina nas monocamadas, como ilustrado na Figura 20(c).
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Figura 20: espectros FTIR dos filmes Langmuir-Schaefer (LS) do extrato lipidico da MCF7
(azul) e do extrato celular em subfase de eritrosina (10° mol/ L; vermelho). Os filmes sdo
compostos por 40 camadas e foram depositados em substrato de germanio. O filme cast do
extrato lipidico da MCF7 (preto) é fornecido como referéncia. Os espectros FTIR estdo
divididos na regido da (a) cabega e das (b) caudas dos lipideos. (c) Proposta de interacdo entre
os lipideos do extrato com a eritrosina considerando as mudangas nos resultados do FTIR. O
esquema ilustra a interacdo da eritrosina principalmente com o grupo carbonil e CH> dos
fosfolipideos. Os fosfolipideos podem ter diferentes tamanhos (R2) e grupos polares (Ry).
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Tabela 1: atribuigdes dos principais modos vibracionais dos filmes cast do extrato lipidico da
MCF7 e da eritrosina, e dos filmes LS do extrato em tamp&o PBS e em solucdo de eritrosina
(10° mol/ L).

Atribuicdes NGmero de onda (cm™)
Ref Extrato lipidico da MCF7 Eritrosina
ef.
Filme cast PBS Eritrosina Filme cast

[145]  wv4(CHg3) cadeias laterais de lipideos

) 2957 2958 2958 -
e proteinas
[145]  v(CHy) principalmente de lipideos 2924 2924 2923 -
[145] vs(CHs) principalmente proteinas

com pouca contribuic&o de lipideos 287t 2670 2670 )

[145] vs(CH?>) principalmente lipideos 2853 2853 2853 -

[145] v(C=0) ésters 1740 - 1738 -
[146] v(C=C, Aromatico) - - - 1607
[146] 8(C-C) - - - 1547

[145,147] 3(CHy) lipideos 1460 1462 1462 -
[146] 5(0-H) - - - 1449

[148] CH_ de proteinas e lipideos 1377 1377 1377 -
[146] C-0O-C (grupo éter) - - - 1345

[149] v(C-0) 1260 1261 1261 -
[146] v(C-O grupo éster) - - - 1235

[145,149] vs(POy) fosfolipideos e acidos

Cucleicos 1094 1093 1094 -

[149] v(C-0-P0Oy) 1020 1021 1021 -
[146] C-I (ligacéo) - - - 963

[150] CH_ rocking 800 800 800 -

6.2.1.2. Fotoativacao da Eritrosina B

A evolucdo da éarea superficial relativa (A/Ao) irradiadas e ndo-irradiadas das
monocamadas de extrato lipidico da MCF7 em tampdo PBS e em solucéo de eritrosina (10
mol/ L) foram monitoradas com pressdo superficial constante de 30 mN/m, como mostrado
respectivamente na Figura 21(a) e 21(b). A diminuicdo na area superficial das monocamadas
néo-irradiadas sugere perda do material para a subfase devido a oxidagdo néo controlada pelas
especies reativas de oxigénio (EROs) do ambiente [151]. Modificacdes significantes na area
superficial (valor de p <1%) ndo foram observadas apos a irradiacdo da monocamada do extrato
lipidico puro (Figura 21(a)), o que diverge da diferencga (valor de p <1%) de ca. 3,5% medido

na monocamada de extrato lipidico com eritrosina (10®° mol/ L; Figura 21(b)). Ademais,
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experimentos subsidiarios de irradiagdo com monocamadas de lipideos saturados (resultado ndo
mostrado) contendo eritrosina, ndo mostraram nenhuma modificacdo significativa na area,
revelando o papel desempenhado pelas insaturacfes da oxidacéo fotoinduzida. De fato, estados
tripletos excitados da eritrosina conseguem transferir energia para o oxigénio molecular,
produzindo oxigénio singleto (*0>), o qual podem reagir com a cadeia insaturada formando os
hidroperdxidos (Figura 21(c)). A natureza hidrofilica desses grupos favorece a migracdo em
direcdo as cabecas polares na interface ar/ agua [15,27,39,152—-154]. Embora consistente com
os dados relatados anteriormente, 0 aumento de ca. 3,5% na area superficial é pelo menos quatro
vezes menor do que o aumento induzido pela fotoativagédo da eritrosina em monocamadas de
fosfolipideos insaturados [15,84]. Essa diferenca esta relacionada com a complexidade do
extrato celular, o qual possivelmente contém em sua composi¢cdo ndo apenas proteinas,
polissacarideos e diferentes fosfolipideos, como também um pequeno numero de cadeias
insaturadas, confirmada pela auséncia do modo vibracional da v(HC=CH) em 3000 cm™ na
Figura 20(b).
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(a) Extrato lipidico da MCF7 em tampdo PBS (b) Extrato lipidico da MCF7 em eritrosina (10~ mol/L)
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Figura 21: evolucdo da érea relativa (A/Ao) para as monocamadas do extrato lipidico da MCF7
em (a) tamp&o PBS e em (b) solucéo de eritrosina (10 mol/ L) para os filmes ndo-irradiado
(preto) e irradiado (vermelho). Ao € a area extrapolada nas isotermas do extrato lipidico da
MCF7 em 30 mN/m. O valor de p foi calculado a partir do teste anova one way Tukey para
checar a diferenca significava entre as monocamadas irradiadas e ndo-irradiadas. (c) Esquema
das possiveis reacdes que resultam em aldeidos de fosfolipideos e permeabilizacdo de
membrana: 1) clivagem de hidroperdxido e (I1) cisdo de radical alcoxil (Adaptado de [155]).

6.2.2. Efeitos toxico e fototdxico da Eritrosina B em cultivo in vitro da MCF7

Os efeitos toxicos e fototoxicos de diferentes concentraces da eritrosina (de 10 a 10°
® mol/ L) incubada nas células MCF7 por 3, 24 e 48 h foram monitorados pelo ensaio com
adicdo do sal do MTT como mostrado na Figura 22((a), 22(b) e 22(c)), respectivamente. Ndo
foram observados efeitos toxicos significativos até 24 h de incubacdo (Figura 22(a) e 22(b)),
independente da concentracao de eritrosina. O aumento da viabilidade acima de 100% para as
concentragdes acima de 50 x10® mol/ L, sugerem alta taxa de metabolizagdo mitocondrial
devido ao inicio da cascata apoptotica [121,156,157]. Uma reducdo significativa (p< 0,05) de
aproximadamente 20% na viabilidade celular € observada em 48 h de incubacdo (Figura 22(c))
nas concentragdes acima de 80 x10°® mol/ L. A incorporagdo da eritrosina nas células pode ser
visualizada pelas microscopias confocais, como ilustrado na Figura 22(d — g) para 24 h de

incubag&o com 1,25, 10 e 100 x10° mol/ L de eritrosina. A membrana celular (verde) e o ntcleo
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(azul) das células foram marcados, enquanto a fluorescéncia da eritrosina foi registrada em
vermelho. Quanto maior a concentracao de eritrosina, maior o sinal de fluorescéncia detectado,
sugerindo maior incorporacdo do fotossensibilizador. Além disso, a adsorcéo da eritrosina na
membrana celular é provavel, uma vez que ambos o0s sinais de fluorescéncia se sobrepdem,
corroborando os dados das monocamadas de Langmuir (Figura 18).

A fototoxicidade desencadeada pela irradiacdo reduz a viabilidade celular em mais de
75% em 2,5 x10°® mol/ L de eritrosina incubada por 3 e 24 h, atingindo quase 90% em 48 h de
incubacdo. Embora a eficiéncia fotodinamica de FS derivados da cercosporina [158], hipericina
[159] e ftalocianina [159] ter sido explorada em células MCF7, a comparagdo com esses
resultados ndo sdo diretas devido as diferengas no tempo de incubacgéo e da irradiagdo. Como a
alta taxa de mortalidade é observada em poucas horas de incubacéo (3 h) e baixa concentracdo
de eritrosina (2,5 x10® mol/ L), uma maior eficiéncia fotodindmica em reduzir a viabilidade

celular pode ser sugerida.
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Ensaio de MTT Microscopias confocais

. (a) 3 h de incubagio
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Figura 22: efeitos tdxicos (linha preta) e fototdxicos (linha verde) da eritrosina na cultura in
vitro de células MCF7 acessado pelo ensaio de MTT. A viabilidade celular foi mensurada para
células incubadas por (a) 3, (b) 24 e (c) 48 h com diferentes concentrac6es de eritrosina (de 10
$a10°mol/ L). CC corresponde ao controle celular, CM ao controle de morte e CL ao controle
de luz. Imagens de microscopias de fluorescéncia confocais registradas para (d) controle celular
e 24 h de incubacdo com (e) 1,25, (f) 10 e (g) 100 x10°® mol/ L de eritrosina. A membrana
plasmatica (verde) das células MCF7 foram marcadas com WGA Alexa Fluor®e o n(icleo (azul)
com DAPI, enquanto a fluorescéncia da eritrosina (vermelho) foi registrada em 620 nm.

Para determinar os mecanismos de morte celular desencadeados pelos danos
fotodindmicos nas células MCF7, a citometria de fluxo foi realizada com 3, 24 e 48 h de
incubagdo e com 1,25, 10 e 100 x10® mol/ L de eritrosina. O espalhamento de luz frontal (FSC)
e lateral (SSC) mostrado na Figura 23 para as culturas ndo-irradiadas e irradiadas fornecem
informagdes sobre o tamanho celular e a granulometria, respectivamente [120]. Células ndo-

irradiadas e incubadas por 3 h com 1,25, 10 e 100 x10® mol/ L de eritrosina foram pouco
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afetadas. Independente da concentracdo, 0 aumento no tempo de incubagdo de 24 para 48 h
direcionam a populacéo para valores maiores de FSC e menores de SSC devido ao aumento das
dimensGes celulares e diminuicdo na granulometria, respectivamente. Esses efeitos sdo
caracteristicos de processo de apoptose tardia, 0 que pode indicar comprometimento da
membrana celular, mesmo na auséncia da irradiacdo [120,124]. Nesse estagio, a atividade
mitocondrial é elevada [121,123,157], motivo pelo qual as leituras de viabilidade celular (MTT;
Figura 22(b) e 22(c)) permanecem elevadas. A populacéo celular é drasticamente reduzida apos
irradiacio, especialmente a partir de 1,25 x10° mol/ L e 3 h de incubagdo. Os eventos
contabilizados estdo em valores mais baixos de FSC e SSC, sugerindo fragmentos celulares.
Isto indica perda da permeabilidade celular devido a ruptura da membrana plasmatica, o que é
caracteristico do processo necrotico de morte celular.

Espalhamento de luz frontal (FSC) e lateral (SSC)
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Figura 23: (a) espalhamento de luz frontal (FSC) e lateral (SSC) analisados para o controle de
celular e de luz das células MCF7. Células ndo-irradiadas e irradiadas incubadas com 1,25, 10
e 100 x10°° mol/ L de eritrosina por 3, 24 e 48 h.

Células em apoptose ou necrose também foram caracterizadas pelo protocolo de dupla

marcagdo com Anexina V/ iodeto de propidio (PI), quando incubadas por 3, 24 e 48 h com 1,25
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e 10 x10° mol/ L de eritrosina, como mostrado na Figura 24 para células MCF7. Os resultados
com 100 x10° mol/ L de eritrosina foram significativamente comprometidos pela alta
fluorescéncia e ndo sdo mostrados. Fosfatidilserinas sdo expressas na camada externa da
membrana plasmatica quando as células estdo em apoptose, as quais podem ser especificamente
marcadas com Anexina V. Por outro lado, o contetido nuclear é exposto nas células em necrose
permitindo a marcagdo com PI1 [120,144]. A auséncia de marcagéo (duplo negativo) caracteriza
as celulas viaveis (i) enquanto o sinal de fluorescéncia para Anexina V indica células em
apoptose (ii). Células necroticas sdo positivas para Pl (iii) e fluorescéncia dupla positiva para
Anexina V/ PI indicam apoptose tardia (iv) [120]. 82,98+9,31% das células ndo-irradiadas,
incubadas por 3 h com 1,25 x10° mol/ L estdo em apoptose (Figura 24(a)). A populagio em
apoptose tardia aumenta para 35,50£11% e 53,09+23% quando o tempo de incubacdo aumenta
para 24 e 48 h, respectivamente. Considerando a concentracio de 10 x10 mol/ L de eritrosina
(Figura 24(b)), 78,60£1,72% da populacao estdo em apoptose com 3 h de incubagdo enquanto
43,13+18% e 44,22+7,81% das células estdo em apoptose tardia dentro de 24 e 48 h de
incubacdo, respectivamente. Ademais, 7,22+3,74% das células estdo em necrose com 48 h de
incubacdo. Apesar dos valores altos dos desvios padrdes, o aumento da populacdo em apoptose
e apoptose tardia com o aumento da concentracdo da eritrosina e do tempo de incubacdo é
consistente com o0 aumento de eritrosina absorvida pelas células, sugerido pelas microscopias
confocais (Figura 22(d—g)). Além disso, esse resultado corrobora com o aumento da taxa
mitocondrial expressa pelo ensaio com MTT em 24 e 48 h de incubacéo (Figura 22(b) e 22(c)).
Em resumo, mesmo apresentando viabilidade celular pelo MTT (Figura 22(a — c)), a cascata
apoptdtica é desencadeada a partir de 3 h de incubagdo com 1,25 x10°® mol/ L, revelando o
inicio da toxicidade.

A citometria de fluxo para células irradiadas (Figura 24(c) e 24(d)) exibe principalmente
0 aumento da populacdo em apoptose e apoptose tardia com o aumento da concentracdo e do
tempo de incubacdo, o qual é muito similar aos resultados ndo-irradiados. O elevado nimero
de ceélulas viaveis e a pequena populacdo em necrose soa discrepante comparado a alta
fototoxicidade identificado pelo ensaio de MTT, especialmente para a concentracdo de
10 x10® mol/ L de eritrosina. Entretanto, este resultado é uma implicaco direta da ruptura da
membrana plasmatica e da fragmentacéo celular sugerida pelo espalhamento de luz (Figura 23).
Fragmentos celulares com dimensfes micrométricas sao detectadas no fluxo e é provavel que
apresentem marcacdo dupla-negativa para Anexina V/ Pl, contribuindo com o aumento da
populacdo vidvel. Além disso, as células intactas sofreram danos fotodindmicos muito leves,

suportando o perfil apoptotico semelhante das células ndo-irradiadas. Portanto, considerando a
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fragmentacdo sugerida pelo espalhamento de luz (Figura 23), a irradiagdo deve ter
desencadeado necrose na maioria da populagdo celular enquanto as células ndo fragmentadas
estdo em apoptose decorrentes da toxicidade da eritrosina. Resultados similares foram

reportados por Wu et al. [160] na fotossensibilizacao de células MCF7 pelo fotossensibilizador

cloridato de palmatina.
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Figura 24: citometria de fluxo com marcadores para membrana plasmatica (Anexina V) e
nticleo (iodeto de propidio; P1) para células MCF7 com (aec) 1,25 e (b e d) 10 x10° mol/ L de
eritrosina incubados por 3, 24 e 48 h ndo-irradiados e irradiados, respectivamente. * e ns para
p<0,05 e estatisticamente ndo relevantes, respectivamente.

Com o intuito de caracterizar os produtos de oxidacdo gerados, a espectroscopia de
massa foi realizada para células MCF7 ndo-irradiadas e irradiadas incubadas com 1,25, 10 e
100 x10® mol/ L por 24 h. Anélise de componentes principais (PCAs) foram realizadas em
todos os espectros de massa, revelando um padrdo de agrupamento diferente entre o controle
de luz e as amostras incubadas com eritrosina irradiada, como ilustrado na Figura 26(a). 25
valores de massas foram apontados como os marcadores mais relevantes no PCA para
diferenciar as amostras irradiadas com eritrosina, a partir dos quais foram possiveis identificar

por acuracia de massa e reacdo MS/MS, os 5 compostos que correspondem aos fosfolipideos



64

oxidados apresentados na Tabela 2. Ademais, a anélise dos dados nos permite inferir quais dos
lipideos encontrados no controle podem ser os precursores das espécies oxidadas. Alguns
fosfolipideos encontrados no controle parecem ser consumidos uma vez que o sinal de massa
diminuiu significativamente, como mostrado na Figura 25. O mapa de calor na Figura 26(b)
sintetiza a intensidade dos sinais dos principais ions do espectro registrado para o controle
(vermelho) e para eritrosina irradiada (verde). A escala azulada refere-se a menor intensidade
do sinal enquanto a avermelhada ao maior. Portanto, os lipideos oxidados em 748 m/z (Anexo
B — Figura B1) e 610 m/z (Anexo B — Figura B2) podem ser o resultado da oxidacdo da
fosfatidilserinas em 732,4824 m/z [PS (14:0/18:2)]. Os fosfolipideos oxidados em 818 m/z
(Anexo B — Figura B3) e 704 m/z (Anexo B — Figura B4) podem ser o resultado da oxidagdo da
fosfatidilcolinas em 786,6011 m/z [PC (20:02/16:0)] e o fosfolipideo oxidado em 792 m/z
(Anexo B — Figura B5) pode resultar da oxidacdo da fosfatidilcolina em 760,5862 m/z [PC
(12:0/22:1)].
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Figura 25: espectro HRMS no modo ion positivo realizado para células MCF7 (a) controle de
luz e (b) irradiadas com 1,25 x10® mol/ L de eritrosina incubadas por 24 h.
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(a) Analise de componentes principais (PCAs) (b) Mapa de calor
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Figura 26: (a) analise de componentes principais (PCAS) realizado nos dados de espectrometria
de massa gerado para células MCF7 irradiadas e incubadas com 1,25, 10 e 100 x10°® mol/ L de
eritrosina por 24 h. (b) Resultado de agrupamento para os 44 principais recursos no grafico do
PCA, mostrado como um mapa de calor (distancia medida pelo algoritmo Euclidiano e de
agrupamento Ward), indicando as concentragdes relativas de cada intensidade de sinal em cada
grupo respectivo. As setas vermelhas indicam os lipideos oxidados identificados na Tabela 2 e
as setas verdes especificam os lipideos ndo oxidados correspondentes.

Tabela 2: lipideos oxidados presentes nas células expostas a eritrosina e irradiadas.

Massa de ion MS/MS
fosfolipideos Classe Molécula | Oxidag&o
oxidado (m/z)
(m/2)
. PS (14:0/11-hidroxi-9,12- 716, 671, 492, <
748 Fosfatidilserinas octadecadienoil) 730, 701 Alcool
e _ . 283, 355, 311, .
610 Fosfatidilserinas PS (14:0/8-Oxo-octanoil) 255, 564 Aldeido
e PC (16:0/13-hidroxi- 786, 562, 536, | ,. o
818 Fosfatidilcolinas 11,14-docedienoil) 520, 800 Hidroperoxido
T PC (16:0/13-Ox0-11- 611, 480, 657, .
704 Fosfatidilcolinas undecenoil) 672 686 Aldeido
792 Fosfatidilcolinas © C (+2:0/10-hydroperoxi- 745, 760, 774, Hidroperéxido

11-docoenoil) 536, 700
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Em resumo, considerando a adsorcao da eritrosina na membrana plasmaética visualizado
pela microscopia confocal (Figura 22(d —g)), reacdes de oxidacdo da mesma natureza a aquelas
observadas nas monocamadas (Figura 21) sdo provavelmente desencadeadas nas células. A
propagacdo das reacdes de oxidacdo pode liderar a clivagem das cadeias nos sitios de
insaturacgdes, induzindo a abertura de poros na membrana lipidica [27]. Grupos hidroperdxidos
podem gerar decomposicdo, diretamente dos produtos de 'O, resultando na clivagem de
hidroperdxidos (Esquema I, Figura 21(c)). Em adic&o, estados tripletos excitados da eritrosina
podem interagir com os lipideos insaturados e/ ou previamente formar grupos hidroperoxidos,
resultando na formacéo de cisdo-P e aldeidos (Esquema II, Figura 21(c)) [155]. Portanto, a
permeabilizacdo celular da MCF7 pode estar sendo desencadeada pela hidroperoxidagéo e a
subsequente abertura de poros, confirmada pela ruptura da membrana e a fragmentacao celular

observada na citometria de fluxo (Figuras 23 e 24).
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7. Concluséo

Essa dissertacdo teve como objetivo avaliar a fotossensibilizacdo de células derivadas
do carcinoma de orofaringe e mamario pelo fotossensibilizador eritrosina, desde efeitos
moleculares ao mecanismo de morte celular induzido em cultivo in vitro. Para isso, 0S
resultados foram separados de acordo com as linhagens celulares, trazendo primeiro um
conjunto de dados sobre as células derivadas do carcinoma de orofaringe (HEp-2) e em um
segundo momento as células derivadas do cancer de mama (MCF7). Para avaliar a interacao
molecular com eritrosina, monocamadas de Langmuir forma utilizadas. Para o primeiro
conjunto de dados, os filmes de Langmuir foram construidos com os fosfolipideos DOPC,
DOPS e a mistura DOPC/DOPS. Esses lipideos mimetizam as membranas plasmaticas
celulares. Ja para o conjunto de dados envolvendo as células MCF7, produzimos monocamadas
com fosfolipideos proveniente das células, conferindo maior similaridade com os sistemas in
vitro.

Especificamente, a eritrosina é adsorvida através das interacdes eletrostaticas com a
cabeca dos lipideos DOPC, DOPS e também na mistura DOPC/DOPS. Nas monocamadas
compostas pelo extrato lipidico da MCF7, a caracterizacdo FTIR dos filmes Langmuir-Schaefer
(LS) revelaram que a adsor¢do da eritrosina acontece por interacdes secundarias que afetam a
orientacdo do grupo carbonil e a organizacdo das cadeias lipidicas. Sob irradiacdo, as
monocamadas de extrato lipidico contendo eritrosina se tornam mais estaveis sugerindo um
aumento geral da area superficial ocupada pelos lipideos devido a hidroperoxidacdo. Embora
consistente com resultados anteriores envolvendo as monocamadas dos fosfolipideos
insaturados DOPC e DOPS, o aumento de aproximadamente 3,5% é quatro vezes menor do que
0 aumento induzido pela eritrosina em monocamadas de fosfolipideos puros e insaturados,
destacando o impacto da complexidade da membrana. A interacdo da eritrosina com as células
HEp-2 mostrou ser dependente da dose e do tempo. Embora os experimentos com adi¢éo do sal
de MTT revelem toxicidade para concentragdes acima de 25 x10°® mol/ L em 48 h de incubagio,
a citometria de fluxo indicou que a apoptose pode ter iniciado antes, em 24 h de incubacdo com
1,25 x10® mol/ L de eritrosina. O efeito fototoxico foi observado quando a eritrosina foi
irradiada, reduzindo a viabilidade celular para 50% com concentragdes de 10, 3,75 e 1,9 x10°®
mol/ L para 3, 24 e 48 h, respectivamente. Um aumento significativo na populacao de células
necroticas foi iniciado em 1,25 x10° mol/ L de eritrosina até 10 x10° mol/ L, em 24 e 48 h de
incubacdo, quando a viabilidade foi drasticamente reduzida e a maioria das células sofreu
necrose. A correlagdo com o espalhamento de luz frontal (FSC) e lateral (SSC) reforgcaram a

ruptura da membrana plasmatica e a perda do material intracelular. Com as células MCF7, a
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incorporacéo da eritrosina, ja em 3 h de incubagdo com 1,25 x10° mol/ L desencadeia a cascata
apoptdtica, apesar da viabilidade medida nos ensaios de MTT. Por outro lado, a irradiacdo
também diminui significantemente a viabilidade celular em mais de 75% em 2,5 x10® mol/ L
de eritrosina incubada por 3 e 24 h, chegando perto de 90% em 48 h de incubacdo. O
espalhamento de luz frontal (FSC) e lateral (SSC) revelam a ruptura da membrana plasmatica,
0 que é consistente com o processo de morte celular por necrose. De fato, a decomposicao de
hidroperdxidos possivelmente causou a permeabilizacdo da membrana devido a clivagem das
cadeias lipidicas, detectado via espectrometria de massas. Tomados em conjunto, esses
resultados ndo apenas esclarecem os efeitos toxicos e fototoxicos induzidos pela eritrosina, mas
também revela 0 mecanismo subjacente de morte celular sob estresse fotodindmico, o qual é

relevante para as aplicacGes da terapia fotodinamica.
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Tabela Al: lipideos presentes no extrato de membrana usado para montar filmes de Langmuir-

Schaefer (LS). *LipidMaps

Massa

Massa

Erro

) L Aduto Molécula ID*
experimental tedrica (ppm)

PC(6:0/18:0) e/ou LMGP01011228
622.4430  622.4442 -19 [M+H]+ PC(14:0/10:0) e/ou LMGP01012250
PC(12:0/12:0) e/ou LMGP01010429
PS(12:0/14:1) e/ou LMGP03010046

650.4015  650.4028 -2.0 [M+H]+
PS(14:1/12:0) LMGP03010109
DG(18:3/22:6/0:0) e/ou  LMGL02010242
663.4970  663.4983 -2.0 [M+H]+ DG(18:4/22:5/0:0) e/ou LMGL02010520
DG(20:4/20:5/0:0) e/ou  LMGL02010217
PS(12:0/14:1) e/ou LMGP03010046

672.4198  672.4211 -1.9 [M+Na]+
PS(14:1/12:0) LMGP03010109
676.4195 676.4184 1.6 [M+H]+ PS(14:1/14:1) LMGP03010919
PS(12:0/16:1) e/ou LMGP03010049
PS(14:0/14:1) e/ou LMGP03010094

678.4354  678.4341 19 [M+H]+
PS(14:1/14:0) e/ou LMGP03010111
PS(16:1/12:0) LMGP03010201
DG(18:3/22:6/0:0) e/ou  LMGL02010242
685.4788  685.4802 -2.0 [M+Na]+ DG(18:4/22:5/0:0)e/ou LMGL02010520
DG(20:4/20:5/0:0) e/ou  LMGL02010217
PS(12:0/18:2) e/ou LMGP03010053
PS(14:1/16:1 e/ou LMGP03010115

7045575 7045589 -2.0 [M+H]+
PS(16:1/14:1) e/ou LMGP03010204
PS(18:2/12:0) e/ou LMGP03010340
PS(14:1/16:0) e/ou LMGP03010114
PS(16:0/14:1) e/ou LMGP03010193

706.5367  706.5381 -2.0 [M+H]+
PS(16:1/14:0) e/ou LMGP03010203
PS(18:1/12:0) LMGP03010322
PS(12:0/20:2)) e/ou LMGP03010060

732.4824 7324810 19 [M+H]+
PS(14:1/18:1) e/ou LMGP03010120


https://metlin.scripps.edu/metabo_info.php?molid=82381
https://metlin.scripps.edu/metabo_info.php?molid=82381
https://metlin.scripps.edu/metabo_info.php?molid=77775

734.4981

754.5366

758.5696

7344967 1.9

754.5381 -2.0

758.5694 0.3

[M+H]+

[M+K]+

[M+H]+

PS(18:1/14:1) elou
PS(18:2/14:0) e/ou
PS(20:2/12:0) e/ou
PS(14:0/18:2) e/ou
PS(16:1/16:1)
PS(12:0/20:1) e/ou
PS(14:1/18:0) e/ou
PS(16:1/16:0) e/ou
PS(18:0/14:1) e/ou
PS(20:1/12:0) e/ou
PS(18:1/14:0) e/ou
PS(16:0/16:1)
PE(16:0/18:2) e/ou
PE(22:2/12:0) e/ou
PE(12:0/22:2) elou
PE(20:2/14:0) e/ou
PE(20:1/14:1) e/ou
PE(18:2/16:0) e/ou
PE(18:1/16:1) e/ou
PE(16:1/18:1) e/ou
PE(14:1/20:1) e/ou
PE(14:0/20:2)
PC(22:2/12:0) e/ou
PC(12:0/22:2) elou
PC(16:0/18:2) e/ou
PC(16:1/18:1) e/ou
PC(18:0/16:2) e/ou
PC(18:1/16:1) e/ou
PC(18:2/16:0) e/ou
PC(20:1/14:1) e/ou
PC(20:2/14:0) e/ou
PC(14:1/20:1) e/ou

70

LMGP03010324
LMGP03010342
LMGP03010558
LMGP03010927
LMGP03010964
LMGP03010059
LMGP03010119
LMGP03010207
LMGP03010309
LMGP03010528
LMGP03010882
LMGP03010909
LMGP02010042
LMGP02011071
LMGP02010379
LMGP02010873
LMGP02010844
LMGP02011194
LMGP02011198
LMGP02011220
LMGP02010441
LMGP02010416
LMGP01012035
LMGP01011336
LMGP01010585
LMGP01010688
LMGP01010745
LMGP01010887
LMGP01010920
LMGP01011808
LMGP01011837
LMGP01011398



760.5862

780.5498

782.5654

760.5851

780.5514

782.5670

1.4

-2.0

-2.0

[M+H]+

[M+Na]+

[M+Na]+

PC(14:0/20:2)
PC(16:0/18:1) e/ou
PC(22:1/12:0) e/ou
PC(12:0/22:1) elou
PC(18:1/16:0) e/ou
PC(16:1/18:0) e/ou
PC(14:0/20:1) e/ou
PC(14:1/20:0) e/ou
PC(18:0/16:1) e/ou
PC(20:0/14:1) e/ou

PC(20:1/14:0)
PC(22:2/12:0) e/ou
PC(12:0/22:2) elou
PC(16:0/18:2) e/ou
PC(16:1/18:1) e/ou
PC(18:0/16:2) e/ou
PC(18:1/16:1) e/ou
PC(18:2/16:0) e/ou
PC(20:1/14:1) e/ou
PC(20:2/14:0) e/ou
PC(14:1/20:1) e/ou

PC(14:0/20:2)
PC(16:0/18:1) e/ou
PC(22:1/12:0) e/ou
PC(12:0/22:1) e/ou
PC(18:1/16:0) e/ou
PC(16:1/18:0) e/ou
PC(14:0/20:1) e/ou
PC(14:1/20:0) e/ou
PC(18:0/16:1) e/ou
PC(20:0/14:1) e/ou

PC(20:1/14:0)
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LMGP01011373
LMGP01010005
LMGP01012004
LMGP01011335
LMGP01010884
LMGP01011483
LMGP01011372
LMGP01011397
LMGP01010744
LMGP01011787
LMGP01011807
LMGP01012035
LMGP01011336
LMGP01010585
LMGP01010688
LMGP01010745
LMGP01010887
LMGP01010920
LMGP01011808
LMGP01011837
LMGP01011398
LMGP01011373
LMGP01010005
LMGP01012004
LMGP01011335
LMGP01010884
LMGP01011483
LMGP01011372
LMGP01011397
LMGP01010744
LMGP01011787
LMGP01011807



786.6011

788.6148

808.5811

786.6007

788.6164

808.5827

0.5

-2.0

-2.0

[M+H]+

[M+H]+

[M+Na]+

PC(18:1/18:1) e/ou
PC(18:2/18:0) e/ou
PC(22:1/14:1) elou
PC(14:1/22:1) elou
PC(16:0/20:2) e/ou
PC(18:0/18:2) e/ou
PC(16:1/20:1) e/ou
PC(20:2/16:0) e/ou
PC(14:0/22:2) elou
PC(20:1/16:1) e/ou
PC(22:2/14:0)
PC(16:0/20:1) e/ou
PC(14:0/22:1) e/ou
PC(22:1/14:0) e/ou
PC(18:0/18:1) e/ou
PC(18:1/18:0) e/ou
PC(20:1/16:0) e/ou
PC(22:0/14:1) elou
PC(20:0/16:1) e/ou
PC(14:1/22:0) e/ou
PC(16:1/20:0)
PC(18:1/18:1) e/ou
PC(18:2/18:0) e/ou
PC(22:1/14:1) e/ou
PC(14:1/22:1) elou
PC(16:0/20:2) e/ou
PC(18:0/18:2) e/ou
PC(16:1/20:1) e/ou
PC(20:2/16:0) e/ou
PC(14:0/22:2) elou
PC(20:1/16:1) e/ou
PC(22:2/14:0)

72

LMGP01010836
LMGP01010935
LMGP01012007
LMGP01012133
LMGP01011469
LMGP01010766
LMGP01011489
LMGP01011841
LMGP01011377
LMGP01011812
LMGP01012037
LMGP01011468
LMGP01012129
LMGP01012218
LMGP01010753
LMGP01010840
LMGP01011811
LMGP01011980
LMGP01011790
LMGP01011404
LMGP01011488
LMGP01010836
LMGP01010935
LMGP01012007
LMGP01012133
LMGP01011469
LMGP01010766
LMGP01011489
LMGP01011841
LMGP01011377
LMGP01011812
LMGP01012037
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Figura Bl: espectro MS/MS de 748 m/z para espécies de lipideos oxidados presentes nas

células MCF7 ap0s irradiagdo com eritrosina.
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Figura B2: espectro MS/MS de 610 m/z para espécies de lipideos oxidados presentes nas

células MCF7 ap0s irradiacdo com eritrosina.
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Figura B3: espectro MS/MS de 818 m/z para espécies de lipideos oxidados presentes nas

células MCF7 ap0s irradiagdo com eritrosina.
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Figura B4: espectro MS/MS de 704 m/z para espécies de lipideos oxidados presentes nas

células MCF7 ap0s irradiagdo com eritrosina.
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Figura B5: espectro MS/MS de 792 m/z para espécies de lipideos oxidados presentes nas

células MCF7 ap0s irradiacdo com eritrosina.
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