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Resumo

RESUMO

Estudo da Actividade Anti-tumoral de Complexos Organometalicos

Estudos anteriores demonstraram que 0s complexos organometalicos de
molibdénio (Il) possuem boas actividades anti-tumorais. Assim, sintetizaram-se
novos complexos, de forma a expandir a gama de compostos com estas
caracteristicas, e realizar experiéncias mais esclarecedoras.

A maioria dos complexos estudados apresentou actividades anti-tumorais
interessantes. Foram feitos testes de inibicdo de crescimento para 8 compostos (A, B,
C, D, E, F, G e H) em trés linhas celulares: HeLa (linha celular derivada do cancro
cervical humano), MCF-7 (linha celular derivada do cancro mamario humano) e
N1E-115 (neuroblastoma derivado de rato, células ndo diferenciadas e
diferenciadas). As células foram incubadas com o0s compostos numa gama de
concentracdes (1 a 1000 uM) durante 48 horas. O efeito antiproliferativo foi medido
pelo ensaio do MTT. Os valores de ICs, obtidos para os diferentes compostos,
variaram entre 2,1 e 458,6 UM, apresentando diferencas entre as linhas celulares.

Estudou-se igualmente a estabilidade dos compostos durante o tempo de
incubacdo, e concluiu-se que os compostos B e E mantém a sua estrutura.

Para avaliar a possibilidade de intercalacdo dos compostos com a molécula de
DNA, efectuaram-se estudos espectrofotométricos e determinou-se a viscosidade de
solugdes de DNA com diferentes concentraces de compostos. Os resultados obtidos
parecem indicar que os compostos B, G e H séo intercaladores.

Finalmente, os estudos bioldgicos, mostraram que existe degradacdo do DNA
das células incubadas com os compostos. Embora a analise morfologica e a
citometria de fluxo permitissem identificar células em apoptose, esta ndo foi
detectada por electroforese. Por citometria de fluxo foi também possivel detectar o
aumento de espécies reactivas de oxigénio nas células incubadas com os compostos
em estudo. Os mecanismos de accdo dos compostos parecem assim envolver a
inducdo de apoptose e a producdo de espécies reactivas de oxigénio, contudo os
estudos realizados ndo permitiram esclarecer a relevancia de cada um destes
processos.

Palavras-chave: molibdénio, inibicdo do crescimento celular, células cancerigenas,
apoptose, DNA



Abstract

ABSTRACT

Antitumoral activity studies of organometallic complexes

Organometallic complexes of molybdenum (1I) have shown antitumor
activity in previous studies. In order to expand the range of compounds and to
perform more complete experiments, new complexes were synthesized.

The majority of organometalic studied complexes have interesting
antitumoral properties. Cytotoxicity studies were developed for 8 compounds (A, B,
C, D, E, F, G and H), in three cell lines: HelLa (cervical cancer cells), MCF-7 (breast
cancer cells) and N1E-115 (mouse neuroblastoma cells, in two different states: non-
differentiated, and differentiated). Cells were incubated with compounds in
concentrations ranging from 1 to 1000 uM, during 48 hours. The antiproliferative
effect was evaluated using MTT viability assay. The ICso values ranged from 2, 1 to
458,6 UM, showing some differences between the cell lines.

Stability studies were performed and showed that both compounds B and E,
kept their structure during the incubation intervals.

Spectrofotometric assays and determination of the viscosity of DNA solutions
with increasing amounts of compounds were undertaken to evaluate the possibility of
interaction between the compounds and the DNA molecule. The results showed that
B, G and H compounds may be intercalative agents.

Electrophoresis of cellular DNA confirmed the degradation of DNA after the
incubation of the cells with the compounds. Morphological analysis of cells, by
staining with Hoechst 33342 and flow cytometry, allowed the identification of
apoptotic cells. Flow cytometry showed the increase of reactive oxygen species
(ROS) in cells incubated with the compounds. The results didn’t allow the
elucidation of the relevance of each of these processes, but suggest that the
mechanisms of action of the compounds are related to the induction of apoptosis and
production of ROS.

Keywords: molybdenum; cancer growth inhibition; cancer cells; apoptosis, DNA
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1.1 Biologia do cancro

Todas as nossas células tém uma duracdo de vida limitada, de modo a
poderem ser substituidas por células mais saudaveis. Quando termina o seu tempo de
vida natural, as células vizinhas intervém para remover os detritos. A este processo
de morte da-se o nome de apoptose. Quando funciona em condi¢des normais, ajuda a
manter um bom equilibrio entre células mortas e células novas. Contudo, este
processo pode funcionar de forma desordenada e descontrolada dentro de um tecido,
fazendo com que se inicie a producdo de uma massa celular diferenciada do resto, a
que se da o nome de tumor. Este pode apresentar-se de duas formas: ndo invasiva e
invasiva. Na forma ndo invasiva fazem parte um conjunto de células que
permanecem “encapsuladas” no local de origem, sem produzir danos maiores nos
tecidos adjacentes. Neste caso considera-se 0 tumor benigno; este tipo de tumor nao
avanca necessariamente para a malignidade e normalmente mantém-se parecido com
0 tecido de origem. Nem todos o0s tipos de tecidos estdo implicados e muitas vezes
estdo separados do tecido normal por uma espécie de membrana de tecido
conjuntivo. N&o se diferenciam muito das células normais e os problemas clinicos
surgem, em muitos casos, de maneira indirecta por pressdo da massa tumoral sobre
nervos ou outros tecidos proximos. O tumor pode também apresentar-se na forma
invasiva, quando, para além das células crescerem e proliferarem
descontroladamente, tém a capacidade de invadir e se dispersar para outros tecidos,
com producdo de metastases (tumores secundarios originados pela disseminacdo de
células cancerosas precedentes de outro tumor). Neste caso o tumor € conotado como
maligno. Ao contrario do benigno, este apresenta numerosas anormalidades
citoldgicas, tais como, variagdes na forma e tamanho, aumento da densidade e
tamanho do nucleo celular, mitoses descontroladas, ndo se “encapsulam” e destroem
a membrana basal invadindo os vasos sanguineos e nodulos linfaticos (Perera, 1997).
A estas células chamar-se-d0, a partir de agora, de células cancerigenas, sendo a
doenca denominada de cancro. Outra designacdo possivel é neoplasia, que significa
multiplicacdo progressiva de células, que também se pode iniciar a partir de células

normais, em qualquer tecido saudavel (Lowe & Lin, 2000).
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O cancro é um processo multifasico que se desenvolve ao longo do tempo.
Esta doenca surge entdo como uma consequéncia da desregulacéo do ciclo celular,
resultando numa perda progressiva da diferenciacdo celular e num crescimento
celular descontrolado (Garret, 2001). A origem deste fendmeno é multifactorial,
compreendendo varios factores, entre os quais, ambientais (e.g. produtos quimicos,
exposicdo a radiacdo UV, radiacdo ionizante ou a luz solar), modo de vida
(alimentacdo, consumo de bebidas alcodlicas, uso de drogas ou de tabaco), assim
como factores genéticos e hereditarios (Hanahan & Weinberg, 2000).

As células cancerigenas divergem das células normais em varias
caracteristicas, como perda de diferenciacdo, aumento da capacidade de invaséo e
diminuicdo da sensibilidade a drogas. Para além disso, podem dar-se variadas
alteracbes cromossdmicas, como a perca ou ganho de cromossomas, mudancas na
ploidia ou aberrages estruturais (Garret, 2001).

As principais causas de morte dos paises desenvolvidos sdo as doencas
cancerigenas juntamente com doencas cardiovasculares (Fig 1). Apesar de estarem a
ser feitos grandes progressos para desvendar os processos moleculares, celulares e
genéticos que originam o cancro, este conhecimento ainda ndo permitiu obter curas
significativas (Srivastava, 2003). Desta forma, 0s projectos mais recentes baseiam-se
na deteccdo precoce da doenca e dependem dos avangos em variadas areas, como
cirurgia, radioterapia e quimioterapia, sendo que, uma vez espalhado o tumor

metastatico a quimioterapia provavelmente a Unica solucdo (Ho et al., 2003).

280

1- Doencas cardiovasculares
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Fig. 1: Dez principais causas de morte: taxas de mortalidade. (Dados retirados do National Heart
Lung and Blood Institute, estudo realizado nos Estados Unidos em 2004).
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1.2 Apoptose no cancro

A morte celular pode ocorrer por apoptose ou necrose (Fig. 2), podendo
também ocorrer por mecanismos com caracteristicas de ambas as vias (Lowe & Lin,
2000; Golstein & Kroemer, 2007).

Fagacitose por
macrofagos ou
células vizimhas

Inflamacio

Fig. 2: Esquema ilustrativo das alteracdes morfoldgicas e bioquimicas que ocorrem durante 0s

fendmenos de apoptose e de necrose (Adaptado de [1]).

A necrose é o processo resultante de uma disfuncédo celular aguda em resposta
a condicdes de stress ou apos exposicao das células a agentes toxicos. E um processo
passivo, associado a uma rapida deplecdo de ATP celular. Morfologicamente, a
necrose caracteriza-se pelo aumento do volume celular e pela ruptura da membrana
plasmatica, seguida da libertacdo dos compostos degradados para o0 meio intercelular
(Fig. 2). A libertagdo desses contetidos pode provocar danos nas células vizinhas,
assim como resultar no desenvolvimento de uma resposta inflamatéria. Por outro
lado, a apoptose é um processo activo de morte celular programada que desempenha
um papel crucial na homeostasia e no desenvolvimento das células. Este processo
permite a remocao das células danificadas ou indesejadas, que de alguma forma vao
prejudicar o bom funcionamento das células circundantes (Leist & Jaattela, 2001).

Durante a apoptose ocorre a diminuicdo do tamanho celular, condensacdo da

4
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cromatina e formacédo de corpos apoptoticos (vesiculas de pequenas dimensdes que
contém no seu interior componentes celulares que sdo posteriormente fagocitados
por células adjacentes) (Fig. 2). Para além disso, verifica-se a clivagem da molécula
de DNA em regides internucleossomicas, resultando no aparecimento de fragmentos
de DNA. O conhecimento das vias activadoras deste processo de morte celular ndo
esta todavia totalmente compreendido, mas sabe-se que estdo envolvidas varias
proteinas que vao ser activadas e reformuladas promovendo a sinalizacdo sequencial.
A apoptose ocorre por meio de duas vias principais: a via extrinseca ou
citoplasmatica, que é activada pelo receptor de morte Fas, membro da familia de
receptores do factor de necrose tumoral (TNF); a segunda é a via intrinseca ou
mitocondrial que, quando estimulada, leva a libertacdio do citocromo c¢ do
mitocondrio e a activacdo do sinal de morte. Esta via é despoletada por stress intra e
extracelular, como a supressdo de factores de crescimento, hipoxia e danos na
molécula de DNA. Ambas as vias convergem para uma via final comum que envolve
a activacdo de caspases (proteases especificas para o acido aspartico). As proteases
existem no citoplasma, como precursores inactivos de enzimas, no espaco
intermembranar e na matriz nuclear. Estes enzimas séo responsaveis pela clivagem e
activacdo de moléculas reguladoras e estruturais, levando a morte da célula (Ghobrial
et al., 2005; Golstein & Kroemer, 2007). As células apoptéticas sdo fagocitadas
muito rapidamente, minimizando a resposta inflamatoria e possibilitando a
sobrevivéncia das restantes células (Leist & Jaattele, 2001; Jarzab & Stryjeaka-
Zimmer, 2008). Tanto a necrose como a apoptose podem resultar da exposicdo a
stress oxidativo, tema abordado no ponto seguinte (1.3).

Um dos avangos mais importantes foi a constatacdo de que a apoptose e 0S
genes que controlam este processo tém um grande peso no surgimento do fendtipo
maligno (Rudin & Thompson, 1997). Por exemplo, j& é do conhecimento comum que
certas mutacGes oncogeénicas vao perturbar o processo normal de apoptose, levando
ao aparecimento do tumor, a sua progressao ou mesmo metastase (Kerr et al., 1972;
Simstein et al., 2003).

O processo de apoptose é essencial para o desenvolvimento e subsisténcia da

vida. E definida como um conjunto de mudancgas morfoldgicas discretas que levam a



Estudo da Actividade Anti-tumoral de Complexos Organometalicos Introdugéo

morte da célula, com a destruicdo inerente do DNA, compactacdo e segregacao da
cromatina ao longo da membrana nuclear (Simstein et al.,, 2003). Este
acontecimento tornou-se um foco de interesse cada vez maior na area da oncologia,
pois a desregulardo do seu processo pode provocar a malignidade de alguns tumores
e, porque varios dos tratamentos anti-tumorais actuam por inducdo da apoptose
(Belloc et al., 1994; Kerr et al., 1994). Varios estudos bioldgicos indicam que o
primeiro alvo intracelular dos compostos anticancerigenos ¢ o DNA, sendo que a
interaccdo destas moléculas com o DNA vai provocar-lhe danos, blogueando a
divisdo e levando a morte (Zhang et al., 2005).

Assim sendo, um dos focos das descobertas na area da oncologia é de
identificar moléculas importantes na regulacdo da apoptose das células tumorais
(Lovborg et al., 2004).

1.3 Stress Oxidativo

O oxigénio apareceu na atmosfera terrestre hé cerca de 2 biliGes de anos. Nesta
altura apenas existiam organismos anaerdbios, que necessitaram de se adaptar as
novas condi¢des do meio envolvente. Comecaram entdo a surgir organismos capazes
de realizar tanto, processos aerObios como anaerébios. Mais tarde deu-se o
aparecimento de espécies que utilizam o oxigénio como Unica fonte de obtencéo de
energia, organismos aerébios (Behl & Moosmann, 2002).

Os organismos aerobios produzem e degradam espécies reactivas de oxigénio
(ROS), dando origem tanto a concentracgdes fisiologicas (resultantes da realizacéo de
funcGes celulares normais), como a quantidades excessivas que, ao ultrapassarem as
defesas anti-oxidantes naturais ddo origem a um estado denominado de stress
oxidativo. Resumidamente, o stress oxidativo pode resultar de dois factores: da
diminuicdo e/ou deplecdo dos anti-oxidantes, devido a mutagdes afectando enzimas
antioxidantes ou da reducdo dos constituintes essenciais na dieta humana; ou da
producéo elevada de espécies reactivas de oxigénio e de azoto, por exemplo através

da exposicdo a niveis elevados de oxigénio ou da presenca de toxinas que Sao
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metabolizadas para produzir ROS. Devido aos seus potenciais efeitos indesejaveis,
as espécies reactivas de oxigénio e todos os eventos associados ao stress oxidativo
tém sido relacionados com uma grande variedade de patologias, nas quais se inclui o
cancro (Benhar et al., 2002; Ushio-Fukai, 2009) e envelhecimento (Spiteller, 2007)

Os radicais livres intracelulares (moléculas livres de baixo peso molecular,
com um electrdo desemparelhado) séo considerados ROS. Estudos realizados por
Tonissen & Trapani (2009) demonstraram que o mitocondrio € a principal fonte de
radicais livres intracelulares. Esse facto deve-se a presenca da cadeia de transporte de
electrGes, onde cerca de 95 % do oxigénio é reduzido pelo citocromo oxidase,
levando o restante a formacao de radicais livres. Uma diminuigdo da actividade do
citocromo oxidase pode assim levar a uma maior libertacdo de radicais livres a partir
da cadeia respiratoria mitocondrial.

O anido superoxido (02" ) e o peroxido de hidrogénio (H,0,) estdo presentes
em varios cancros em quantidades desmedidas (Benhar et al., 2002). O superdxido é
uma das mais nocivas espécies reactivas de oxigénio. A sua formacdo ocorre na
membrana mitocondrial interna pela adicdo de um electrdo ao oxigénio molecular
induzido pelo NADPH oxidase. Este radical ndo é capaz de atravessar as membranas
lipidicas, limitando a sua ac¢éo ao local onde é produzido. Por sua vez, o perdxido de
hidrogénio (H,0,), embora ndo seja um radical livre, também é considerado uma
espécie reactiva de oxigénio, uma vez que pode funcionar como intermediario na
producdo de espécies mais reactivas. O perdxido de hidrogénio tem a capacidade de
atravessar as membranas biol6gicas, o que lhe confere uma maior perigosidade.
(Spiteller, 2007; Ushio-Fukai & Nakamura, 2009).

1.4 Agentes anti-cancerigenos — compostos inorganicos

A grande maioria dos agentes anti-cancerigenos actua inibindo as mitoses,
interferindo com o metabolismo dos &cidos nucleicos ou promovendo distirbios
especificos nos processos bioquimicos, como a inibicdo de reaccGes enzimaticas

chaves. De acordo com o seu modo de accdo, podem ser classificados em quatro
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classe de agentes (Salaman et al., 1981; Martinez & Chacdn-Garcia, 2005): agentes
alquilantes, promovem a libertacdo de radicais alquilo, ap6s metabolizacdo.
Apresentam normalmente 2 ou mais grupos ciclicos ou grupos terminais insaturados,
ou sdo convertidos nestas formas em meio aquoso. Por sua vez, os grupos formados
tém a capacidade de se ligar a outras moléculas, podendo fazer ligagcdes cruzadas
com o DNA, blogueando a sua divisdo (exemplos: mostarda de azoto,

ciclofosfamida, cisplatina); antimetabolitos que vao interferir na sintese de proteinas

por competicdo e bloqueio de receptores especificos. Interferem também, na
biossintese de purinas e pirimidinas, inibindo a producdo de precursores normais,
privando as células de substratos ou co-factores essenciais a sintese do DNA. De
forma geral estes agentes actuam nas células que se encontram no periodo S do ciclo
celular (exemplos: andlogos do acido folico e de purinas ou pirimidinas); antibidticos
ou alcaldides (medicamentos obtidos naturalmente) que sdo substancias provenientes
de plantas ou microorganismos que tém a capacidade de se ligar a proteinas dos
microtUbulos célulares, interferindo com a formacdo do fuso cromatico, levando a
interrupcdo da divisdo mitotica, na metafase (e.g. extraidos de plantas — vincristina,
vimblastina; enzima — 1- asparginase) (Salaman et al., 1981) e por Gltimo agentes
intercalantes, moléculas que se inserem perpendicularmente no DNA, sem formarem
ligacbes covalentes. As forcas que mantém a estabilidade entre o complexo
intercalador-DNA sdo as forcas de van der Waals, ligacGes de hidrogénio e /ou
forcas eléctricas (Martinez & Chacon-Garcia, 2005). Este tipo de agentes vai impedir
a replicacéo e transcrigéo celular, por inibicdo do topoisomerase Il, tal como se pode
observar na figura 3 (e.g. brometo de etidio, derivados de acridina e antraciclina).
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& poptose gemntoe
Nlorte celnlar

Fig 3: Representacdo do mecanismo de intercalagdo com a molécula de DNA, por inibicdo da
topoisomerase Il e consequentemente morte celular. (Adaptado de Martinez & Chacén-
Garcia, 2005).

Os compostos inorganicos, em particular os metais, sdo essenciais a Vvida,
participando em variados processos bioguimicos vitais, como é o caso do ferro,
responsavel pela cor avermelhada do sangue e primordial no transporte de oxigénio a
todas as células, ou mesmo o cobre, indispensavel ao organismo dos mamiferos,
devido a sua associacdo em processos de producdo de hemoglobina, assim como nas
plantas devido ao papel preponderante na formacdo de clorofila. Porém, muito deles
apresentam uma elevada toxicidade, o que adiou o interesse dos cientistas em
desenvolver aplicacbes terapéuticas com estes complexos metalicos (Bonire &
Fricke, 2001).

O processo de reconhecimento da eficiéncia farmacoldgica dos metais foi
lento. Data do inicio do século XX, o aparecimento dos primeiros medicamentos
contendo metais (e.g. salvarsan, medicamento contendo arsénio eficiente no
tratamento da sifilis; novasural e saligran, medicamentos contendo mercdrio e usados
como agentes diuréticos) (Matos, 2001).

Apenas no final dos anos 70 se provou o impacto dos complexos metalicos na
medicina devido a descoberta de Rosenberg e seus colaboradores de um complexo de
estrutura plana de platina (Pt), a que se deu o nome de cisplatina (cis-
diaminodicloroplatina (1), cis-Pt(NHs).Cl,) (Fig. 4), com capacidade de inibicdo da
divisdo bacteriana. Este composto foi aprovado como droga anti-cancerigena em
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1978 (Jakupec et al., 2007) e, continua a ser usado em cerca de 50-70 % dos
pacientes com cancros, com uma actividade particular em tumores sélidos, cancro

do testiculo, dos ovarios, bexiga e pescoco (Kelland et al., 1999; Pereira et al., 2008).

Actualmente as principais classes de anti-tumorais com metais incluem:
platina (I1), ouro (I) e ouro (I11), metalopurinas, ruténio (I1) e ruténio (I11), bismuto
(1), rénio (1) e cobre (11) (Wang & Chiu, 2008).

Nos dias de hoje, a cisplatina continua a representar o farmaco mais potente
na terapia do cancro. Pensa-se que a sua accdo se da no DNA através da ligacdo aos
atomos N-7 das purinas que estdo colocados na volta maior da dupla hélice e nao
estdo envolvidos nas ligagdes de hidrogénio dos pares de bases. Esta ligacdo vai
causar danos na molécula levando assim a morte celular (Ho et al., 2003; Wang &
Chiu, 2008). Este composto apresenta, no entanto, efeitos secundarios muito
agressivos tais como, nefrotoxicidade, nauseas e vémitos (Ho et al., 2003). Para além
disso, muitos dos cancros humanos tém uma resisténcia inata a cisplatina, ou
adquirem-na durante o tratamento (Pereira et al., 2008). Num esforco para
ultrapassar estes problemas, tém sido estudadas versdes modificadas deste composto
(os chamados andlogos ou drogas de segunda geragdo), tais como o complexo
carboplatina, que apresenta uma toxicidade reduzida e a satraplatina que foi o
primeiro farmaco oralmente biodisponivel (Jakupec et al., 2007). Na figura 4, estéo
representados quatro candidatos promissores a anti-cancerigenos que estdo neste

momento na fase |1l dos testes clinicos.

10
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Fig. 4: Representacdo da estrutura quimica dos complexos anti-cancerigenos de platina (I1)
(cisplatina, carboplatina e oxaliplatina) e da satraplatina.

Um outro composto anti-cancerigeno muito conhecido € a doxorrubicina
(nome genérico adriamicina, Fig. 5). Este composto foi isolado do fungo
Streptomyces peucetius tendo uso clinico desde os anos 60. E conhecido com um dos
farmacos mais eficazes no tratamento de linfomas, adenocarcinomas da mama e de
outros tumores malignos. Este anti-cancerigeno pertence a familia das antraciclinas e
vai induzir a apoptose, blogueando o ciclo celular na fase G2 (Rozados et al. 2008).
A doxorrubicina intercala em zonas desenroladas da dupla hélice. Apesar de o
mecanismo n&o ser ainda totalmente claro, parece que esta ligacao directa ao DNA,
por intercalacdo entre os pares de bases e a inibicdo da reparacdo do DNA, por
inibicdo do topoisomerase Il, resulta no bloqueio da sintese de DNA e RNA e na
fragmentacdo do DNA. A doxorrubicina é também um poderoso quelante de ferro. O
complexo ferro-doxorrubicina pode ligar-se ao DNA e as membranas celulares
produzindo radicais livres que clivam o DNA e membranas celulares. Infelizmente,
tem um perfil de toxicidade elevado, com efeitos prejudiciais para o dia a dia dos
pacientes tratados. Os principais efeitos colaterais das antraciclinas sdo a

mielosupressao, cardiotoxicidade e a alopecia (Briasoulis et al., 2004).

11
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Fig. 5: Estrutura quimica da doxorrubicina (Adaptado de [5]).

Os analogos podem melhorar a eficacia do medicamento original, o que
significa que doses mais baixas poderdo ter a capacidade de produzir os mesmos
efeitos benéficos. O perfil de toxicidade dos analogos também podera ser vantajoso
relativamente ao medicamento original, visto que os analogos podem ter menos
efeitos colaterais toxicos. Os andlogos podem ser usados para tratar casos em que 0S
pacientes se tornam resistentes ao medicamento original. Finalmente, se o
medicamento original s6 puder ser administrado por via intravenosa, 0os analogos
podem ser capazes de ser tomados por via oral. Rozados et al. (2008) estudaram a
actividade anti-tumoral da doxorrubicina acoplada a um agente hipolipidémico,
lovastin. Estudos anteriores com murganhos tinham demonstrado que o lovastin
captura células tumorais na fase G1 do ciclo celular, induzindo a apoptose (Maltese
et al.,, 1985). No estudo de Rozados et al. (2008) reduziram-se as doses de
doxorrubicina, porém observou-se um aumento da resposta apoptotica e diminuigédo
da toxicidade da combinacdo destes agentes anti-tumorais, relativamente aos
compostos isolados. Actualmente ja se usam nanoparticulas, que transportam
doxorrubicina e outros farmacos permitindo o acesso directo as células infectadas,
para o tratamento do cancro. Estas particulas permitem que haja uma modificacdo
delicada da ligacdo as membranas celulares cancerosas, no ambiente ou nos locais
dos receptores citoplasmaticos ou nucleares. Isto resulta numa entrega com altas
concentracOes de droga nas células cancerosas alvo, e numa reduzida toxicidade no
tecido saudavel (Haley & Frenkel, 2008).
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1.5 Complexos organometalicos

A aplicacdo de compostos organometalicos como farmacos data do trabalho
pioneiro de Kopf e Kopf-Maier, em 1979. Estes dois cientistas investigaram a
actividade anti-tumoral de varios complexos, do tipo Cp,MX; (M= Ti, V, Nb, Mo, X
= CI, Br, halogeneto ou ligando diacido) em murganhos e humanos com cancro.
Estes complexos sdo considerados bons candidatos para farmacos, por existirem em
varios estados de oxidacdo com uma variedade de ligandos acoplados (Pereira et al.,
2008). Para além disso, ttm uma grande estabilidade e versatilidade, caracteristicas
estas ganhas pelas interaccoes entre o metal e o ligando (Waern et al., 2005).

Estes metais tém sido usados, com muito sucesso, na sintese de antibidticos,
anti-histaminicos, alcaléides e numa variada gama de substancias activas
farmacologicamente. Infelizmente, tanto a estrutura dos produtos como o mecanismo
das reaccOes envolvidas estas ainda muito longe de ser totalmente compreendidos
(Jelikic-Stankov et al., 2006). O primeiro composto a entrar em ensaios clinicos foi o
dicloreto de titanoceno (Cp,TiCl,). Waern et al. (2006) estudaram um composto
semelhante, substituindo o titdnio por Mo, o que levou a concluirem que a
incorporacgdo de grupos tiol em substituicdo dos halogéneos promove derivados mais
estaveis e sollveis em agua, tendo alguns desses derivados uma boa capacidade de

entrar nas células, mas blogueiam a citotoxicidade do complexo original

1.5.1 Molibdénio (Mo) e tungsténio (W)

O Mo é um metal de transicdo muito versatil. Forma compostos numa variada
gama de estados de oxidacdo que sdo facilmente interconvertiveis, com ligandos
inorganicos e organicos, incluindo compostos fisiolégicos muito importantes, com
espécies bi e polinucleares envolvendo ligandos promotores de pontes (6xidos,
hidréxidos, sulfitos) ou ligacbes directas metal-metal entre atomos de Mo ou entre

compostos nos quais o nimero de coordenagdo do Mo vai de 4 a 8 (Mitchell, 2003).
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Nos sistemas biolégicos o0 Mo é um constituinte essencial dos enzimas,
estando presente nos centros activos de mais de 30 enzimas (Stiefel, 2002). Este
metal catalisa reaccdes redox, como a oxidacdo de aldeidos, xantinas, purinas e
catalisa a reducdo de nitratos e de azoto molecular (Burris & Roberts, 1993; Kim et
al., 1993; Stiefel, 2002). Para além disso desempenha um papel crucial na activacao
de agentes anti-tumorais (Pritsos & Gustafson, 1994). A sua presenca nos centros
activos faz com que desempenhe funcdes bioldgicas importantes. Estes estdo
coordenados com um co-factor organico (MoCo) que fornece electrbes as vias
(devido a sua facil interconvertibilidade em diferentes estados de oxidagdo),
formando ligagbes com azoto, oxigénio, e dadores de sulfato, que sé&o
suficientemente fortes para permitir a formacdo de complexos. Este cofactor é o
componente chave do hidroxilase e oxidoredutase que sdo fundamentais nos ciclos
bioldgicos do azoto, carbono e enxofre. (Stiefel, 2002; Williams & Silva, 2002)

Dos primeiros estudos com este metal, Stoner et al. (1976) relataram o tridxido
de Mo como sendo um fraco anti-cancerigeno em ratos com adenoma no pulméao
(estudos realizados durante 30 semanas a elevadas doses). Num outro estudo,
Maltoni (1976) injectou subcutaneamente um pigmento laranja de Mo, constituido
por uma mistura de cromato de chumbo e molibdénio, e descreveu este composto
como potencial anti-cancerigeno devido as propriedades do cromato. Outros estudos
foram feitos para testar a fisiologia e toxicidade do molibdénio, considerando este,
um potencial anti-tumoral, pouco téxico a baixas concentracdes (Lewis et al., 1996;
Wargovich et al., 1996).

O molibdénio, visto como anti-cancerigeno come¢ou com o estudo de Luo et
al. (1983), em que se administrou molibdato de sédio (Na,MoO,) a uma solugédo
aguosa e se observou a inibicdo da inducdo de cancro em ratos. A sua ac¢do no
es6fago e estbmago de ratos foi descrita por Komada et al. (1990). Surgiu mais tarde
0 estudo de Fujita et al. (1992), no seguimento dos trabalhos de Yamase et al.
(1988), onde se aprofundou o estudo de estruturas que formam agregados rodeados
de atomos de oxigénio, os polioxomolibdatos. O composto [Nngri]e[M07024],
constituido por 7 a&tomos de Mo organizados de forma octaédrica, apresentou uma
boa actividade anti-tumoral no cancro do colo do Utero de ratos. Mais tarde, Mitsui et
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al. (2006) voltaram a testar a actividade anti-tumoral deste complexo na linha
celular humana derivada cancro gastrico e também confirmaram o seu sucesso nesta
linha. Em 2008, Ogata et al. estudaram novos complexos de polioxomolibdato,
sintetizados a partir da reducdo do [NH3Pr']s[Mo;O,4]. Tiveram como objectivo
observar a inducdo da apoptose. Foi efectivamente possivel observar este tipo de
morte celular na linha celular derivada do cancro gastrico humano e em células
derivadas de cancro pancreatico humano, sendo este complexo mais citotoxico que o
original.

Em 2000, Hall et al. estudaram novos complexos de molibdénio, complexos
estes acoplados a ligandos de carbono, C,B4 e C;B3. Os resultados deste estudo
permitiram aferir que estes complexos fragmentam o DNA de células leucémicas e
de linfomas assim como a inibi¢do da actividade do topoisomerase II.

Em 2006, Cindric et al. sintetizaram novos compostos de Mo, vy-
octamolibdatos contendo aminoacidos e péptidos. Observaram a inibicdo do
crescimento celular na linha celular derivada do cancro da mama humano e na linha
celular derivado do cancro hepatico.

Jelikic-Stankov et al. (2006) relataram que os complexos de Mo e W tinham
capacidade de complexar moléculas biologicamente activas, como aminoéacidos,
sistemas enzimaticos e factores responsaveis pelo estado anti-oxidativo. Em relacdo a
actividade do sulfito oxidase hepatico. Sabe-se também que quantidades vestigiais
deste complexo sdo inofensivas, tanto para 0s animais como para 0s humanos. A sua
toxicidade aguda foi apenas estudada em experiéncias animais.

Mais recentemente Matos et al. (2008) patentearam varios complexos de

molibdénio (11) com citotoxicidade, em diferentes linhas celulares.

1.6 Enquadramento e objectivos

O presente trabalho enquadra-se no Mestrado em Bioguimica da Faculdade

de Ciéncias da Universidade de Lisboa e centra-se na determinacdo da accdo
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bioldgica de novos compostos com potencial antiproliferativo, visando o seu
eventual desenvolvimento como moléculas de interesse farmacoldgico em doengas
cancerigenas. Os novos compostos a testar neste trabalho sdo complexos
organometalicos de molibdénio e tungsténio, sintetizados no grupo de Quimica
Inorgénica e Teorica.

O objectivo geral do presente trabalho foi a avaliacdo da actividade citotdxica
de 8 compostos em trés linhas celulares, HeLa (linha celular derivada do cancro
cervical humano), MCF-7 (linha celular derivada do cancro mamario humano) e
N1E-115 (neuroblastoma derivado de rato).

Numa segunda fase, para 0s compostos mais promissores (menores valores de
ICs0) fizeram-se estudos biologicos e fisico-quimicos no sentido de contribuir para o

conhecimento do seu mecanismo de acc¢ao.
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2 Materiais e métodos

2.1 Compostos quimicos em estudo

Os compostos quimicos estudados foram os complexos organometalicos de
molibdénio (Il) e de tungsténio (W), assim como os seus ligandos de azoto livres
(Tabela I).

Os compostos testados foram sintetizados pelo grupo de Investigagcdo de
Quimica Inorganica e Tedrica do Centro de Quimica e Bioquimica da Faculdade de
Ciéncias da Universidade de Lisboa (FCUL).

Os complexos foram preparados através das reaccBes entre [Mo(n’ -
C3Hs)(C0O)2(NCMe),X] e os ligandos, 1,10-fenantrolina (Ligando 1), 2-(2’-piridil)-
benzimidazole (Ligando J) (X = CI, Br, I; X = Br, J) e 0 2,2’-bipiridil e, de igual
forma foi sintetizado um complexo organometalico de tungsténio a partir de [W(n’-
C3Hs)(C0O)2(NCMe),Br]. Os complexos em estudo ndo sdo sollveis em agua, pelo
que foram dissolvidos no solvente organico dimetilsulfoxido (DMSO, Lab-Scan-

analytical science), previamente esterilizado.
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Tabela I: Complexos organometalicos de molibdénio e tungsténio estudados.

19



Estudo da Actividade Anti-tumoral de Complexos Organometalicos Materiais e métodos

2.2 Linhas celulares

No presente trabalho foram utilizadas trés linhas celulares tumorais, duas
humanas, células epiteliais do cancro cervical humano (HelLa) e células epiteliais do
cancro mamario (MCF-7), e uma outra derivada de neuroblastomas de rato (N1E-
115). Todas estas linhas provém de culturas primérias e tém a capacidade de se
multiplicar indefinidamente, desde que se criem as condic¢Oes apropriadas para o seu

crescimento e proliferagdo (Freshney, 1987).

2.2.1 Celulas epiteliais do cancro cervical humano (HelLa)

HeLa foi a primeira linha celular cancerigena humana continua estudada. Foi
pela primeira vez diagnosticada em 1952 numa mulher afro-americana e, por analises
subsequentes da patologia e fenétipo do tumor, identificou-se este tumor como um
adenocarcinoma raro. Visto ter sido a primeira a ser vastamente cultivada, apresenta
uma adaptacdo muito forte as condicBes de cultura. Tem uma aparéncia fenotopica
tipicamente epitelial (Fig. 6), de rapido crescimento (duplicacdo em cerca de 24 h), e

n&o possui inibicdo por contacto (Rahbari et al., 2009).

Fig. 6: Imagem morfolégica da linha celular HeLa (Adaptado de [2]).
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2.2.2 Células epiteliais do cancro mamario (MCF-7)

Esta linha celular é amplamente usada em estudos do cancro da mama e
estudos de mecanismos de ac¢cdo hormonais (Fig. 7). Foi isolada em 1970 de uma
mulher em fase de pds-menopausa com cancro da mama metastatico, na Fundacédo de
Cancro de Michigan. Estas células expressam receptores com fungdes biologicas
para variadas hormonas, incluindo estrogénio, progesterona, glucocorticéides,
insulina entre outros (Osborne et al., 1987). S&o considerados receptores de
estrogénio, bem caracterizados (ou seja, as células sdo positivas para os receptores de
estrogénio citoplasmaticos) (Hamelers et al., 2003). A homeostasia desta linha
necessita que exista um balanco da proliferagdo celular com a morte celular
programada, apoptose. Muitos tumores respondem inicialmente a terapia e as células
morrem, mas acontece que posteriormente, muitas delas ganham resisténcia a esses

tratamentos, como é o caso da doxorrubicina e da cisplatina (Simstein et al., 2003).

Fig. 7: Imagem de uma monocamada de células MCF-7 (20 X), retirada por microscopia Optica
(Adaptado de [3]).

2.2.3 Neuroblastomas (N1E-115)

Esta linha deriva de um clone celular de neuroblastomas de rato C-1300. E
considerada uma linha econdmica, de facil cultura, crescimento e diferenciacdo (Fig.
8-A). Apos a diferenciacdo perde a capacidade de se multiplicar, originando longos

prolongamentos citoplasmaticos e membranas altamente excitaveis (Rodrigues et al.,

21



Estudo da Actividade Anti-tumoral de Complexos Organometalicos Materiais e métodos

2005) que produzem enzimas que metabolizam neurotransmissores (tirosina
hidroxilase e acetilcolinesterase) (Kimhi et al., 1976) (Fig. 8-B). Estas células
proliferam facilmente em meio de cultura normal iniciando a sua diferenciagdo apos
a adicdo de 1 % DMSO ao meio (> 1 % inibi¢do da mitose) (Rodrigues et al., 2005).

No presente trabalho testou-se 0s compostos em neuroblastomas néo
diferenciados (NDif) e diferenciados (Dif), sendo estes Gltimos mais complexos e

porventura mais qualificados para estudos posteriores (Rodrigues et al., 2005).

y Lol N e, WA )
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Fig. 8: Aparéncia morfoldgica de células N1e-115 confluentes. A - células controlo, néo
diferenciadas (NDif); B — células plaqueadas na presenca de 1 % DMSO, células
diferenciadas (Dif), (Adaptado de Kimhi et al., 1976).

2.3 Manutencéo das culturas celulares

A manutencdo da cultura celular foi feita em superficies planas de plastico,
em frascos e placas, de modo a permitir o crescimento de células, in vitro, formando
uma monocamada celular (Freshney, 1987).

Na manutencdo das culturas celulares trabalhar em condi¢des de assepsia €
fundamental e, para isso recorreu-se a sala de cultura celular onde se encontra uma
camara de fluxo laminar (Esco, classe Il), uma incubadora de CO, (Shel Lab), um
microscopio optico (Motic). Todos estes aparelhos estdo instalados numa sala isolada
que é limpa com grande regularidade. A cdmara permite trabalhar em condicdes de
esterilidade, protegendo tanto o operador como os produtos manipulados. Para além
de as células necessitarem de um suporte sélido para crescerem e se dividirem, sao
sensiveis a varios factores, como o pH, temperatura, pressao e composi¢do do meio,

sendo incubadas na estufa de CO,, que proporciona um ambiente constante e
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reprodutivel para o seu crescimento: temperatura de 37°C, humidade relativa de 90
% e concentracdo de CO, de 5 %, assegurando assim um pH de 7,0-7,2. O
microscopio Optico permitiu ir controlando a confluéncia das placas e o possivel
aparecimento de contaminag6es. O operador deve usar bata e luvas descartaveis e,
antes de entrar em contacto com o material, deve desinfectar sempre as mdos com
alcool a 70 % (suficiente para desinfectar sem haver risco de combustéo). Alguns
materiais sdo adquiridos ja estéreis e 0s que ndo sdo, passam pela autoclave, que 0s
esteriliza usando o calor humido e pressdo. Antes de entrar para a cdmara todos 0s
reagentes e utensilios sdo desinfectados com alcool a 70 %. Dentro da cAmara apenas
deve estar o material essencial para o trabalho para ndo perturbar o normal fluxo de
ar dentro desta. Todas as pipetas volumétricas, pontas, frascos e caixas Ssdo
descartaveis e, ap6s utilizacdo, sdo desinfectados com lixivia e por dltimo

descontaminados na autoclave.

2.3.1 Preparacédo do meio de cultura

E essencial ter um meio de cultura suplementado com aminoécidos,
vitaminas, sais inorganicos, soro, proteinas (em meios sem soro) e antibiéticos para
gue haja um bom crescimento e diferenciacéo celular.

Ambas as linhas celulares tumorais humanas foram cultivadas, em meio
RPMI 1640 (Lonza) suplementado com 10 % de soro fetal de bovino (FBS,
Cambrex), 1 % de L-glutamina (Lonza) (2,10 mol/dm™), 1% de antibiético (P/S:
penicilina/ estreptomicina, Lonza) e mantidas em monocamada na incubadora de
CO.. A linha celular tumoral neuronal foi cultivada em DMEM (Lonza), sendo este
suplementado com 10 % de FBS, 0,1 % de P/S e 1 % de glutamina. O meio de
diferenciacdo continha, além dos suplementos atrés referidos 1 % de DMSO. Os
meios suplementados sdo armazenados a 4°C.

As células foram cultivadas em placas de 100 mm, com uma area de 60,09
cm? (Orange Scientific) ou em frascos OrCap com uma area de 150 cm? (Orange

Scientific).
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Quando necessario o meio foi substituido pelo seguinte procedimento: o
meio de incubacdo foi aspirado e, de seguida lavou-se a placa com um volume
suficiente de PBS (Lonza) para abranger a totalidade da placa para remover vestigios
de meio. Seguidamente, adicionaram-se cerca de 9 ml de novo meio suplementado e
acompanhou-se diariamente o desenvolvimento das culturas utilizando um
microscopio dptico. Quando se observou uma confluéncia de cerca de 80-90 %

procedeu-se a tripsinizacdo (ponto 2.3.2) e cultivo em novas placas/ frascos.

2.3.2 Tripsinizacao

Como foi referido anteriormente, a tripsinizacdo é feita quando as células
apresentam cerca de 80-90 % de confluéncia, procedendo-se a passagem de células
saudaveis para novas placas.

Devido a adesdo das células a placa pela segregacdao de colagénio e outros
componentes da matriz extracelular que se ligam ao suporte (Freshney, 1987),
utiliza-se a tripsina, enzima este, que tem a capacidade de quebrar as ligacOes das
proteinas ao suporte.

Todas as solucdes utilizadas no processo foram previamente aquecidas até
atingirem a temperatura Optima das células, 37°C. As células foram lavadas com
PBS, (12 a 2* vezes para as células HeLa e MCF-7, e 3 vezes para as N1E-115). Esta
lavagem é fundamental pois a solugdo salina vai eliminar vestigios de meio, meio
este que contém soro que inibe o enzima tripsina, essencial no prosseguimento do
processo. No caso das linhas celulares humanas (HeLa e MCF-7) adicionaram-se
cerca de 2 ml de tripsina e as placas foram incubadas durante 5 minutos a 37°C,
agitando-se a placa durante esse intervalo. Deste modo, cerca de + 90 % das células
soltaram-se, ficando em suspensdo. No caso das N1E-115, ap6s a adi¢do dos 2 ml de
tripsina, retirou-se o excesso de tripsina e num movimento rapido bateu-se com a
placa numa superficie dura e observou-se ao microscopio até estas se soltarem.
Adicionaram-se mais 2 ml de PBS para soltar o resto das células e ressuspenderam-

se num tubo falcon de 15 ml (OrTube, Orange Scientific). Em cada nova placa de
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100 mm adicionaram-se cerca de 1/3 das células da placa de origem e acrescentou-

se a quantidade de meio suplementado de forma a ter um volume final de 10 ml.

2.3.3 Contagem de células

A partir de uma suspensdo de células facilmente se pode determinar a
concentracdo celular com base no numero de células existente num determinado
volume. Para isso, recorreu-se a utilizacdo de uma cadmara de Neubauer ou
hematocitémetro (Fig. 9-A) que se adapta ao microscopio optico. A camara é muito
semelhante a uma lamina, dividida em duas partes iguais. Cada uma delas apresenta
5x5 quadrados, no centro, possuindo uma depressdo de volume 1,0x10* ml, na qual
se introduz a suspensao celular (Fig. 9-B). Para proceder a contagem homogeneizou-
se bem a suspensdo de células, ressuspendendo-se varias vezes de forma a evitar
sedimentacdo ou formacao de aglomerados por parte das células, transferindo-se por
capilaridade cerca de 20 pl para as 2 camaras (10 pl para cada) do hematocitometro.
Para a contagem, recorreu-se a um contador estatistico e ao microscopio 6ptico
(ampliacdo 40x). Contadas as ceélulas nas duas cadmaras, calculou-se a média e
multiplicou-se o valor obtido por 10* de forma a obter o niimero de células por ml.

Fig. 9: A) Hematocitémetro; B) Representacio da depressdo de volume 1,0x 10* ml onde se coloca a
suspensdo de células e a partir da qual se vai contar e estimar o nimero de células por ml
(Adaptado de [4]).
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2.4 Preparacao das solugbes dos compostos organometalicos

Os compostos organometalicos de molibdénio foram dissolvidos em DMSO
para uma concentracdo final de 100 mM. Para a preparagdo da gama de
concentragdes (1-1000 uM para os compostos B, D, E, G e H e 1-10 uM para 0s
composto A e C) de composto, prepararam-se as solu¢ées no respectivo meio de
cultura. No caso dos ensaios de estabilidade, prepararam-se também solucdes em
PBS e no caso das medicGes de viscosidades comegou-se por dissolver o composto
em DMSO (5 pl) e prepararam-se as solugdes em tampdo PES (5 ml).

2.5 Testes de inibi¢cdo do crescimento/ viabilidade celular

De forma a avaliar a inibicdo do crescimento pelos complexos
organometalicos, as células foram semeadas em microplacas de 96 pocos (Orange
Scientific), e incubadas a 37°C numa atmosfera de 5 % de CO,. O uso destas placas
permitiu testar varias amostras em simultdneo. Foram semeadas cerca de 2500
células por poco de forma a haver cerca de 5000 células/poco ao fim de dois dias. No
final desse periodo, tendo as células ja duplicado e fixado a placa, o meio foi
removido e foram aplicadas as solugfes dos compostos em estudo. A cada poco
adicionaram-se 100 pl de solucdo de composto. O esquema de aplicacdo esta
representado na figura 10. A cada gama de concentragdes correspondem 10 pocos,
sendo 0s pocos centrais relativos a trés controles: o 1° controlo continha apenas meio
de cultura assegurando uma densidade 6ptima e ajudando a confirmar a viabilidade e
homogenizacdo celular (controlo positivo); o 2° controlo constituido por meio
contendo 2 pl DMSO, serviu de branco para as solucGes preparadas com esta
quantidade de DMSO, e por ultimo, o 3° controlo constituido por meio contendo 20
ul de DMSO, funcionou como branco para as restantes solugdes preparadas com

aquela quantidade de DMSO.
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Fig. 10: Esquema de aplicacdo da gama de concentracdes do composto e dos controlos, nas placas de
96 pocos (1000, 500, 250, 100, 50, 25, 10 e 1 pM); no centro estdo os 3 controlos: 1°
corresponde ao meio (controlo negativo); 2° corresponde ao meio com 0,1 % DMSO e o 3°
corresponde ao meio com 1 % DMSO.

2.5.1 Ensaio de MTT — (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-

difeniltetrazolio)

A supressdao do crescimento das células tumorais pelos compostos
organometalicos foi medida pelo ensaio do MTT, 3—(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazélio (Aldrich). Escolheu-se este ensaio por ser rapido, versatil e ter uma
alta reprodutibilidade (Supino, 1995). De acordo com Liu (1999), € um ensaio
quantitativo que permite determinar a interrup¢do de uma fungdo bioquimica chave
existente no ambiente bioldgico em estudo, ou seja, quantifica a actividade
mitocondrial pela medicdo da formacdo de cristais de formazano de cor purpura, no
interior das células, produto formado pela reducdo do MTT (sais amarelos
dissolvidos em agua ou PBS) (Fig. 11). Esta redugdo ocorre principalmente dentro do
mitocdndrio, através da accdo da succinato desidrogenase fornecendo uma medida de
funcdo mitocondrial. O mesmo autor aponta que, estudos mais recentes
demonstraram que o mitocondrio ndo tem um papel exclusivo na reducdo do MTT,
uma vez que outras fracgbes subcelulares importantes (incluindo a nuclear, a

microssomal e a citosolica) podem igualmente reduzir o MTT, funcionando o NADH
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ou o NADPH citoplasmaticos eventualmente como melhores substratos para a
reducdo do MTT do que o proprio succinato. Esta reducdo s6 € verificada em

células vivas, ou seja, metabolicamente activas.
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Fig. 11: Estruturas quimicas do MTT e do MTT formazano (Adaptado de Liu, 1999).

O método utilizado foi adaptado de Mosmann (1983). Apo6s 48 horas de
incubacdo das células com o composto, nas condigdes descritas anteriormente,
adicionou-se a cada um dos 96 pocos, 10 ul da solugdo de MTT (5 mg/ml preparado
em PBS). O tempo de incubacéo variou de linha para linha, de acordo com o numero
de células. Para as células HeLa e MCF-7 o tempo de incubacéo foi cerca de 1 hora e
30 minutos, enquanto que para as N1E-115 1 hora foi suficiente para observar a
formacdo dos cristais, recorrendo-se sempre ao microscopio optico. Apos a
incubagdo, os cristais de formazano foram dissolvidos em 100 pl de DMSO/pogo, e

quantificados por espectrofotometria (Fig. 12) (Freshney, 1987; Supino, 1995).

Fig.12: Placa de 96 pocos onde se observaram cristais de formazano dissolvidos em DMSO,
seguindo-se 0 ensaio com o aparecimento da cor pdrpura nos pogos.
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As absorvéncias de cada pogo foram determinadas a 570 nm (tendo como
referéncia 630 nm) recorrendo-se a um leitor de microplacas (Tecan Sunrise). Antes
de cada medicdo a placa foi agitada durante 2 segundos de forma a obter uma
solucdo homogénea. Obtidos os valores, as placas foram lavadas com lixivia e
posteriormente descontaminadas na autoclave.

Com os valores de absorvéncia obtidos foi possivel calcular as percentagens

de sobrevivéncia convertendo os valores a partir da seguinte formula:

Abs(n° decélulasvivas(incubadascomcomposto))
Abs(n°decélulasvivas(controlo))

% Sobrevivéncia = x100

Apbs calculadas as percentagens de sobrevivéncia e respectivos desvios
padrdo determinou-se a concentracdo de composto que inibe em 50 % o crescimento
celular em cada poco, a que se da o nome de ICsp. Para esse efeito usou-se o pacote
estatistico GraphPad Prism (GraphPad Software) a partir do qual se calcularam os
valores de ICs através de uma regressdo ndo linear. Através deste programa foi
também possivel obter as curvas de citotoxicidade para cada composto e concluir
quais 0s compostos mais promissores, excluindo aqueles que tiveram uma fraca ou

mesmo nula capacidade de inibi¢do do crescimento celular.

2.5.2 Estudos da cinética de actuacdo dos complexos

Para a realizagdo dos ensaios utilizaram-se microplacas de 96 pocos, e de
acordo com o valor de ICsy determinado, prepararam-se as solu¢des dos compostos
com a concentracdo correspondente para realizar os ensaios. Apos a realizacdo de
alguns ensaios preliminares, os tempos de contacto escolhidos foram de 1, 2, 3 e 48
horas, sendo incubados a 37°C em atmosfera de 5 % de CO,. Ao fim dos periodos de
tempo seleccionados, retirou-se 0 meio com o composto e adicionou-se novo meio de
cultura. No fim das 48 horas realizou-se o ensaio de viabilidade celular (Método de

Mosmann, ponto 2.5.1.
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2.6 Crio-preservacgéo e descongelamento

A crio-preservacdo consiste no armazenamento de material biolégico em
azoto liquido a -196°C para uma preservacdo a longo prazo, ou a -80°C para uma
preservacao a curto prazo.

O objectivo da crio-preservacdo no presente estudo teve como base a criacdo
de stocks de células, de forma a evitar a necessidade de ter linhas celulares
indefinidamente em cultura. Para além disso, reduz o risco de contaminagdo
microbiana, de contaminagdo cruzada com outras linhas celulares, de alteracfes
morfologicas, reducdo de custos e produtos (Freshney, 1987). Deve-se ter um
conhecimento prévio dos mecanismos bioquimicos e biofisicos da resposta dos
tecidos a desidratacdo e ao congelamento, de forma a criar um protocolo viavel
(Izulmé, 2000).

Para a realizacdo deste processo partiu-se de placas com uma confluéncia de
aproximadamente 80-90 %. Apos tripsinizacdo, transferiu-se a suspensao para um
microtubo e submeteu-se as células a uma centrifugacdo de 9 minutos a 3000 x g.
Rejeitou-se 0 sobrenadante e ressuspenderam-se as células, dentro de microtubos
estéreis, (Cryovial Simport). Para as células HeLa e MCF-7 adicionou-se 10 %
DMSO e 90 % de FBS, nas N1E-115 adicionaram-se 20 % de FBS, 10 % de DMSO
e 70 % de meio. Apds a suspensdo, as células foram guardadas e imediatamente
colocadas num refrigerador, Cryfreezer (Nalgene), composto por um anticongelante,
o etilenoglicol, que possibilita um congelamento lento e controlado (cerca de -1°C
por minuto). Este congelamento lento visa ndo danificar as células. O refrigerador foi
armazenado numa arca refrigeradora (Snijders) a -80°C durante a noite. No dia
seguinte, quando o objectivo era o armazenamento de longa duracdo, os tubos foram
colocados em azoto liquido.

Tal como o congelamento, o descongelamento é também uma etapa critica
num protocolo de crio-preservagdo. Durante esta fase poderdo formar-se cristais de
gelo, que danificam as células, logo este processo deve ser rapido, por imersao em
agua, a 35-40°C (lzulmé, 2000). As células foram seguidamente incubadas a

temperatura ambiente durante um minuto, seguido de outro minuto, num banho a 37
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°C. Com uma pipeta volumétrica retiraram-se as células e semearam-se numa placa
de 100 mm, adicionando-se 9 ml de meio suplementado, previamente aquecido. A

placa foi colocada na incubadora de CO, a 37°C.

2.7 Estudos de interaccdo dos compostos com o DNA

A importancia deste estudo remete-se ao facto do DNA ser o primeiro alvo
intracelular de drogas anti-tumorais. Tém sido feitos varios estudos sobre interaccoes
de complexos metélicos de transicdo com o DNA (Xu et al., 2003; Nagababu et al.,
2007) e dos seus ligandos, com especial interesse para os ligandos estudados no
presente trabalho: 1,10-fenantrolina (I) e 2-(2’-piridil)-benzimidazole (J).

Devido a presenca na estrutura do DNA de bases aromaticas (adenina, timina,
guanina e citosina), é possivel realizar ensaios espectrofotométricos. A deteccao/
quantificacdo do DNA ¢ feita a 260 nm.

2.7.1 Estabilidade dos compostos organometalicos

Visto gque as células estdo em contacto com o0s varios compostos durante 48
horas, foi essencial estudar a estabilidade destes ao longo do tempo. Numa primeira
andlise tracaram-se espectros UV/Visivel (Jasco V560) de solucdes dos compostos
em PBS e em meio RPMI, ao fim de vérios periodos: 0, 2, 24 e 48 horas de
incubacdo. Como brancos utilizaram-se, respectivamente, PBS e meio, com a
guantidade de DMSO usada para preparar as solugdes com 0s compostos (ver
ponto2.5). Foram estudados os compostos B e E, por serem dos que apresentavam
menores valores de 1Csy. Estas medic¢des foram feitas a 20°C em cuvetes de quartzo
de 1 cm de largura e devidamente agitadas durante cerca de 5 minutos (Asadi et al.,
2004; Nagababu et al., 2007).
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2.7.2 Espectroscopia de absorcao

A aplicacdo da espectroscopia de absorcdo electronica € uma das técnicas mais
usadas para os estudos de ligacdo ao DNA (Nagababu et al., 2007). Com estes
ensaios é possivel aferir o tipo de interacgdo entre os varios complexos € 0 DNA.

Estudos anteriores indicam que a ligacdo dos complexos metalicos ao DNA
através de intercalacdo resultava num hipocromismo (diminuicdo da absortividade
molar) ou no batocromismo (deslocamento para a regido do vermelho do
comprimento de onda de absor¢cdo maxima) no DNA devido a uma interacgdo forte
entre os cromoforos aromaticos e os pares de bases do DNA. A extensdo do
fendmeno hipocromatico esta directamente ligada a forca de ligacdo intercalante, ou
seja, quando o DNA se encontra na sua forma nativa os electrdes © dos anéis
aromaticos estdo nos niveis de energia mais baixos, absorvendo a um comprimento
de onda inferior. Pelo contrario quando o DNA esta intercalado com algum composto
ou esta desnaturado, os electrdes movimentam-se com uma maior liberdade entre os
varios niveis de energia, aumentando a absorvéncia (Nagababu et al., 2007).

O espectro de absorcdo de um cromdéforo é determinado pela estrutura quimica
da molécula mas também por factores relacionados com o meio como, mudancas no
pH (que induzem mudancas estruturais da molécula), polaridade do solvente ou de
moléculas vizinhas e a orientacdo relativa de cromdéforos vizinhos (Asadi et al.,
2004; Tan et al., 2007).

Para a realizacdo destes estudos, preparou-se uma solucdo de DNA de
testiculo de Salméo (Sigma) de 200 mg/ml em tampé&o PES (tampéo fosfato 0,1M pH
7 NaCl 100 mM EDTA 0,1 mM), efectuando-se as medigdes a 20°C em cuvetes de
quartzo de 1 cm de largura devidamente agitadas durante cerca de 5 minutos. Para
isso, foram feitas medicdes em que a concentragdo do composto foi sempre fixa (50
UM) e a concentracdo de DNA aumentada, adicionando-se volumes crescentes de
DNA (10, 20, 30, 40, 50 e 60 ul) com o intuito de observar possiveis intercalaces
dos compostos com 0 DNA. Entre cada adigdo aguardou-se 10 minutos.
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2.7.3 Determinacgédo de viscosidades

A viscosidade (inverso de fluidez) de um liquido mede o atrito interno
oferecido ao movimento relativo de diferentes partes desse liquido. Num escoamento
existem forcas dissipativas provocadas pelas moléculas do fluido que vao provocar
resisténcias ao seu movimento (Russo, 2008). E uma caracteristica particular de cada
liquido e é quantificada pelo coeficiente de viscosidade, n. Este esta dependente da
temperatura (0 aumento desta provoca a diminuicao da viscosidade) e é independente
da pressdo, exceptuando para pressdes muito elevadas. Numa tentativa de identificar
0s possiveis modos de ligacdo do composto ao DNA mediram-se as viscosidades de
solucdo de DNA na auséncia e na presenca dos compostos em estudo a temperatura
de 25°C (e.g. Suh & Chaires, 1995).

Para proceder a determinacdo das viscosidades, comecou-se pela calibracao
do viscosimetro capilar (Fig. 13): ligou-se o termdéstato de forma a obter uma
temperatura de 25°C. De seguida encheu-se o viscosimetro capilar com agua até ao
menisco do bolbo inferior e aguardou-se cerca de 15 minutos para se atingir a
temperatura pretendida. Bombeou-se a &gua até ultrapassar o menisco do bolbo
superior do viscosimetro e accionou-se o cronémetro Viscoclock (Schott Instruments)
quando a &gua passa um pouco antes do menisco anteriormente referido. Apos a
paragem do cronometro registou-se o valor do tempo de escoamento para a
respectiva temperatura. Efectuaram-se varios ensaios para a mesma temperatura e
para 0 mesmo liquido, de modo a ter um valor médio do tempo de escoamento.

O banho (Julabo ME-18V com controlo de temperatura) utilizado serviu para
manter a temperatura das amostras nos 25° C. O fluido deste banho é constituido por
agua e etilglicerol. Usou-se um viscosimetro de escoamento capilar de vidro
(Cannon: Ostwald) (Fig. 13) que permite a medicdo de viscosidades de substancias
puras ou de misturas. O liquido em contacto com a parede do capilar possui
velocidade igual a zero, atingindo a velocidade méaxima no centro do capilar. Num
liqguido muito viscoso, a velocidade varia pouco da parede para o centro do capilar e
o liquido escoa lentamente, acontecendo o contrario num liquido pouco viscoso. A

viscosidade (n) € proporcional ao tempo de escoamento mas inversamente
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proporcional ao gradiente de velocidade de escoamento do fluido. O tempo que um
dado volume de fluido demora a escoar através do capilar, foi a grandeza utilizada
para medir esta propriedade.
Apbs lavagem e secagem cuidadosa, encheu-se 0 viscosimetro com a solucédo
a medir, cerca de 5 ml. Esperou-se 10 minutos para a solucdo atingir a temperatura
desejada (25° C). De seguida, com uma mangueira de azoto bombeou-se a solugédo
até esta ultrapassar o menisco do bolbo superior (Fig. 13) e accionou-se 0
cronémetro. A contagem iniciou-se quando a solucdo passa o 1° menisco. Para a
contagem, registou-se o tempo de escoamento. Este ensaio foi repetido vérias vezes

com 0 mesmo composto, de forma a ter um desvio padréo inferior a 0,01.

Linhas de Tempo (bolbo
superior e bolbo inferior)

Bolbo
pequeno

Arma de equilibrio de pressdo

Capilar

Reservatdrio
Fig. 13: Viscosimetro de Ostwald (Adaptado de Russo, 2008).

Para o calculo da viscosidade cinematica () (mPa.s) usou-se a equacao:
n = K x t, em que k (mm?.s?) corresponde & constante do viscosimetro e t (s) ao
tempo de escoamento da solucéo entre as duas marcas no capilar.

O estudo iniciou-se com a determinacdo dos tempos de escoamento dos
varios controlos, sendo posteriormente medidas as solugdes de DNA com o0s
compostos seleccionados. Preparou-se a solucdo de DNA de testiculo de salmé&o (50
UM) (Sigma) em tampéo PES (tampéo fosfato 0,1 M, pH 7, NaCl 100 mM, EDTA 0,
mM) e os compostos foram dissolvidos em DMSO. O DMSO € um solvente
organico incolor e é relativamente denso (1,1004 g/cm®). Para além disso, sabe-se
que este composto quimico tem uma capacidade higroscopica elevada, devido a sua

intensa afinidade com o hidrogénio, formando pontes mais fortes comparativamente
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com as formadas entre moléculas de agua isoladas (Shashkov et al., 1999). Assim,
era importante observar se este solvente teria algum efeito sobre a viscosidade da
solucdo de DNA. Os primeiros brancos (controlos) foram solugdes de tampao PES
em DMSO e de DNA com DMSO (as solucbes foram preparadas com quantidades
crescentes de solvente organico até se atingir o maximo de 1 %, isto porque acima
deste valor o DMSO por si s6, é toxico para as células). Preparou-se também um
controlo positivo, solucdo de DNA com um agente intercalador conhecido, o
brometo de etidio (BrEt), de forma a ter algum termo de comparacdo, facilitando a
analise dos resultados obtidos. Foram testados trés dos compostos com maior
capacidade de inibicdo (B, D e E), previamente dissolvidos em DMSO. Meia hora
antes de se iniciarem as medi¢fes, adicionou-se o composto a solucdo de DNA
deixando em agitacdo lenta durante esse tempo. A gama de concentracdes foi de 0 a

100 puM para um volume final de 5 ml.

2.8 Estudos bioldgicos

Estes estudos tiveram como objectivo determinar se 0s compostos estudados
interactuavam com o DNA e em caso positivo, tentar identificar possiveis

mecanismos de morte celular.

2.8.1 Extraccao de DNA celular

Com o objectivo de averiguar se a capacidade inibitéria dos compostos
organometalicos no crescimento celular estava relacionada com a danificacdo do
DNA, incubaram-se as células durante 48 horas com 0s compostos e extraiu-se 0
DNA das varias preparacfes. Para cada linha testaram-se trés compostos em trés
concentragdes (10, 50 e 100 uM) e fez-se um controlo com células que nédo estiveram
em contacto com composto.

As células foram incubadas em placas de 100 mm a 37 °C numa atmosfera de

5 % CO,, até se formar uma monocamada de células. De seguida, retirou-se o meio
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de cultura existente na placa e adicionou-se novo meio com 0 composto na
concentracdo pretendida. Ap6s nova incubacdo das células durante 48 horas a 37° C
numa atmosfera de 5 % de CO,, estas foram raspadas para o meio, e transferidas para
um tubo falcon de 15 ml. Foram centrifugadas a 1500 x g, durante 10 minutos.
Retirou-se o meio e ressuspendeu-se o sedimento resultante em 0,5 ml de TE (Tris ClI
10 mM; pH 8,0; EDTA 1 mM) num microtubo de 2 ml. Adicionou-se 0 enzima
proteinase K para uma concentracdo final de 100 pug/ ml e 0,5 % do detergente, SDS
que actua desnaturando as proteinas em solucdo. A suspensédo foi incubada durante
uma hora a 50° C. Extraiu-se o DNA com fenol, utilizando o mesmo volume da
suspensdo. Desprezou-se a fase organica (inferior) e centrifugou-se a fase aquosa a
3000 x g durante 5 minutos, fase onde se encontra 0 DNA. De seguida, adicionou-se
RNase para uma concentracéo final de 50 pg/ml e incubou-se durante uma hora a 37°
C. Este enzima catalisa a degradacdo do RNA em componentes mais pequenos. No
fim da incubacdo extraiu-se a solugcdo com fenol/cloroférmio/alcool isoamilico
(25:24:1) numa tentativa de eliminar qualquer vestigio proteico ou ndo que possa ter
resistido. Posteriormente adicionou-se 1/10 de volume de NaOAc 3M, pH 5,2 e dois
volumes de etanol frio. Misturou-se a solucao que ficou a precipitar durante a noite a
-20° C. No dia seguinte centrifugou-se a 12000 x g durante 10 minutos e
ressuspendeu-se 0 sedimento em TE (100 pM).

2.8.2 Quantificacdo e analise da pureza do DNA

A quantificacdo do DNA foi feita por espectrofotometria, medindo-se a
absorvéncia a 260 nm, considerando-se que uma unidade de densidade Optica (OD)
corresponde a 50 ug/ml de DNA de dupla cadeia. A determinagédo do grau de pureza,
por sua vez, foi obtida, pela razéo entre as leituras Abs,go/ Abszgo, Sendo desejado um
valor préximo de 1,8. Uma extraccdo deficiente, com vestigios de proteinas, RNA ou
fenol, alteram esta razdo impossibilitando uma quantificacdo exacta do DNA. Para

realizar as medi¢des fez-se uma diluicdo da solucdo de DNA de 1/200, em agua.
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2.8.3 Electroforese de DNA em gel de agarose

A electroforese em gel de agarose é muito usada para separar, identificar e
purificar fragmentos de DNA, por aplicacdo de uma diferenca de potencial. E
relativamente simples, rapida e permite localizar o DNA pela sua coloragdo através
de fluordforos. Neste trabalho usou-se o BrEt. Este intercala-se na molécula de DNA
a cada 2,5 pb formando ligacdes de van der Waals permitindo a observacdo do gel
quando sujeito a luz UV. O gel de agarose permite separar fragmentos de DNA
longos (50 a 20,000 pares de bases (bp)), porém tem uma capacidade de resolucéo
intermédia. A porosidade do gel varia de acordo com o tamanho do que se pretende
separar (quanto menor a concentracdo do gel maior a porosidade e consequentemente
maiores os fragmentos de DNA que poderdo ser separados) (Sambrook et al., 2001).
O objectivo, neste ponto do trabalho, foi de observar o estado de degradacdo do
DNA ap6s incubagdo com os compostos.

No presente estudo fizeram-se géis de agarose com concentracdo de 0,7 %,
preparados em tampao de electroforese, TAE (Tris base 4 M, acetato de sédio 1 mM,
EDTA 1 mM, pH 7,8) e BrEt (1 ug/ml). Aqueceu-se a solucdo até ferver, arrefeceu-
se e adicionou-se a placa, previamente montada com o pente, que permitiu formar os
poc¢os onde se aplicaram as amostras.

Apds polimerizacdo do gel, retiraram-se com muito cuidado os pentes, sendo
0 gel mergulhado em tampéo de electroforese de forma a ficar totalmente submerso.

O tampéo de carregamento (loading), contém marcadores de migracdo como
0 azul de bromofenol e glicerol que aumenta a densidade das amostras. Colocou-se
em cada poco cerca de 250 pug de DNA. Em cada gel também se incluiu uma amostra
de marcadores de peso molecular constituida por fragmentos do DNA bacteriéfago A
digerido com o enzima Hind I1l. Apds aplicacdo das amostras e controlos, forneceu-
se uma corrente eléctrica ao sistema (voltagem de 12 V), e observou-se a migragédo
das amostras do pdlo negativo para o pdlo positivo. Passadas cerca de 24 horas de
corrida do gel, recorreu-se a um dispositivo de transiluminagdo (Kodak), com

radiacdo UV que permitiu observar o DNA devido a fluorescéncia do BrEt.
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2.8.4 Determinacdo da morte celular — Coloragdo com o corante
Hoeschst 33342

A apoptose € um tipo de morte celular caracterizado por mudancas
morfologicas na condensacdo da cromatina, degradacdo do envelope nuclear,
fragmentacdo do nucleo e pela libertacdo de corpos apoptéticos. Por conseguinte, 0s
marcadores de &cidos nucleicos tornam-se ferramentas Gteis na identificacdo de
células apoptoticas, no meio de uma populacdo celular (Belloc et al., 1994).

O método utilizado permite detectar diferencas na condensagdo da cromatina.
O corante Hoeschst 33342 (HO33342, AppliedChem) (Fig. 14-A) penetra livremente
em todas as células, porém apenas permanece nas células mortas ou apoptdticas,
visto que as vivas tém a capacidade de o bombear para fora destas. Deste modo, 0s
nucleos das células em apoptose ou necrose ficam marcados com uma cor azul
fluorescente (Fig. 14-B) (Bungo et al., 2006; Darzynkiewicz et al. 1997).
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Fig. 14: A) Estrutura quimica do corante Hoeschst 33342; B) Exemplo da marcacdo nuclear deste
composto, onde se observa do lado esquerdo uma célula apoptética com o ndcleo
fragmentado, dividida em corpos apoptoéticos e com uma maior fluorescéncia. Nas 2 células
do lado direito observam-se nucleos inteiros, indicando a viabilidade dessas células.
(Adaptado de [5]).

Para a realizacdo deste procedimento, incubaram-se as células com trés
compostos (B, D e E), em trés concentracdes (10, 50 e 100 uM), durante 48 horas em
microplacas de 24 pocos (Orange Scientific). As células foram inoculadas, dentro de
cada poco, sob uma lamela circular.

Como controlo negativo usaram-se células que ndo estiveram em contacto

com 0s compostos e como controlo positivo utilizaram-se células que foram
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incubadas com o agente oxidante, perdxido de hidrogénio (H,O;), conhecido indutor
de apoptose, numa concentracdo de 500 UM durante 2 horas.

Apbs as 48 horas de incubacdo a 37°C, em atmosfera de 5 % de CO,, as
lamelas, sobre as quais cresceram as células, foram retiradas gentilmente com
recurso a uma pincga, e colocadas numa lamina. Adicionou-se uma gota do corante
HO33342 (solucdo de 1mg/ml), observou-se no microscépio de fluorescéncia
(Olympus BX41) e tiraram-se diversas fotos ao acoplar uma maquina fotografica

digital ao microscopio.

2.8.5 Citometria de fluxo

2.8.5.1 Determinacgéo da producdo de espécies reactivas de
oxigénio (ROS)

As espécies reactivas de oxigénio (ROS) englobam véarias moléculas e
radicais livres (espécies quimicas com um electrdo desemparelhado) derivadas do
oxigénio molecular. A molécula de oxigénio, no estado fundamental, corresponde a
um di-radical, contendo dois electrdes desemparelhados no seu exterior. Visto que 0s
dois electrdes tripleto tém o mesmo spin, 0 oxigénio apenas pode reagir com um
electrdo de cada vez, tendo assim uma baixa reactividade com os electrdes numa
ligacdo quimica. Por outro lado, a excitacdo electronica do oxigénio molecular
provoca a inversao de spin do electrdo, e a molécula fica num estado excitado,
denominado estado singuleto (*O,). Este estado é caracterizado por possuir spins
opostos e, esta molécula, é considerada a forma mais reactiva do oxigénio,
apresentando uma maior capacidade oxidativa (Turrens, 2003).

Neste estudo utilizou-se o corante diacetato de 2,7-diclorofluorescina (DCFH-
DA) de forma a detectar os ROS intracelulares. Este composto ndo é fluorescente e
tem a capacidade de atravessar livremente as membranas celulares, incorporando-se
nas regides lipidicas das células. Quando é removido o grupo acetato, por esterases
celulares, transforma-se em 2,7-diclorofluorescina (DCFH), tornando-se fluorescente

(570 nm). Vai ser medida a fluorescéncia que é proporcional a producdo de H,0,
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(Carter et al., 1994; Shashi et al., 2006). Embora este composto ndo seja um radical

livre é considerado como uma espécie reactiva de oxigénio, pois pode funcionar
com intermediario na producdo de espécies mais reactivas, como o acido hipocloroso
e o radical hidroxilo (Nordberg et al., 2001)

O estudo do efeito dos complexos organometalicos na producdo de ROS foi
feito por citometria de fluxo (Beckman coulter Epics XL flow center), tendo os
compostos sido incubados com as células durante 3 e 6 horas e, posteriormente com
0 corante durante 30 minutos. Foram apenas feitos estudos preliminares tendo-se
estudado apenas o composto E nas concentragcdes de 10 e 50 uM. Foi feito um
controlo negativo, com células que ndo estiveram em contacto com composto e um
controlo positivo em que as células foram incubadas com H,0,, 500 uM, durante 1

hora e 30 minutos.

2.8.5.2 Avaliacdo de morte celular pela dupla coloracdo com
HO 33342/PI

A citometria de fluxo serviu para contar, examinar e classificar as células em
solucéo.

Este processo consiste em forcar as células a passar por um tubo, muito
estreito, onde existem detectores capazes de analisar as caracteristicas fisicas e
quimicas das células, separando-se subpopulacdes homogéneas, consoante as suas
caracteristicas.

Este método tem a possibilidade de combinar os sinais de dispersdao com
marcadores fluorescentes. As células foram coradas com dois fluorécromos
(armazenados a 4°C no escuro), que sofreram excitacdo do laser, emitindo uma
radiacdo de acordo com as suas caracteristicas fluorescentes. O corante HO33342 (1
ug/ml) é incorporado pelas células apoptéticas mais rapidamente e em maior
quantidade que nas células viaveis. Este marcador é excitado a 360 nm, zona ultra-
violeta. O outro fluorécromo, iodeto de propideo (PI, 50 pg/ml) permite distinguir as

células que perderam a sua integridade membranar (células necréticas e células em
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estado avancado de apoptose) fluorescendo a 488 nm, na zona do vermelho (Vermes
et al., 2000).

Parte da execucdo deste trabalho foi feita em colaboragdo com o Instituto
Gulbenkian de Ciéncia (IGC) em Oeiras.

Para a realizacdo desta experiéncia seguiu-se o protocolo de Diamond e
DeMaggio (2000). As células foram incubadas durante 48 horas com os devidos
compostos, nas concentractes de 10 e 50 uM, a 37°C, em atmosfera de 5 % de CO,.
As células foram raspadas e colocadas em tubos falcon de 15 ml e centrifugadas a
3000 x g durante 10 minutos. De seguida ressuspendeu-se o pellet em cerca de 2 ml
de PBS, para lavar as células e voltou-se a centrifugar. Desprezou-se o PBS e
ressuspenderam-se as células em novo meio, mantendo-as em gelo. Antes da
realizacdo da experiéncia, procedeu-se a uma nova centrifugacdo de 3000 x g
durante 5 minutos. Desprezou-se 0 sobrenadante e ressuspendeu-se novamente as
celulas em cerca de 1 ml de PBS. Para o ensaio com o corante HO33342, adicionou-
se 2 ul do mesmo e incubou-se durante 10 minutos. Para o ensaio com o PI, seguiu-
se 0 mesmo protocolo e adicionou-se 3 pl de Pl (5g/ml) e analisou-se por citometria

de fluxo (MoFlo Stem cell Sorting da Beckman Coulter).

41



3. RESULTADOS E
DISCUSSAO

42



Estudo da Actividade Anti-tumoral de Complexos Organometalicos Resultados e discussdo

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo foram utilizados compostos organometalicos com centros
metalicos de molibdénio e tungsténio (ver Tabela I, Cap. 2), com estruturas quimicas
bem definidas, podendo estes funcionar como anti-tumorais, devido & sua baixa
toxicidade em seres humanos, a sua boa capacidade de fornecer electrbes para
cadeias transportadoras e a sua capacidade de facilitar a formacdo de ligacdes com

oxigénio, azoto e enxofre, entre outros ( Stankov et al.; 2007 Pereira et al., 2008).

3.1 Estudos de citotoxicidade

Nos dias de hoje, a utilizagdo de culturas celulares em placas “multipocos” é
uma préatica corrente, para a avaliacdo de novos compostos com potencialidade
farmacoldgica, pois permite a manipulacdo de varias amostras em simultaneo,
relativa automatizacdo por ser um procedimento de baixo custo econdémico
(Freshney, 1987).

De forma a analisar o efeito dos varios complexos de molibdénio, nas trés
linhas celulares: HeLa, MCF-7 e N1E-115 (n&o diferenciados (NDif) e diferenciados
(Dif)), estas foram tratadas com diferentes concentraces de composto (1-1000 uM),
avaliando-se o seu efeito através do ensaio do MTT. Uma vez obtidos os valores
correspondentes as varias concentracdes dos compostos, estes foram representados
num grafico semi-logaritmico, em funcdo da concentracdo de farmaco utilizada (%
sobrevivéncia vs logaritmo da concentracdo (Log (C)). Na maioria das vezes, obtém-
se uma curva sigmoidal, a partir da qual se determinam os valores de ICs. Estes
valores correspondem a percentagem de sobrevivéncia de 50 % de uma determinada
linha celular, por inibicdo da sua actividade bioldgica. Os valores foram calculados,
por uma andlise de regressdo ndo-linear, no programa GraphPad Prism5. A
compilacéo de todos os resultados obtidos encontra-se na tabela Il (pagina 53).

Este paragrafo tem como objectivo elucidar sobre a organizacdo da exposicao

dos resultados apresentados neste ponto Comecgou-se por expor os resultados obtidos
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para dois dos ligandos usados (I e J). Sdo apresentados os graficos de % de
sobrevivéncia em funcdo do logaritmo das concentragdes escolhidas para os
compostos (1- 1000 uM) e da sua respectiva estrutura. Discutem-se e comparam-se
estes dois ligandos livres. De seguida séo apresentados os resultados obtidos para os
compostos A e C. Segue-se a apresentacdo e comparacao dos resultados obtidos para
0s compostos B, E e G visto apresentarem uma estrutura muito semelhante, variando
apenas num dos substituintes, Cl, Br e O3SCF3, respectivamente. No seguimento
destes resultados destaca-se o complexo F, que é semelhante ao complexo E, contudo
0 metal central é substituido por tungsténio. Por dGltimo sdo apresentados,
individualmente os complexos D e H.

Uma das caracteristicas que diferencia os compostos € o seu ligando acoplado.
Assim, comecou-se por testar a actividade inibitéria dos dois ligandos (I e J) de

forma a verificar se estes possuiam actividade anti-tumoral.

Ligando |

HeLa m MCF-7 O N1E-115 Ndif @ N1E-115 Dif

% Sobrevivéncia

-3,00 -3,30 -360 400 430 -460 -500 -6,00
Log (C)

Fig. 15: Efeito do ligando | na proliferacéo da linha celular HeLa, MCF-7, N1E-115 NDif e N1E-115
Dif. Cada coluna representa a média + desvio padrdo, considerando os resultados obtidos
para pelo menos 3 experiéncias independentes.

O ligando | apresentou uma boa actividade anti-tumoral para as células HelLa

(2,1 uM) e N1E-115 NDif (3,1 uM). Nas células MCF-7 ndo foi possivel calcular o
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valor de ICsg, e para as N1E-115 Dif o valor de ICs, foi muito elevado, cerca de 500
UM (Tabela I, Fig. 15).
Na figura 16 estdo representados os valores de sobrevivéncia das células,

obtidos pelo ligando J numa gama de concentragdes variando de 1-1000 puM.

Ligando J

HeLa m MCF-7 0O N1E-115 Ndif g N1E-115 Dif

120 -
100 +

@
o
I

% Sobrevivéncia
)
o O

N
o

3,301 -3,6021 -4  -4,301 -4,6021 -5
Log (C)

Fig. 16: Efeito do substituinte J na proliferacdo na linha HeLa, MCF-7, N1E-115 NDif e N1E-115
Dif. Cada coluna representa a média + desvio padréo, considerando os resultados obtidos
para, pelo menos, 3 experiéncias independentes.

Relativamente a estrutura de J sabe-se que ambos os heteroatomos no anel
imidazole, e a posicdo do 4&tomo de azoto na molécula de piridina desempenham um
papel crucial para a actividade biologica (Garuti, 2004), porém este composto ndo
apresenta actividade citotoxica significativa tendo sido impossivel calcular o valor de
ICs para todas as linhas celulares (visto os valores de % sobrevivéncia serem muito
altos (> 50 %) (Fig.16).

Satyanarayana et al. (1993) provaram que existe interaccdo entre o ligando | e

0 DNA. Para além disso, estes ligandos ja foram testados acoplados a outros metais,
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em diversas linhas celulares, observando-se actividades antitumorais na mesma
ordem de grandeza deste estudo (Brodie et al., 2004).

De seguida estdo representados os graficos referentes aos compostos A e C
(Fig. 17). Ambos os compostos contém o ligando fenantrolina (1), mas este esta
acoplado a dois grupos metilo em diferentes posicbes. Para além disso, estes
complexos diferem no halogéneo (Br para o composto A e Cl para o composto C).

Composto A HeLa 0 MCE-7 Me

% Sobrevivéncia

Log ()

Composto C
HelLa O MCF-7 Ma
/’aﬁ//
120 ” -

« 100 - A /’aq{é\‘{-f|
o L]
S 80 - [ J/ . s
= |°-‘
> 60 4 / co
Q
2 40 = \“‘
S |
S 20 S

01 = Me

5 -5,301029996  -5,602059991 6
Log (C)

Fig. 17: Efeito do composto A e do composto C na proliferacdo da linha celular HeLa e MCF-7. Cada
coluna representa a média + desvio padrdo, considerando os resultados obtidos para pelo
menos 3 experiéncias independentes (gama de concentragfes de 1- 10 uM).

Os compostos A e C apresentaram uma grande dificuldade na sua dissolucao,
tanto em agua como em DMSO, sendo esta incompleta. Contudo realizaram-se
ensaios de citotoxicidade nas linhas HeLa e MCF-7 numa gama de concentragédo de 1
a 10 uM. Os resultados obtidos, mostraram que ndo houve qualquer inibicdo do
crescimento celular (a percentagem de sobrevivéncia é praticamente 100 % para
todas as concentracdes) (Fig. 17). Ambos 0s compostos tém uma caracteristica
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comum, a presenca de um ligando fenantrolina (1), com dois grupos metilo em
diferentes posigdes (4,4’ e 6,67). Pela sua polaridade, dificilmente interagem com a
agua, dificultando a abertura da estrutura e, consequentemente a sua possivel
interaccdo com o DNA. Devido a estes resultados estes compostos ndo foram
testados na outra linha nem foram utilizados em mais estudos.

De seguida, estdo representados os graficos relativos aos compostos B, E e G
(Fig. 18, 19 e 20).

Composto B

A HelLa m MCF-7 0O N1E-115 Ndif & N1E-115 Dif

% Sobrevivéncia

3 3301 -36021 -4 -4301 -46021 -5 6
Log (C)
B C
- Hela .«f’ﬁ‘“\k
. MCF -7 _
. i & N1E-115 NDif N et
E N1E-115 Dif Z N | o0
M
- | |D‘":o
50 —"’:: S /.—-
a\‘:: M Cl
|
ul T \:f-f"
-7 -E 5 4 -3 -2

Log (C)

Fig. 18: Representacdo dos gréficos de viabilidade celular para o composto B: A) Percentagem de
sobrevivéncia das células incubadas com o respectivo composto; Cada coluna representa a
média + desvio padrdo, considerando os resultados obtidos para, pelo menos, 3 experiéncias
independentes; B) Curva de dose-resposta da actividade citotoxica; C) Estrutura do
complexo.
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Composto E
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Fig. 19: Representacdo dos graficos de viabilidade celular para o composto E; A) Percentagem de
sobrevivéncia das células incubadas com o respectivo composto; Cada coluna representa a
média + desvio padrdo, considerando os resultados obtidos para, pelo menos, 3 experiéncias
independentes; B) Curva de dose-resposta da actividade citotdxica; C) Estrutura do

complexo.
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Composto G

A @ HeLa m MCF-7 0O N1E-115 Ndif @ N1E-115 Dif
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Fig. 20: Representacdo dos gréficos de viabilidade celular para o composto G. A) Percentagem de
sobrevivéncia das células incubadas com o respectivo composto; Cada coluna representa a
média + desvio padrdo, considerando os resultados obtidos para, pelo menos, 3 experiéncias
independentes; B) Curva de dose-resposta da actividade citotéxica; C) Estrutura do
complexo.

O composto B contém o ligando fenantrolina e o halogéneo é o cloro (ClI).
Apresentou muito bons resultados para todas as linhas celulares (HeLa - 8,2 uM,;
MCF-7 - 9,3 uM; N1E-115 NDif - 6,7 pM e N1E-115 Dif — 31,8 uM), podendo
mesmo ser considerado um dos compostos com maior capacidade inibitoria neste
estudo. Foi mais eficaz nas linhas celulares humanas e menos nos neuroblastomas
vistos estes serem mais resistentes. Outro composto com uma estrutura muito
semelhante ao B, é o composto E cujo halogéneo é o bromo (Br). Este também
apresentou uma boa capacidade inibitoria, primeiramente nas HelLa (5,1 puM), depois
nas N1E-115 NDif (32,5 uM), MCF-7 (70,7 uM) e por ultimo nas N1E-115 Dif (90,8
UM). (Tabela I1). O composto G é constituido pelo grupo triflato (CF3SO3) e pelo
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ligando I, apresentando boa actividade inibitéria do crescimento celular em todas as
linhas, em particular nas humanas (HeLa — 3 uM, MCF-7 — 13,4 uM, N1E-115
NDif - 3,5 uM e N1E-115 Dif — 11,4 uM). Este grupo parece melhorar a interacgédo
do complexo com o DNA, provavelmente pela formacdo de maior nimero de
ligagbes com o0 meio envolvente.
De seguida sao apresentados os resultados relativos ao composto F, em que o
metal foi substituido pelo W (Fig. 21).

Composto F
A B HeLa @ MCF-7 O N1E-115 Ndif @ N1E-115 Dif
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Fig. 21: Representacdo dos graficos de viabilidade celular para o composto F; A) Percentagem de

sobrevivéncia das células incubadas com o respectivo composto; Cada coluna representa a

média + desvio padrdo, considerando os resultados obtidos para, pelo menos, 3 experiéncias

independentes; B) Curva de dose-resposta da actividade citotéxica; C) Estrutura do
complexo.

O composto F € muito semelhante ao composto E, sendo o metal constituido

pelo tungsténio (W) e o ligando I. O tungsténio é ja conhecido pelas suas

capacidades anti-tumorais em tumores sélidos (Matos, 2005). Apresentou boa

capacidade de inibicdo na linha HelLa e N1E-115 NDif (12,8 e 4,6 uM,
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respectivamente). Para as outras linhas os valores de ICsy foram superiores a 100
UM (MCF-7 — 295 pM, N1E-115 Dif — 147 uM).

Composto D
A B HeLa m MCF-7 0O N1E-115 Ndif @ N1E-115 Dif
@
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Fig. 22: Representacdo dos graficos de viabilidade celular para o composto D. A) Percentagem de
sobrevivéncia das células incubadas com o respectivo composto. Cada coluna representa a
média + desvio padrdo, considerando os resultados obtidos para, pelo menos, 3 experiéncias
independentes; B) Curva de dose-resposta da actividade citotoxica; C) Estrutura do
complexo.

O composto D é constituido pelo complexo J e o halogéneo Br. Comparando
este composto com o E, sdo ambos bastaste eficazes nas HeL.a mas para as restantes
linhas exigem uma maior concentracdo (10 vezes superior) (tabela I1), indicando que

este substituinte ndo sera tao eficaz como a fenantrolina (Fig. 22).
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Fig. 23: Representacdo dos graficos de viabilidade celular para o composto H: A) Percentagem de
sobrevivéncia das células incubadas com o respectivo composto. Cada coluna representa a
média + desvio padrdo, considerando os resultados obtidos para, pelo menos, 3 experiéncias
independentes; B) Curva de dose-resposta da actividade citotoxica; C) Estrutura do complexo

O composto H também é constituido pelo mesmo grupo substituinte que o
composto G (triflato) mas o seu ligando é o 2,2’-bipiridil. Comparando este
composto com o H (Fig. 20), observou-se que o H apresentou boa capacidade
inibitoria, mas numa ordem de grandeza 10 vezes superior ao G, provavelmente
devido a menor eficacia do seu ligando associado (HeLa — 23,7 uM, MCF-7 — 44,6
UM, N1E-115 NDif — 60 uM e N1E-115 Dif — 46 pM).

De forma geral pode-se concluir que a maioria dos compostos de molibdénio
() testados apresenta boa actividade inibit6ria, com excepc¢do dos compostos A e C,
pela impossibilidade de dissolucdo. A linha celular HeLa apresentou valores de ICsg
mais baixos para a maioria dos compostos, e pelo contrario, a N1E-115 Dif foi a

mais dificil de atingir. Quanto aos grupos substituintes, o triflato, parece conseguir
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melhorar as interac¢bes do composto com o DNA pela sua maior capacidade de
interacgdo com 0 meio envolvente.
Por Ultimo apresenta-se a tabela com a compilacdo de todos dos valores

obtidos para todos os compostos testados (Tabela 11).

Tabela I1: Valores de inibigdo do crescimento celular, com os varios complexos organometalicos
estudados, nas trés linhas celulares estudadas, expressos como valores de 1Cs, (n=3) + desvio padréo,

Compostos 'Co0 (UM)
HeLA MCF-7 N1E-115 NDif | N1E-115 Dif

B 82+0,8 9,3+ 0,6 6,7+1,5 31,8+ 0,4
D 6,8+1,1 37,6+0,8 12,7+1,7 352+1,1
E 51+1 70,7+ 0,6 325+1,3 90,8 £0,6
F 12,8405 2946 + 1,4 46+2,1 146 £0,5
G 2,9 + 0,004 13,4+0,7 35+1,0 11,4406
H 23,7 + 0,005 445+ 0,6 60+0,4 46,1+0,6

I 2,1+04 nd 31+ 1,1 458,6 + 0,5
J nd nd nd nd

3.2 Estudos de cinética de actuacdo de compostos

Ap0s a avaliacdo da citotoxidade dos compostos propostos para estudo, outra
analise importante foi averiguar qual o tempo necessario para a sua ac¢ao e eventuais
relacbes entre estes tempos e a citotoxicidade dos compostos. Os tempos de
incubacdo escolhidos foram de 1, 2, 3 e 48 horas, apds estudos preliminares destes
ensaios. Para cada ensaio a concentracdo de composto usada foi um pouco acima do
valor de ICsg calculado (Tabela I1), sendo para a linha celular HeLa a concentragédo
dos compostos de 15 uM, com excepcdo do composto H para o qual foi usada uma
concentracdo de 30 uM. A concentragéo escolhida para as linhas, MCF-7 e N1E-115,
foi de 50 uM.
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Na figura seguinte (Fig. 24) estdo agrupados os graficos que representam a

accdo dos varios compostos, para as 3 linhas celulares, HeLa, MCF-7 e N1E-11

NDif nos varios tempos de exposicao.
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Fig. 24: Ensaios cinéticos para os varios compostos estudados, nas trés linhas celulares, durante os
varios tempos de incubagdo (1, 2, 3 e 48 horas).

Os compostos B, D, E apresentam cinéticas de actuacdo semelhante para as 3
linhas. Em relacdo ao composto B, observou-se a reducdo da populacdo para metade,
para todas as linhas, ao fim das 48 horas. Quanto ao composto D para a linha HeLa e
MCF-7 observou-se reducdo para metade as 48 horas de incubagdo, enquanto que

para a N1E-115 NDif se observou esta reducéo ao final das 3 horas. O composto E
actua ao fim de 3 horas nas células HeLa enquanto que nas MCF-7 e N1E-115
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apenas actuou no fim das 48 horas. O composto G é o mais rapido de todos,
actuando logo na 1 hora de exposicdo tanto para as células HeLa como para as
MCF-7, sendo que para as células N1E-115 actua apenas ao fim de 3 horas de
incubacdo com o composto. Por dltimo, o composto H actua ao fim de 2 horas nas
HelLa e ao fim de 48 horas de incubacéo para as restantes linhas.

De acordo com os resultados pode-se concluir que o composto G parece ser 0
mais eficiente e rapido para todas as linhas celulares testadas. Os compostos tém uma
actuacdo mais rapida nas células MCF-7. No entanto, ndo se podem extrair relacdes
entre a velocidade de actuagdo dos compostos e a sua citotoxicidade, visto 0s
resultados obtidos serem muito divergentes de composto para composto e de linha
para linha. Teria sido interessante testar a actuacdo dos varios compostos as 24 horas,
visto a inibicdo do crescimento se ter dado, na grande maioria dos casos, entre as 3 e

as 48 horas.

3.3 Estudos de ligacdo ao DNA

Estudos anteriores sugerem que o DNA €é o primeiro alvo intracelular das
drogas anti-tumorais, visto que a interaccao de pequenas moléculas com o DNA pode
causar danos nas células cancerigenas, bloqueando a sua divisdo e levando a morte
celular. E assim importante perceber as propriedades destas ligacdes, no
desenvolvimento de potenciais drogas. Sabe-se que 0s complexos metalicos podem
interactuar com a dupla cadeia de DNA de forma covalente ou ndo-covalente, sendo
a intercalacdo uma das mais importantes formas de ligacdo ao DNA (Zhang et al,
2005). Os intercaladores sdo moléculas que se inserem perpendicularmente na
estrutura do DNA, por ligacBes ndo-covalentes (Martinez & Chac6n-Garcia, 2005).

De acordo com Xu e seus colaboradores (2003), a capacidade de intercalacéo
aumenta com ligandos planares, mas deve-se ter também sempre em atencdo, na
determinacéo da ligacdo do complexo ao DNA, a geometria de coordenacéo e o tipo
de 4tomo dador do ligando (Zhang et al., 2005).

De forma a investigar os modos de ligacdo dos complexos ao DNA foram

feitos ensaios espectrofotométricos e determinacgdo de viscosidades.
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3.3.1 Estudos espectrofotométricos

3.3.1.1 Estudo de estabilidade das solu¢cdes dos compostos ao

longo do tempo

Estes ensaios permitiram estudar a estabilidade dos compostos em meio de
cultura RPMI e em PBS. Para isso incubaram-se 0s compostos nestas duas solucdes e
tracaram-se 0s espectros. Estes ensaios foram apenas feitos para dois dos compostos

com menor valor de ICsp, compostos B e E.

Abs

210 260 0 360

i (nm) i (nm)

Fig. 25: Espectros de UV-vis do composto B. A) valores do composto em PBS, no tempo zero (azul),
ao fim de 2 horas (amarelo), ao fim de 24 horas (verde) e ao fim das 48 horas (vermelho). B)
Valores do composto em meio RPMI, no tempo zero (azul), ao fim de 2 horas (amarelo), ao
fim de 24 horas (verde) e ao fim das 48 horas (vermelho).
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Fig. 26: Espectros de UV-vis do composto E. A) valores do composto em PBS, no tempo zero (azul),
ao fim de 2 horas (amarelo), ao fim de 24 horas (verde) e ao fim das 48 horas (vermelho). B)
Valores do composto em meio RPMI, no tempo zero (azul), ao fim de 2 horas (amarelo), ao
fim de 24 horas (verde) e ao fim das 48 horas (vermelho).

Pela observacdo das figuras 25 e 26, verificou-se que o composto B é muito

estavel, ndo se observando diferencas significativas do tempo zero para as 48 horas.
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Pelo contrario, 0 composto E apresenta diferencas significativas a partir das 3 horas

em PBS e das 24 horas com 0 meio, indicando que os compostos se alteraram, tendo
possivelmente sofrido hidrolise.

Conclui-se que o composto B é mais estavel que o E e, provavelmente, 0s

seus melhores resultados de I1Cs se deverdo também a esta estabilidade.

3.3.1.2 Espectroscopia de Absorcdo UV-visivel

A espectroscopia de absorcdo electrénica, tal como ja foi referido
anteriormente, € uma das técnicas mais comuns para 0s estudos de ligacdes ao DNA.
A intercalagdo do complexo ao DNA resulta em hipocromismo (diminuicdo da
absortividade molar a medida que a concentracdo de DNA aumenta) e batocromismo
(ligeiro deslocamento das bandas para a regido do vermelho).

As figuras seguintes representam os espectros de UV-vis tracados para o0s
varios compostos em estudo quando entram em contacto com uma solucdo de DNA.
Para cada um deles mediu-se a absorvéncia do composto sem DNA, em tampdo PES
e foram tragados espectros com sucessivas adi¢cdes de DNA 50 uM (10-60 ul). A
concentragdo de composto foi fixa (50 pM).
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Fig 27: Espectros de absor¢do dos compostos na auséncia e na presenca de DNA, em tampdo PES. A
absorvéncia muda a medida que aumenta a concentracdo de DNA. (adicionaram-se
concentracdes crescentes de DNA: 10pl, 20 pl, 30 pl, 40 pl, 50 pl, 60 ul), [composto] = 50
UM. As linhas mostram o decréscimo na intensidade & medida que aumentou a concentragdo

de DNA.
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Fig 28: Espectros de absorcdo dos compostos na auséncia e na presenca de DNA, em tampédo PES. A
absorvéncia muda a medida que aumenta a concentracdo de DNA. (adicionaram-se
concentragdes crescentes de DNA: 10pul, 20 pl, 30 pl, 40 pl, 50 ul, 60 ul), [composto] = 50
UM. As linhas mostram o decréscimo na intensidade & medida que aumentou a concentragdo

de DNA.
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De acordo com os resultados obtidos (Fig. 27 e 28) verificou-se a existéncia
de hipocromismo e batocromismo para os compostos B, G e H, com especial énfase
para 0s compostos G e H onde foi possivel observar tanto o hipocromismo como o
batocromismo. Estes compostos apresentam uma constante de ligacdo superior por
terem o grupo O3SCF3 que permite melhorar as interacgdes deste com as solugdes
aquosas do meio celular envolvente. Verificou-se, para todos 0os compostos, um
desvio na absorcdo do pico maximo (260 nm) para a zona do vermelho, dados estes
indicativos de batocromismo. N&o foi possivel observar hipocromismo nos
compostos D e E, pelo contrario, com a adi¢do de DNA observou-se um aumento da
absorcéo (hipercromismo).

Conclui-se assim que o mecanismo de interaccdo dos compostos B, G e H
com o DNA, podera ser por intercalacdo. Em relacdo aos compostos D e E nao foi
possivel tirar ilagcbes pois os dados obtidos sdo insuficientes e pouco conclusivos.

Todavia, deve-se ter presente que a citotoxicidade de um composto ndo esta
apenas dependente da sua capacidade de interaccdo com o DNA. A droga, para ser
eficaz, tem de ultrapassar varias barreiras, como as vias metabdlicas e as membranas
citoplasmaticas e nucleares e, uma vez no nucleo deve ser capaz de se intercalar com
0 DNA formando um complexo estavel com um tempo de meia vida relativamente
longo (Martinez & Chacon-Garcia, 2005).

3.3.1.3 Medicdes de viscosidade

Foram feitas medidas de viscosidade de solugfes de DNA incubadas com o0s
compostos B, D e E, numa tentativa de, uma vez mais, contribuir para a identificacéo
de possiveis modos de ligacdo destes compostos ao DNA. Partindo do principio de
que a viscosidade € directamente proporcional ao tempo de escoamento, e que, 0
aumento de viscosidade esta associado com a possivel intercalacdo do composto na
molécula de DNA, abrindo a estrutura e aumentando entdo a sua viscosidade.

Tal como foi descrito no capitulo 2 (materiais e métodos), foram feitos trés

controlos.
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Fig. 29: Controlo 1: representacdo do tempo de escoamento com adigdes crescentes de BrEt, de forma
a ver o aumento de intercalagéo deste composto com o0 DNA (50 uM).

O controlo 1 foi feito com uma solucdo de DNA e o intercalante BrEt (Fig. 29).
Pela analise da figura observou-se um aumento no tempo de escoamento a medida
que a percentagem de BrEt aumenta na solucdo, aumento este, indicativo da
intercalacdo do BrEt na molécula de DNA.
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Fig. 30: Controlo 2: representacdo do tempo de escoamento com adigdes crescentes de DMSO ao
tampéo PES (cinzento) e ao DNA (preto).

O controlo 2 (Fig. 30) apresenta o0 comportamento dos brancos: tampédo PES +
DMSO e DNA + DMSO. As duas curvas apresentam um aumento a medida que
aumenta a concentracdo de DMSO, indicando que este contribui para o0 aumento de
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viscosidade, tal como j& foi dito nos materiais. Contudo, considerou-se que esta
alteracdo ndo era significativa, visto que a quantidade de DMSO usada para
pareparar as solucdes foi de 0,1 %.

De seguida estdo representados os graficos das medicdes das solucbes de DNA

incubado com os trés compostos em estudo, B, D e E (Fig. 31 e 32).

Composto B
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Fig. 31: Compostos B, D: representacdo do tempo de escoamento com adigdes crescentes de
composto (1, 10, 25, 50 e 100 pM), de forma a verificar ou ndo o aumento de intercalacéo
destes compostos com 0 DNA (50 pM).
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Composto E
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Fig. 32: Composto E: representacdo do tempo de escoamento com adic¢Bes crescentes de composto (1,
10, 25, 50 e 100 pM), de forma a verificar ou ndo o aumento de intercalacdo deste composto
com o DNA (50 pM).

Analisando os 3 graficos referentes aos 3 compostos estudados, observou-se um
aumento significativo do tempo de escoamento em funcdo do aumento de
concentragdo de composto (1, 10, 25, 50 e 100 puM). Estes resultados obtidos
permitem confirmar, que estes composto actuardo com o DNA pelo mecanismo de

intercalacao.

3.4 Estudos bioldgicos

3.4.1 Electroforese de DNA em gel de agarose

A morte celular fisioldgica é caracterizada pela morfologia apopt6tica, que
inclui a condensagdo da cromatina, degradacdo inter-nucleossomal do DNA e
formacdo de corpos apoptéticos ( Zhou et al., 2003; Noda et al., 2007). A
electroforese foi feita com o objectivo de observar o estado do DNA. No caso haver
apoptose dever-se-4 detectar o ladder. Se houver degradacdo ndo especifica
observar-se-4 um smear.

Extraiu-se DNA gendmico das linhas celulares HeLa (Fig.33) e MCF-7 (Fig.

34), previamente incubadas durante 48 horas, com os compostos. Quantificou-se o
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DNA isolado e verificou-se o grau de pureza. Para cada composto foram testadas 3
concentragdes (10, 50 e 100 uM).

13130

9416

4312

1322

Fig. 33: Gel de Agarose de DNA de células HelLa ap6s exposi¢do a concentragdes crescentes (10, 50 e
100uM) de composto B, D, E e G . M - marcador do bacteriofago A digerido com o enzima
Hindl1l; C — Células controlo, incubadas sem adi¢do de composto; H,O, — controlo positivo.

No gel obtido para as células HelLa (Fig. 33), o controlo (C) apresenta uma
banda bem definida com um elevado peso molecular. A banda correspondente a
incubacéo das células com H,0, ( indutor de apoptose), deveria servir como controlo
positivo, contudo ndo se observa nenhuma banda, provavelmente devido a uma
degradacédo total do DNA. Em relacdo as faixas dos DNAs gendmicos das células
incubadas com os compostos, observa-se o aparecimento de bandas alargadas, smear,
indicativo de degradacdo do DNA. A medida que aumenta a concentracio aumenta a

largura da banda, o que indica aumento de degradacéo.
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23130

Fig. 34: Gel de Agarose de DNA de células MCF-7 apds exposicao a concentragdes crescentes (10, 50
e 100uM) de composto B, D ¢ E. M - marcador do bacteriofago A digerido com o enzima
Hindlll; C — Células controlo, incubadas sem adi¢do de composto.

O gel correspondente ao tratamento das células MCF-7 (Fig. 34) é muito
semelhante ao obtido para a linha celular Hela.

Os resultados obtidos sdo indicativos de degradacdo do DNA, apresentando
fragmentos de variados tamanhos, resultantes de cortes ndo especificos. Nao foi
possivel observar um ladder organizado, indicativo de apoptose, pelo que se podera
concluir que este ndo serd o processo mais relevante de morte celular. A
fragmentacdo de DNA de forma ndo especifica podera entdo resultar de outros
processos, nomeadamente de ac¢do de espécies reactivas de oxigénio produzidas pela

célula, como consequéncia do contacto com 0s compostos.
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3.4.2 Avaliacdo da morte celular pela coloracdo com Hoechst
33342

Este ensaio permite avaliar o processo de morte por apoptose. Baseia-se na
analise da alteracdo morfoldgica nuclear, usando para isso o corante HO33342 que
marca o0s nucleos das células de azul fluorescente, sendo que, para as células em
apoptose a intensidade da fluorescéncia € superior, 0s nucleos apresentam menores
dimensdes, a cromatina esta condensada e possivelmente fragmentada dando origem
aos corpos apoptoticos (Bonfoco et al., 1997)

Este ensaio foi realizado nas linhas celulares MCF-7 (Fig. 35) e N1E-115
(Fig. 36). As células foram incubadas com os compostos durante 48 horas a 37°C em
atmosfera de CO,. Para cada linha foram testados 3 compostos, B, D e E a 2
concentragdes, 10 e 100 uM. Como controlo negativo usaram-se células que nao
estiveram em contacto com compostos e como controlo positivo incubaram-se as
células com H,0,, a duas concentragdes, 50 e 500 uM (Fig. 35 e 36
respectivamente).

As imagens obtidas tém uma baixa qualidade, pelo que se torna um pouco

mais dificil a analise dos resultados.
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Fig. 35: Analise da morfologia da linha celular MCF-7. Apds adesdo das células a lamelas, estas
foram incubadas com os compostos B, D e E nas concentracdes de 10 e 100 uM, durante 48
horas. De seguida foram marcadas com o corante fluorescente Hoechst 33342, de modo a
determinar a sua viabilidade. Os corpos apoptdticos estdo evidenciados e identificados com
uma seta.
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Na figura 35 estdo apresentadas as fotografias das linhas celulares MCF-7
tiradas no microscépio de fluorescéncia. As duas primeiras imagens de cada figura,
correspondem ao controlo negativo. Observam-se nucleos de grandes dimensdes,
redondos, que ocupam grande parte da célula. Nas imagens referentes ao controlo
positivo (H20,), para a concentracdo de 50 uM, observaram-se nucleos mais
pequenos e 0 aparecimento de corpos apoptoticos. Para a concentracdo mais elevada
(500 uM) observaram-se muitos fragmentos celulares, indicando que as células
estdo totalmente degradadas. Relativamente aos ensaios com 0s compostos observa-
se para 0s compostos B e D a formacdo de alguns corpos apoptéticos na
concentracdo de 10 uM e total degradacdo na concentracdo de 100 puM. Estes
resultados estdo de acordo com 0s ensaios citotdxicos anteriormente feitos, visto que
ambos os compostos actuam eficazmente a concentracOes inferiores a 100 uM. No
ensaio com o composto E é possivel observar grande quantidade de células viaveis
na concentracdo mais baixa e formacdo de corpos apoptéticos na concentracdo mais
alta.

Na figura 36 estdo compiladas as fotografias da linha celular N1E-115. A

esquematizacao dos resultados é semelhante a apresentada para as células MCF-7.,
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Fig. 36: Analise da morfologia da linha celular N1E-115 NDif. Apds adeséo das células a lamelas, estas foram
incubadas com os compostos B, D e E nas concentragdes de 10 e 100 uM, durante 48 horas. De seguida
foram marcadas com o corante fluorescente Hoechst 33342, de modo a determinar a sua viabilidade. Os
corpos apoptoticos estdo evidenciados e identificados com uma seta.
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No estudo com as células N1E-115 NDif também se observaram diferencas
marcantes nas imagens da concentragdo de 10 uM, onde a grande maioria das
células se encontra ainda viavel. Para a concentracdo mais alta, observou-se a
formacdo de corpos apoptéticos e condensacdo da cromatina, pelo aumento da
intensidade da fluorescéncia.

Assim, 0 ensaio com o corante Hoechst 33342 permitiu concluir que parte das
células, na presenca de todos os compostos estudados, sdo induzidas a entrar em
apoptose.

Relacionando estes resultados com os obtidos anteriormente, conclui-se que a
apoptose existe mas ndo sera o Unico processo de morte celular. Ou seja, 0 nimero
de células a entrar em apoptose pode ser diminuto relativamente ao total e o ladder

correspondente ndo é assim visivel no gel.

3.4.3 Citometria de Fluxo
3.4.3.1 Producédo de espécies reactivas de oxigenio

Para a deteccdo das espécies reactivas de oxigénio intracelulares, recorreu-se
ao corante DCFH,-DA. Este composto tem a capacidade de atravessar livremente as
membranas celulares e, quando lhe é removido o grupo acetato, por esterases
especificas existentes no meio, da-se a sua oxidacdo dando origem ao DCF, que fica
retido no interior das células e fluoresce. Assim sendo, vai ser medida a fluorescéncia
por citometria de fluxo. Esta fluorescéncia € proporcional ao nimero de ROS
produzidos, principalmente a producdo de H,O,, (Carter et al., 1994).

Para a execucéo deste estudo foi usado o composto E, a duas concentragdes (10
e 50 uM) e a dois tempos de incubacdo (3 e 6 horas). Para além disto prepararam-se
dois controlos: controlo negativo, em que as células ndo estiveram em contacto com
compostos toxicos e um controlo positivo, em que as células estiveram em contacto
com H;0,, ja utilizado em outras experiéncias, mas neste ponto do trabalho foi
importante como produtor de ROS.
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Tabela I11: Compilagdo dos resultados obtidos para a producdo de ROS

Concentractes Tempo de
Gréficos incubacéo % ROS
Controlo
_ - - 2,46
negativo
Controlo
positivo 500 2,30 55,6
(H20)
3 57,7
10
6 61,2
Composto E
3 62,1
50
6 85,3
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Na tabela 111 estdo compilados os resultados obtidos, graficos e percentagens
(numero de eventos vs intensidade de fluorescéncia do DCF) de producdo de ROS
pelas células. Analisando os resultados, observou-se que em células vidveis houve
uma percentagem de producdo de ROS muito pequena (2, 46 %) e, pelo contrario
para o controlo positivo, a percentagem de ROS foi de 55,6 %. Na presenca do
composto E, observou-se producdo de ROS, e verificou-se uma diferenca
significativa com o aumento, tanto do tempo de incubag¢do como da concentracao de
composto.

Visto ter-se dado uma producéo significativa de ROS pelas células (> 50 %), é
possivel que a morte celular esteja relacionada com esta. Assim sendo, conclui-se
que a ac¢do destes compostos se podera dar também no mitocdndrio, visto este ser o
organelo principal responsavel pela producdo de ROS assim como pela morte celular
por apoptose. Contudo, devem ser feitos mais estudos, visto que estes resultados

serem muito preliminares.

3.4.3.2 Avaliacdo de morte celular pela dupla coloracdo com
HO33342/PI

Tal como ja foi dito anteriormente, este estudo consiste na contagem, avaliacdo
e classificacdo das células em solugdo de forma rapida e precisa, permitindo também
a combinacdo de sinais de dispersdo com marcadores fluorescentes. O objectivo
deste estudo foi averiguar qual o processo de morte das células quando incubadas
com os complexos de molibdénio e quantificar essas células. Para este estudo
trabalhou-se com a linha celular MCF-7 e foi avaliado o composto E, a duas
concentragdes (10 e 50 uM) para dois tempos de incubacdo para cada concentrag&o:
3 e 24 horas. As células foram coradas com dois fluorocromos: o corante HO33342
que € incorporado mais rapidamente e em maior quantidade pelas células apoptéticas
que pelas células viaveis, devido a alteracdo da membrana plasmatica, e o iodeto de
propideo (PI) que permite distinguir as células que perderam a integridade

membranar, ou seja, células necroticas e células em estado avancado de apoptose das
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células vivas (exclui-se as células apoptéticas, visto estas ainda terem a membrana
intacta).

Fizeram-se trés controlos, um controlo negativo de células ndo marcadas, um
controlo de células s6 com HO33342 e outro controlo de células s6 com PI. Estes
controlos foram necessario para calibrar a maquina e para saber quanto HO entrava
no canal do Pl e vice-versa, neste caso foi necessario ajustar um pouco a
compensacao do Pl a entrar no canal do HO. Utilizou-se também uma amostra onde
as células foram incubadas com H,O, durante 30 minutos, como se sabe que este
composto mata as células por apoptose, sendo entdo utilizado como controlo
positivo. Este controlo ndo sendo totalmente necessario, € Gtil para compararmos 0s

graficos obtidos com 0s nossos compostos.
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Fig. 37: Exemplificagdo da representacdo dos resultados. Células vivas surgem no quadrante R5, as
células apoptéticas no quadrante R3 e as mortas no quadrante 4 (Adaptado de Diamond &
DeMaggio, 2000).

De forma a analisar os graficos obtidos por esta técnica, recorreu-se ao modelo
apresentado na figura 37, em que, as células vivas se encontram no quadrante R5, as
células apoptoticas no quadrante R3 e as células mortas no quadrante R4. Foi
possivel obter a percentagem de células em cada quadrante compilando-se entdo os

valores nos graficos apresentados nas figuras 38 e 39.
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Fig. 38: Analise por citometria de fluxo de células apoptéticas, coloragdo com o corante Hoechst
33342 e Pl A) controlo negativo (células vidveis); B) controlo para células apoptoéticas
(Hoechst 33342) C) controlo para células mortas (PI); D) controlo positivo (células tratadas
com H,0,); E) compila¢do dos valores obtidos por citometria de fluxo, correspondendo a
percentagem de viabilidade celular.

A figura 38 mostra que no controlo negativo se confirma a existéncia de
células viaveis (94 %), sem marcador. Os ensaios com 0s corantes servem de brancos
para 0s ensaios posteriores, em que as células foram previamente incubadas com
composto. No controlo de células apoptéticas com o corante HO33342, 95 % das

células estavam em apoptose. No controlo de células mortas, com o Pl, obteve-se
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cerca de 31 % de células mortas. Por Gltimo, no controlo positivo com H,0,, todas
as células se encontravam em apoptose ou mortas (100 %).

Por analise dos resultados obtidos pode constatar-se que os valores para 0S
ensaios controlo estdo bastante aceitaveis. Para as células controlo e para as células
coradas com o Hoechst33342 a percentagem de células que respondeu positivamente
foi superior a 90 %. Quanto ao Pl, 61.54 % das células responderam positivamente a
este corante, os 38.42 % podem dever-se ao facto do corante nédo ter estado tempo
suficiente em contacto com as células. Assim, foi necessario proceder-se a um
pequeno ajuste na compensacgao do PlI.

De seguida sdo apresentados os graficos correspondentes a dupla coloracéo
HO33342/P1 de células MCF-7 incubadas com o composto E, a duas concentracfes
(10 e 50 uM) e a dois tempos de incubacéo (3 e 24 horas) (Fig. 39).
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Fig. 39: Analise por citometria de fluxo de células apoptéticas, coloragdo com o corante Hoechst
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uM com 24 horas de incubagéo; C) 50 uM com 3 horas de incubagdo; D) 50uM com 24
horas de incubacdo; E) Compilacdo dos valores obtidos por citometria de fluxo,
correspondendo a percentagem de viabilidade celular.

E visivel na figura 39 que, & medida que aumenta o tempo de incubacéo (de 3
para 24 horas) diminui o numero de células viaveis e aumenta o nimero de células
apoptoticas e de células mortas. Para além disso, verificou-se que, para a
concentracdo de 50 uM, aumenta o numero de células mortas e diminui

substancialmente o nimero de células em apoptose, indicando que, quanto maior a
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concentracdo do composto, mais toxico se torna para as células levando a uma
morte mais rapida e de um maior nimero de células.

Este ensaio permitiu obter resultados de acordo com o esperado, tanto para os
controlos, como para 0s ensaios com o composto. A apoptose é entdo considerada
como um dos possiveis mecanismos de morte destas células visto que, existem em
todos os ensaios, num numero bastante significativo. Relembrar que para a execucéo
deste protocolo as células foram sujeitas a algumas condi¢bes adversas, podendo

levar a morte de algumas destas células de forma brusca.
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Neste trabalho testaram-se complexos organometélicos de Mo (1) com varios
ligandos azotados em 3 linhas celulares tumorais, 2 humanas e uma animal. E
fundamental ter em conta na escolha do metal o seu estado de oxidacao e os ligandos
escolhidos, de forma a melhorar o0 seu comportamento electronico e estereoquimico.
Dois dos compostos estudados (A e C) foram impossiveis de dissolver devido a
presenca de grupos metilo no ligando, bloqueando a ac¢édo do complexo.

Os valores de ICsy variaram entre 5,1 e 90,8 uM, mostrando algumas diferencas
entre as linhas celulares, sendo que para a linha celular N1E-115 Dif se observou
uma diminuicdo de actividade citotoxica significativa, comparando com a linha
celular N1E-115 NDif. O complexo B é o mais eficiente, mas todos eles representam
potenciais agentes anti-tumorais. A cinética de actuacdo dos compostos demonstrou
que os complexos B, D necessitam de 48h para a sua accdo completa, enquanto que
os complexos G e H apresentaram uma actividade citotdxica significativa apos 3
horas de contacto, sendo que, a velocidade a que estes actuam ndo esta
necessariamente relacionada com a sua eficacia de actuacao.

Nos estudos de ligacdo ao DNA, a espectroscopia de absor¢do permitiu observar
0 aparecimento de hipocromismo e batocromismo para os complexos B, G e H,
indicando a provavel a intercalagdo destes com a molécula de DNA. O aumento da
viscosidade dos complexos B, D e E em solugdes de DNA confirmaram, uma vez
mais a interac¢do com a cadeia de DNA por intercalagéo.

A electroforese do DNA gendmico em gel de agarose apenas revela a degradacédo
do DNA para os complexos B, D, E e G na linha celular HeLa e nos complexos B, D
e E para a linha celular MCF-7. Por outro lado, a formacdo de corpos apoptoticos e
condensacdo da cromatina, resultados estes reflectidos pelo aumento da intensidade
da fluorescéncia do corante HO 33342, indicaram que a apoptose € um dos possiveis
mecanismos de ac¢do dos complexos estudados (B, D e E) nas linhas celulares MCF-
7 e N1E-115 NDif.

Por citometria de fluxo efectuaram-se duas experiéncias independentes: a
medicdo de espécies reactivas de oxigénio foi realizada utilizando o corante DCFH,-
DA e mostrou a formacao de quantidades crescentes destas espécies. Por outro lado a
dupla coloragdo com HO 33342/PI permitiu confirmar, uma vez mais, a apoptose
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como mecanismo de morte celular para o composto E na linha celular MCF-7.
Assim sendo, conclui-se que os mecanismos de morte celular incluem a producéo de
espécies reactivas de oxigénio e a apoptose.

Os resultados mais interessantes foram obtidos para o composto E em que 0s
resultados quer relativamente a intercalacdo do composto com o DNA quer a morte
celular por apoptose, foram mais concludentes. Os estudos de estabilidade deste
complexo mostraram que a alteracdo deste acontece das 2 para as 24 horas. Seria

interessante ter realizado também os ensaios de citotoxicidade nas 24 horas.

Perspectivas Futuras:

De forma a melhor compreender o mecanismo de actuacdo dos complexos nas
células teria sido muito interessante e vantajoso realizar também outro tipo de
ensaios. Seria entdo essencial conhecer o0 comportamento dos compostos
organometalicos em solucdo sob condi¢des bioldgicas, de forma a compreender a sua
reactividade e estabilidade nas condi¢Ges dos ensaios. Relativamente ao complexo
em si, é importante compreender de que forma este actua nas células, se entra na sua
totalidade, se sofre alguma alteracdo quimica, como hidrélise, por exemplo e de que
forma interactua com o DNA. Para isso os estudos de difraccdo de raio X, RMN ou
de HPLC ajudam concretizagéo destes objectivos.

Seria também importante modificar os ligandos de forma a melhorar a actividade
anti-proliferativa ou mesmo testar novos intercaladores como anti-tumorais. Ja
existem diversos estudos que fazem referéncia a novos compostos intercaladores,
como por exemplo ligar a aminoécidos ou a ligandos de etilenodiamina, que séo
estaveis, sollveis em éagua e exibem actividade anti-tumoral in vivo e in vitro.
(Martinez & Chacén-Garcia, 2005).

Realizar ensaios cinéticos a mais tempos, incluindo certamente as 24 horas. Fazer
pré-incubacdes de 0, 1, 2, 24 e 48 horas dos compostos em meio e s6 depois aplica-

los nas culturas celulares.
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Efectuar ensaios de calorimetria diferencial que permitem calcular a Tm do
DNA apés incubacdo com o composto e aferir qual o mecanismo de accdo do
complexo com 0 DNA.

A técnica de dicroismo celular (CD) permite estudar variacdes conformacionais
no DNA apés ligacdo ao composto pela medicdo da Tm, permitindo aferir se o
mecanismo de ac¢do passa pela intercalacdo ao DNA (ligagdo nao-covalente) ou por
uma ligacéo covalente.

Neste estudo houve a oportunidade de trabalhar com a técnica de citometria de
fluxo. A partir desta, foram alcangadas varias conclusdes determinantes. Contudo
existem ainda diversos trabalhos inerentes a esta técnica que podem ser explorados, e
de acordo com os resultados obtidos seria vantajoso estudar, como descobrir qual o
principal alvo dos complexos dentro da célula. Poder-se-ia recorrer, por exemplo ao
kit Anexina V que é destinado a dosagem rapida e facil do acontecimento de
apoptose em varios tipos celulares. Durante a apoptose as células modificam a
estrutura das suas membranas plasmaticas para sinalizar a sua morte ao ambiente
envolvente. Os fagdcitos captam este sinal e removem a célula por fagocitose. O
aparecimento da fosfatidilserina (PS) na superficie celular é uma das mudancas
estruturais que ocorre sendo reconhecida pelos fagdcitos. A anexina V é uma
proteina de ligacdo para fosfolipideos que pertence a familia das Anexinas. Na
presenca de ides de calcio expressa uma grande afinidade para ligacao selectiva a PS.
Para além desta proteina existe uma outra muito conhecida, rodamina que faz parte
da familia das fluoronas. (e.g. Rodamina 123). E muito usada como marcador
fluorescente e pode ser facilmente detectada, permitindo avaliar o potencial de
membrana celular. Para além destes estudos existem outros que permitem descobrir
em que fase do ciclo celular se d& o bloqueio, apds interac¢cdo com o0 composto, ou
mesmo estudos, que permitem avaliar quais as vias celulares que estdo na origem da
apoptose. Nestes estudos, recorre-se a anticorpos especificos, como o caso da
caspase 3 ou anticorpos da familia Bcl-2 (Lee & Jung, 2007).
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