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Resumo

As doencas oncoldgicas assumem-se como um dos problemas mais graves a
nivel mundial, representando a segunda maior causa de morte. E esperado que o nimero
de novos casos continue a aumentar devido ao aumento e envelhecimento populacional,
pelo que € imprescindivel entender melhor os mecanismos subjacentes ao cancro e
investir no desenvolvimento de novas terapias, nomeadamente pela procura de novos
farmacos que possam substituir os utilizados na quimioterapia atual. Os farmacos
utilizados atualmente neste tipo de terapia apresentam alguns problemas como a
resisténcia adquirida pelas células tumorais a estes compostos, e a baixa especificidade
para o local do tumor, que resulta em efeitos secundarios indesejaveis.

Neste trabalho foi estudado o potencial anticancerigeno de novos compostos
metalicos de Cu(l) em células tumorais HCT116 (cancro colorretal) atraves de ensaios
de citotoxicidade, bem como 0s mecanismos de acao subjacentes a estes compostos pela
realizacdo de diversos ensaios biologicos.

Ficou demonstrado que estes compostos apresentam uma citotoxicidade elevada
para células tumorais HCT116, principalmente o composto JL10, ndo demonstrando
toxicidade em células saudaveis, o que pode permitir reduzir os efeitos secundarios
durante o tratamento. Os valores de ICsy calculados séo bastante promissores, sendo
menores que os valores dos compostos utilizados atualmente na quimioterapia.

Os compostos mostraram a capacidade de despoletar a via intrinseca da apoptose
e autofagia, bem como de internalizacdo em células HCT116. O composto JL10 foi
também capaz de induzir a producdo de ROS em células HCT116, que podem ser
responsaveis pela ativacdo da via intrinseca da apoptose, e demonstrou uma acao
citostatica ao bloquear o ciclo celular na fase G1. Para além disso, também mostrou
capacidade de clivar o pDNA através de mecanismos oxidativos. Pela analise
protedmica observou-se a interferéncia com diversas vias celulares, afetando o folding e
sintese de proteinas, e diminuindo a atividade metabdlica das células.

Palavras-chave: cancro, quimioterapia, células HCT116, complexos de Cu(l),

citotoxicidade, potencial antiproliferativo






Abstract

Oncologic diseases are one of the worst health issues worldwide, representing
the second cause of death. It is expected that the number of cases keep increasing due to
the populational increase and aging. This makes necessary to better understand the
mechanisms leading to these diseases and develop new therapies that replace the drugs
used nowadays in chemotherapy. The drugs used nowadays face some challenges like
the acquired resistance of the tumoral cells and their low specificity to the tumour
leading to unwanted side effects.

In this work it was studied the anticarcinogenic potential of the metal
compounds of Cu(l) in tumour cells of the cell line HTC116 (colorectal cancer),
through assays of cytotoxicity, as well as the mechanisms of action of the compounds
through several biological assays.

It was demonstrated that these compounds present a high toxicity towards the
tumour cells HTC116. Interestingly, the compound JL10 does not show a high toxicity
towards healthy cells, which might reduce the side effects during treatment. The
calculated ICsp values are quite promising, as they are lower than the ones of the drugs
used nowadays in chemotherapy.

The compounds show the ability to induce cell death trough apoptosis for the
intrinsic pathway and autophagy, as well as internalization in HCT116 cells. The
compound JL10 was also able to induce the production of ROS in the cells HTC116,
which might be responsible for the activation of the intrinsic pathway of apoptosis,
showing also a potential cytostatic, as it blocks the cell cycle in the G1 phase. Besides it
also shows the ability to cleave pDNA through oxidative mechanisms. Proteomic
analysis showed interference with several cellular pathways, affecting the protein

folding and synthesis, diminishing the metabolic activity of the cells.

Key words: cancer, chemotherapy, HCT166 cells, Cu(l) complexes, cytotoxicity,

antiproliferative potential
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1. INTRODUCAO

1. Introducéo

1.1 Cancro - Taxa de incidéncia, mortalidade e fatores de risco

O cancro apresenta-se como um dos grandes problemas de saude a nivel
mundial, sendo a segunda principal causa de morte em todo o mundo [1, 2].

Segundo dados recolhidos pela Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancro
(IARC, do inglés International Agency for Research on Cancer), s6 no ano de 2018,
apareceram mais de 18 milhdes de novos casos e cerca de 9,6 milhdes de mortes devido
a esta doenca [1]. O sexo masculino é o que mais sofre com este tipo de doenga, pois,
estudos indicam que 1 em cada 5 homens e 1 em cada 6 mulheres desenvolvem cancro
em alguma fase da sua vida, sendo que 1 em cada 8 homens e 1 em cada 11 mulheres
acabam por morrer devido a doencas oncoldgicas [2].

Relativamente aos tipos de cancro com maior taxa de incidéncia, dados recentes
de 2018 (IARC, https://gco.iarc.fr/today/online-analysis, consultado em 15-07-2019),
indicam que o cancro do pulméo e da mama sdo os mais abundantes, sendo que o do
pulmdo apresenta-se como 0 tipo de cancro causador de maior nimero de mortes
anualmente, seguido do cancro colorretal, como é possivel observar na figura 1.1. De
acordo com a IARC, estes trés tipos de cancro sao responsaveis por um ter¢co dos novos
casos e da mortalidade em todo 0 mundo. O cancro do pulméo e o cancro da mama
tiveram cada um mais de dois milhdes de novos diagnosticos em 2018, o cancro
colorretal, o terceiro mais comum, 1,8 milhdes de novos casos, seguindo-se o cancro da
prostata com 1,3 milhGes e o cancro do estdmago com aproximadamente um milhdo de
novos diagnosticos [1, 3].

Relacionando a taxa de incidéncia com a de morte, os tipos de cancro onde ha
uma menor taxa de sucesso no seu tratamento sdo o do figado e do es6fago, seguido do

cancro do estbmago.
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Figura 1.1- Estimativa do nimero de casos incidentes e de mortes pelos tipos de cancro representados em
todo 0 mundo no ano de 2018, para ambos 0s sexos e todas as idades (Adaptado de Globcan 2018)

Analisando e comparando as estatisticas para cada género, € possivel observar que o
cancro do pulmdo é o mais comum no sexo masculino (figura 1.2), enquanto que no
sexo feminino o tipo de cancro com maior incidéncia é o da mama (figura 1.3). Em
homens, o cancro da prostata também apresenta um nivel de incidéncia bastante
signficativo. No entanto, embora abundantes, tanto o cancro da mama como o da
prostata apresentam percentagens de cura aproximadamente de 70%. Por outro lado, a
incidéncia do cancro colorretal aparenta ser ligeiramente maior no homem, em relacao a
mulher, tendo uma percentagem de insucesso de cerca de 50% para ambos 0s géneros
[1]. E preciso ter em conta que as possiblidades de cura, para além do tipo de cancro,
dependem diretamente do estadio/fase em que o cancro é detetado. Quanto mais precoce

for feito o diagnostico, maiores serdo as probabilidades de cura [3].
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Figura 1.2 - Estimativa do nimero de casos incidentes e de mortes a nivel mundial em pessoas do sexo
masculino pelos tipos de cancro representados. Estes dados sdo relativos ao ano de 2018 (Adaptado de
Globocan 2018)
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Figura 1.3 - Estimativa do nimero de casos incidentes e de mortes a nivel mundial em pessoas do sexo
feminino dos tipos de cancro representados. Estes dados sdo relativos ao ano de 2018 (Adaptado de
Globocan 2018)

Em Portugal no ano de 2018, o nimero de novos diagnosticos de cancro
ultrapassou os 58 mil, com uma taxa de mortalidade de mais de 29 mil pessoas por
doenca oncoldgica, segundo a IARC. De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude
(WHO, do inglés World Health Organization) cerca de um quarto da populacédo
portuguesa esta em risco de desenvolver cancro até aos 75 anos e 10% corre risco de
morrer de doenca oncoldgica. O cancro colorrectal foi o tipo de cancro com mais
diagnosticos, seguindo-se 0 cancro da mama, o da préstata, e sO depois 0 do pulméo
(tipo de cancro mais incidente em termos mundiais) (figural.4). Contudo, embora o
cancro do pulméo seja o quarto tipo de cancro mais abundante, foi o mais mortal no
nosso pais em 2018 (14,3%) (IARC,2019).
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Figura 1.4 - Estimativa da taxa de incidéncia e mortalidade dos tipos de cancro mais comuns
diagnésticados em Portugal. Estes dados sdo relativos ao ano de 2018 (Adaptado de Globocan 2018).
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O risco de desenvolver cancro provém principalmente dos fatores ambientais,
como os habitos diarios e comportamentos de cada pessoa, visto que apenas 10% do
risco de desenvolver cancro advém da informacdo genética herdada. Entre o0s
comportamentos de risco estdo o tabagismo, exposicdo a radiacdo (nomeadamente
radiacdo ultravioleta e ionizante) ou a determinados produtos quimicos, habitos
alimentares, consumo de alcool, sedentarismo, entre outros [3, 4]. O avancar da idade
também representa um fator de risco, pois a medida que envelhecemos, mais prolongada
é a exposicdo a agentes mutagénicos e maior é o aumento de erros acumulados na
replicacdo do DNA [5].

E esperado que a taxa de incidéncia do cancro continue a aumentar ao longo dos
anos, seja pelo crescimento e envelhecimento da populagdo ou pelo aumento da
exposicdo a fatores de risco, associado ao desenvolvimento socioecondémico [2, 3].
Desta forma, torna-se essencial desenvolver medidas mais eficazes para combater este

flagelo, nomeadamente ao nivel da prevencéo, diagndstico, e sobretudo da terapia.

1.1.1 Cancro colorretal — Incidéncia, mortalidade e fatores de risco

Tal como acima descrito, o cancro colorretal € um dos tipos de cancro com maior
taxa de incidéncia a nivel mundial, sendo o terceiro mais abundante e o segundo com
maior taxa de mortalidade (figura 1.1). Estima-se que no ano de 2018 tenham sido
diagnosticados cerca de 1,8 milhdes de novos casos (10,2 %), e ocorrido
aproximadamente 880 mil mortes por este tipo de cancro (9,2 %) (IARC, 2019) [1].
Apesar de ser abundante em ambos 0s géneros, aparenta ser ligeiramente mais frequente
em homens (figuras 1.2 e 1.3), o que pode dever-se a diferencas na dieta, niveis de
tabagismo, ou de hormonas sexuais [6]. Este tipo de cancro é mais comum em adultos,
sendo que 90% dos diagnosticos acontecem em pessoas com 50 ou mais anos [7]. Néo
obstante esse facto, as taxas de incidéncia em pessoas entre 0s 20-49 anos tem vindo a
aumentar [8].

Em Portugal, esta neoplasia apresenta-se como a mais incidente (figura 1.4), com
0 aparecimento de cerca de 10 mil novos casos em 2018 (17,5%) [2].

Os sintomas podem variar de pessoa para pessoa, mas 0S mais comuns Sao:
existéncia de alteracbes prolongadas nos habitos intestinais (diarreia ou alteragdo na
consisténcia das fezes); sangramento retal ou a presenca de sangue nas fezes;

desconforto e dor abdominal persistente; perda de peso sem razéo aparente; e sinais de
6
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fraqueza [9]. A sobrevivéncia e o tempo médio de vida apds o diagndstico dependem
bastante do estadio da doenga no momento da detegéo, e tipicamente para uma taxa de
sobrevivéncia de 5 anos, é de 90% para cancros detetados no estagio localizado; 70%
para cancros no seu estagio regional e apenas de 10% para diagnosticos em que 0
cancro ja apresenta metastases [7].

Os fatores de risco associados a este tipo de cancro ndo diferem muito em
relacdo aos restantes cancros, sendo que fatores genéticos, epigenéticos e ambientais
(tais como a idade, consumo de tabaco e alcool, inatividade fisica, obesidade, dieta
desequilibrada, nomeadamente consumo de carnes vermelhas processadas e
carbohidratos refinados [5], e doencas como a diabetes) estdo na base do seu
desenvolvimento [10]. Certas doencas cronicas e genéticas como a colite ulcerativa, a
doenca de Crohn, e a polipose adenomatosa familiar também aumentam esse risco [11].

Cerca de 5-10% dos casos de cancro colorretal devem-se a heranca hereditaria recebida

[7]1.

1.2 Carcinogénese

A carcinogénese caracteriza-se pelo crescimento, diferenciacdo e proliferacéo
descontrolados de células anormais, sendo um processo constituido por maltiplas etapas
que resultam na acumulacdo sequencial de mutacGes genéticas nas células e requer a
eliminacdo de varios mecanismos antiproliferativos ou mecanismos de inducdo de
morte celular programada [12].

Segundo Hanahan e Weinberg, as propriedades mais importantes das células
cancerigenas que permitem o desenvolvimento do tumor sdo a capacidade de proliferar
independentemente de sinais de crescimento e de ignorar sinais inibidores de
crescimento; resisténcia a morte celular programada; potencial replicativo ilimitado;
inducdo da angiogénese, que consiste no crescimento de vasos sanguineos a partir de
vasos sanguineos ja existentes; e a capacidade em formar metéstases, através da

propagacdo do tumor para outro local diferente do local de origem [13].

1.2.1 Etapas que levam a formagéo de um cancro

A acumulacdo de diferentes mutacGes no DNA conduz a desregulacdo das

atividades genéticas envolvidas no controlo dos mecanismos de reparagdo, crescimento
;
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celular e regulacdo da morte celular programada. Este processo é lento, podendo
demorar varios anos para que uma célula cancerigena prolifere e dé origem a um tumor
visivel [14]. Tudo comega com uma mutagdo inicial, ao nivel do DNA que os sistemas
de reparacdo ndo conseguiram detetar ou reparar. Estas mutagdes podem surgir devido a
vulnerabilidade do DNA a determinados metabolitos enddgenos, a agentes
carcinogénicos ambientais ou quimicos ou a alguns farmacos anti-inflamatérios. Estas
alteracOes tanto podem ser ao nivel da sequéncia ou da estrutura do gene, sendo estas
chamadas de genéticas ou epigenéticas, respetivamente [15].

Uma das caracteristicas comuns do metabolismo de células cancerigenas € a sua
capacidade em adquirir os nutrientes necessarios, mesmo num ambiente pobre em
nutrientes, utilizando-os para manter a viabilidade e construir nova biomassa para
sustentar a proliferacdo desregulada, levando a formacéo de metastases [16].

A partir desta observagdo foram identificados 6 hallmarks emergentes para o
desenvolvimento da tumorigénese, que correspondem a caracteristicas comuns
adquiridas pelas células durante este processo (figura 1.5) [17]. Estas caracteristicas
consistem na capacidade da célula em: a) alterar o “uptake” de metabolitos,
desregulando a absorcdo de glucose e aminoacidos (hallmark 1) e conferindo-lhe uma
maior aptiddo para obter os nutrientes necessarios (hallmark 2); b) moldar a seu
beneficio o modo como os metabolitos s&o utilizados nas vias metabdlicas
intracelulares, utilizando a glicolise e intermediarios do ciclo de krebs para biossintese e
producdo de NADPH (aumento do consumo de carbono) (hallmark 3) e aumentado a
procura por azoto, essencial para a sintese de novo de uma série de biomoléculas
(nucledtidos, aminoacidos ndo essenciais e poliaminas) (hallmark 4); c) aproveitar as
suas reprogramacdes metabolicas a seu favor, provocando alteracdes na diferenciacédo
das praéprias células cancerigenas (hallmark 5) e também em células e componentes que
integram o seu microambiente tumoral (hallmark 6), promovendo em Gltima instancia, a

formacdo de metéastases.
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Figura 1.5 — Hallmarks emergentes do cancro, caracteristicas comuns as células cancerigenas
(Adapatado de: N. Pavlosa, C. Thompson) [17].

Foi observado um aumento significativo no consumo de glucose em células
tumorais, em comparacdo com células ndo tumorais [18]. Uma célula cancerigena para
conseguir responder as suas necessidades nutritivas e anabolicas decorrentes do
crescimento e proliferacdo celular, tem que aumentar a obtencdo de nutrientes do meio
exterior para dentro da célula, nomeadamente glucose e glutamina (Hallmark 1).

Mesmo em condi¢des de escassez de nutrientes devido ao elevado consumo para
“suportar” o tumor, alguns tipos de cancro adquirem mutagdes que ativam a capacidade
das células em utilizar formas alternativas de obter os nutrientes que precisam, bem
como recuperar moléculas pré-sintetizadas quando a sua sintese dentro da célula estiver
comprometida (Hallmark 2). Desta forma, as células tumorais conseguem sobreviver e
proliferar, mesmo em condicGes metabolicamente desfavoraveis, nomeadamente através
de processos auto catabdlicos [19].

Em condi¢cdes normais, a absorcdo de nutrientes é estritamente regulada pela
sinalizacdo do fatores de crescimentos, sendo este aumento em celulas tumorais
mediado por oncogenes, levando a uma reprogramacdo metabolica da célula [20]. Esta
adaptacdo também permite a este tipo de células um aumento na regulacdo da via

apoptotica pelas proteinas envolvidas no aumento da glicOlise, tornando-as mais

9
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resistentes a este tipo de morte celular, o que possibilita a sua sobrevivéncia a longo
prazo [21].

A forma como os nutrientes s&o utilizados e as vias metabdlicas também diferem
em células normais e tumorais (Hallmark 3).

Em células normais, a glucose é maioritariamente utilizada para a geracdo de
acetil-CoA mitocondrial, que é entdo submetida a oxidacdo no ciclo de krebs. Os
eletrdes resultantes destas reacGes de oxidacdo sdo transportados através de NAD /
NADH e FAD / FADH2 para a cadeia de transporte eletronico, criando um gradiente
eletroquimico que leva a producgdo de ATP.

Por outro lado, em células tumorais a principal finalidade da glucose prende-se
com a biossintese de um vasto conjunto de biomoléculas, como nucleétidos, glicerol,
aminoacidos ndo essenciais, acidos gordos e colesterol, entre outros [22]. As vias
catabdlicas da glucose e da glutamina facultam a celula tumoral a possibilidade de
utilizar os seus intermediarios de carbono para a biossintese de macromoléculas, ao
mesmo tempo que a oxidacdo completa dos esqueletos de carbono destes dois
metabolitos faz com que a célula ganhe poder redutor na forma de NADH e FADHj,
auxiliando a transferéncia de eletrdes e a geracdo de ATP pela cadeia de transporte
eletronico, ou na forma de um cofator NADPH, importante para a manutencdo da
capacidade redox das células [23].

A glutamina, ndo so6 fornece os intermediarios de carbono, mas também reduz o
azoto para a biossintese de novo de nucleétidos e diversos componentes que contém
azoto e sdo essenciais para uma célula em crescimento e proliferacdo (Hallmark 4).

Os componentes das vias metabdlicas ativadas, para além de receberem
informacao de sinais de crescimento, também transmitem diretamente as informacdes
sobre o0 estado metabdlico celular a um vasto conjunto de enzimas reguladoras, entre as
quais aquelas que medeiam a deposicdo e remocdo de marcas epigenéticas da
cromatina. Por exemplo, um dos metabolitos que se acumula no citoplasma quando as
células metabolizam mais glucose do que o necessario devido ao suporte bioenergético
do tumor é a acetil-CoA, fundamental para a ativacdo de enzimas que acetilam as
histonas e outras proteinas num processo mediado por oncogenes [24]. O aumento da
acetilagdo de histonas promove a ativacdo transcripcional, resultando numa expressédo
genética aumentada e mais ampla [25].

Desta forma, a expressdo genética, um processo no qual a informacéo hereditaria

contida num gene, tal como a sequéncia de DNA, € transcrita em RNA e traduzida em
10
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proteinas também pode ser alterada em células tumorais pela remocdo de marcas
epigenéticas (Hallmark 5).

As modificacbes epigenéticas sdo hereditarias e provocam mudancas no
funcionamento de um gene, que ndo sdo causadas por alteracdes na sequéncia de DNA,
e que se mantém nas divisbes celulares seguintes. Assim, as marcas epigenéticas
fornecem uma informacdo genética extra, que através de modificagdes na cromatina ou
metilacdo do DNA estimulam ou inibem a expressao de determinado genes [26]. Estes
mecanismos sdo altamente complexos e essenciais para o desenvolvimento normal e a
manutencdo de padrdes de expressdo genética especifica para cada tipo de célula (cada
célula expressa um nUmero restrito de genes). A existéncia de pequenas falhas no
estabelecimento dos processos epigenéticos pode levar a alteracdo da funcéo do gene, e
consequentemente a alteracdo da fisiologia normal da célula, conduzindo a formacédo de
uma célula tumoral [25].

A capacidade que as celulas cancerigenas possuem de interagir com o0
microambiente tumoral, quer seja pela secrecdo de fatores de crescimento, alteragcdes na
matriz extracelular, ou interacdes célula-célula, confere-lhes o poder de influenciar o
fenotipo das células presentes nesse microambiente (Hallmark 6). Ja foram observadas
alteracdes fenotipicas caracteristicas em linhas celulares presentes na vizinhanca de um
tumor em crescimento, nomeadamente em fibroblastos, células endoteliais e
componentes do sistema imune inato e adaptativo [27].

E raro um tumor manifestar estas 6 caracteristicas (Hallmarks), no entanto, a
maior parte dos tumores manifesta sempre a maior parte delas, sendo que conseguir
avalid-las e percebé-las pode ajudar bastante a delinear a estratégia de tratamento a

sequir.

1.2.2 Oncogenes e genes supressores de tumor

O processo de formagdo de um cancro ocorre, sobretudo, através de alteracdes
genéticas em oncogenes, genes supressores de tumor ou genes que codificam para
enzimas reparadoras de lesdes ao nivel do DNA [28].

Os oncogenes sdo genes que codificam para proteinas relacionadas com o
aparecimento e crescimento de tumores, enquanto que, 0S genes supressores de tumor
codificam para proteinas envolvidas na inibicdo da formacdo e crescimento dos

mesmos.
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Os oncogenes sdo ativados a partir de mutagfes ou aumento da expresséo
genética em proto-oncogenes, que sdo genes responsaveis pela sinalizacdo das vias que
regulam o ciclo celular [29]. Por outro lado, 0os genes supressores de tumor, tém como
funcéo evitar a desregulacdo do ciclo, reparar erros na diviséo e replicagdo do DNA e
controlar o processo de apoptose, sendo que quando mutados perdem essas funcoes
[28].

As células tém mecanismos de controlo durante o ciclo celular (checkpoints) que
permitem responder ao dano no DNA ativando vias complexas de sinalizacdo que
podem promover a reparacao e sobrevivéncia do DNA, ou no caso de ndo ser possivel
reparar o dano, induzir processos de morte celular. Estes processos funcionam como
barreiras a progressdo do tumor que retardam ou inibem o aparecimento da neoplasia. O
destino das células vai ser decidido com base em fatores que estdo envolvidos no
reconhecimento, reparacdo e tolerancia a lesio no DNA, como também nos fatores
envolvidos na ativagdo dos sistemas de morte celular (apoptose, necrose, autofagia),
podendo funcionar como supressores de tumor. Quando estes processos falham surge o
aparecimento de tumores.

Um dos oncogenes mais estudado relativamente ao desenvolvimento do cancro €
0 RAS. O gene RAS no seu estado normal desempenha um papel essencial na
sinalizagdo celular, ativando diversas cascatas de sinalizacdo que definem as respostas
celulares a curto e longo prazo, incluindo a proliferacédo, diferenciacdo ou sobrevivéncia
[30]. As proteinas RAS sdo pequenas GTPases que circulam entre as conformacdes de
ligacdo ao GTP ativo (trifosfato de guanosina) e ao GDP (difosfato de guanosina) e
regulam as respostas celulares a muitos estimulos extracelulares, incluindo fatores de
crescimento. Estas proteinas sdo reguladas negativamente pelas proteinas ativadoras da
GTPase (GAPs), que estimulam a atividade intrinseca da GTPase pela estabilizacdo de
um estado de transicdo de alta energia que ocorre durante a reacdo de hidrélise RAS-
GTP [31].

Uma mutagdo neste proto-oncogene, que pode ser causada por agentes
carcinogénicos exdgenos ou enddgenos, conduz a ativacdo do oncogene RAS, que é
encontrado na maior parte dos diferentes tumores, desregulando as respostas celulares
mencionadas. Assim sendo, substituicbes de aminoacidos nos coddes 12, 13 ou 61 de
um das trés proteinas RAS, (HRAS, KRAS e NRAS) estdo na base desta activacao [32].
Estas alteracOes prejudicam a atividade intrinseca da GTPase e conferem resisténcia aos

GAPs, fazendo com que as proteinas RAS mutantes associadas ao cancro se acumulem
12
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na sua conformacédo ativa, ligada ao GTP. Cada um destes oncogenes é prevalente em
diferentes tipos de cancro. Por exemplo, o oncogene KRAS é maioritariamente
encontrado em cancros como o do pancreas, colorretal, pulmé&o e colo do utero [31].

Por outro lado, um dos genes supressor de tumor mais estudado é o TP53 (do
inglés tumour protein 53), conhecido como “ the guardian of the genome”, codifica para
a proteina TP53 que regula o ciclo celular [33]. Qualquer anomalia verificada no ciclo
celular é detetada, sendo induzida a sua paragem pela ativacdo do gene TP53, que vai
auxiliar o processo de reparacdo do DNA [33].

Assim sendo, o gene TP53 controla multiplos processos celulares, incluindo a
transcricdo, reparacdo de DNA, controlo do ciclo celular, indugdo de proteinas pro-
apoptoticas no caso de ndo ser possivel a reparacdo do DNA, entre outros [34].

A perda de funcdo deste gene pode ocorrer por mutacgdes estruturais (mutacées
missense), interacdo com produtos virais ou devido a mecanismos celulares enddgenos,
e contribui para o desenvolvimento de tumores, pois, quando inativado, este gene perde
a sua capacidade de ligacdo ao DNA [35].

Compreender as vias bioquimicas pelas quais o gene TP53 induz a paragem do
ciclo celular e a apoptose, ou a forma como o oncogene KRAS é ativado e apresenta
resisténcia aos GAPs, pode permitir a identificacdo de alvos moleculares para os quais a

terapia pode ser direcionada [35, 36].

1.2.3 Carcinogénese do cancro colorretal

1.2.3.1 Desenvolvimento do tumor

O tumor desenvolve-se no intestino grosso, no colon ou no reto, e resulta do
crescimento anormal de células que tém a capacidade de se espalhar para outras partes
do corpo. Esta neoplasia é das mais letais em todo o mundo, sendo que, na maior parte
dos casos, 0s pacientes ndo morrem pelo tumor primario, mas sim pelo
desenvolvimento de metastases noutros 6rgaos [37].

A invasdo do tumor do seu local de origem para outros 6rgdos e tecidos do
organismo é consequéncia de fenGmenos como a invasao do estroma, ou a incursdo das
células cancerigenas, através da membrana basal, no sistema circulatério com a
libertacdo para o local secundario. Estes processos requerem a degradacdo de

componentes da matriz extracelular por enzimas proteoliticas. Existem varios tipos de
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proteinases que participam neste processo, nomeadamente as metaloproteinases da
matriz (MMPs), entre as quais MMP-2 e MMP-9, e as gelatinases (enzimas
responsaveis pela hidrolise do colagenio) [38].

Os mecanismos envolvidos na formacdo primaria do tumor ainda ndo estdo
completamente elucidados, mas existem evidéncias de que a lesdo da mucosa colorretal
despoleta uma resposta imunitaria cronica, que conduz a proliferagdo e regeneragdo
celular [37]. Caso a resposta imune ndo consiga reparar a lesdo, forma-se um
microambiente rico em citocinas, fatores de crescimento e produtos da respiracao
celular devido a proliferacdo continua destes produtos. Este microambiente resultard na
acumulacdo de erros genéticos que transformam as células epiteliais glandulares
normais em adenocarcinomas invasivos. Numa primeira fase, estes fatores levam a
formacdo de uma leséo pre-cancerigena, um adenoma (ACF, do inglés aberrant crypt
foci), que pode ou ndo evoluir em seguida para um carcinoma.

A mutacdo mais comum encontrada nos estagios iniciais deste tipo de cancro é a
inativacdo do gene APC (do inglés adenomatous polyposis coli), um gene supressor de
tumor. A proteina APC normal regula negativamente a via de sinalizacdo WNT,
fazendo parte de um complexo multiproteico que se liga a B-catenina, direcionando-a
para a degradacdo proteossomal pela ubiquitina. A perda de funcdo desta proteina
resulta no aumento da sinaliza¢do da via pela acumulacdo da B-catenina nuclear, devido
a incapacidade em formar o complexo proteico necessario para a sua degradacao [39].

Numa mucosa colorretal normal, as células-tronco migram para fora das criptas
epiteliais & medida que se diferenciam, num processo controlado pela B-catenina, sendo
posteriormente o elevado nimero de células produzido controlado por apoptose que
demora entre 3 a 7 dias. Em pessoas saudaveis, € normal varias células adquirirem
mutac6es durante a replicacdo e a diferenciacdo, mas como sao sujeitas a processos de
morte celular por apoptose no espaco de uma semana, nao tém a oportunidade de
desenvolver uma neoplasia. No entanto, a acumulagdo de B-catenina devido a inativagéo
do gene APC leva a criacdo de um fendtipo de célula-tronco indiferenciadas, o que
impede as mesmas de se deslocarem para a superficie e serem removidas da cripta.
Desta forma, estas células-tronco indiferenciadas acumulam-se nas criptas, levando a
formacdo de um pdlipo. O adenoma formado (pdlipo), e a aquisicdo de mutaches
adicionais, envolvendo genes, como 0 KRAS, o TP53 ou o0 DCC (do inglés deleted in

colorectal cancer), pode eventualmente induzir um carcinoma [40].
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A mutagdo no gene APC pode ser hereditéaria - polipose adenomatosa familiar
(FAP do inglés Familial Adenomatous Polyposis), ou esporadica, pelo aparecimento em
células somaticas, muitas vezes como resultado de mutagdes noutros genes devido a
incapacidade de reparar mutacbes no DNA. A inativacdo do gene APC acontece em
cerca de 70% dos casos de cancro colorretal esporadicos e sdo a causa para a
predisposicdo genética a doenga (FAP) [11].

Quando o gene APC ndo possui uma mutacdo que leva a perda de fungdo, podem
existir mutagdes no gene da [B-catenina, CTNNB1, que protegem a proteina da
degradacdo mediada pelo APC. No entanto, a mutacdo no gene CTNNB1 é encontrada
mais frequentemente em adenomas (12,5%), do que em carcinomas invasivos (1,4%),
sugerindo que, na maior dos casos, esta mutagdo nao tem a capacidade de despoletar um
cancro invasivo [39, 41].

Desta forma, a inflamacéo cronica do intestino grosso e a instabilidade genémica
e epigenética estdo correlacionados com o subsequente desenvolvimento do cancro
colorretal. E importante conseguir determinar a origem da neoplasia para definir a
estratégia de tratamento, pois consoante a sua proveniéncia diferentes vias sao
despoletadas [10].

1.2.3.2 Biomarcadores do cancro colorretal

O cancro colorretal € uma doenca heterogénea, existindo pelo menos trés tipos
de instabilidade genética ou epigenética relacionados com esta neoplasia: 1)
instabilidade cromossémica (CIN, do inglés chromossome instability); 2) instabilidade
de microssatélites (MSI, do inglés microssatelite instability); 3) fendtipo rico na
metilacdo de ilhas CpG (CIMP, do inglés CpG island methylator phenotype) e
hipometilacdo global do DNA [10].

O tipo mais comum de instabilidade genética é a CIN, que € encontrada em
cerca de 85% dos diagnosticos. Esta instabilidade deve-se a presenca de aneuploidia
(alteracbes no numero de cromossomas) ou a multiplas alteracfes estruturais e pode ser
identificada recorrendo a técnicas como a citometria de fluxo [10]. Consoante a origem
do cancro, a alteracdo cromossomica ocorre em diferentes genes. Quando a origem €
esporédica, estas alteragdes acontecem em genes supressores de tumores como o TP53 e

0 DCC e em proto-oncogenes como o KRAS [42]. Por outro lado, se for hereditaria
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ocorrem mutacdes no gene APC, envolvido na via de sinalizacdo WNT, tornando-a
continuamente ativa pela inativacdo da proteina APC [39].

Os MSI sdo menos comuns e encontram-se em aproximadamente 15% dos
cancros colorretais. Esta instabilidade deve-se a inativacdo do sistema MMR (do inglés
mismatch repair) de reparacdo do DNA pela presenca de mutagdes em certos genes que
fazem parte deste sistema [10]. Na maior parte dos casos, estes dois fendmenos, CIN e
MSI, sdo mutuamente exclusivos, pois nesta Gltima condicdo, 0 organismo apresenta
um cariotipo normal.

A instabilidade epigenética caracteriza-se pela hipermetilacdo em regides
promotoras de genes associados a supressdo de tumores ou ao controlo do ciclo celular
(metilacdo de ilhas CpG - CIMP), e pela hipometilacdo global do DNA [10]. Estes
mecanismos ainda ndo estdo totalmente claros, mas existe uma forte correlagdo com o
aparecimento de mutacGes no gene BRAF (Serine/threonine-protein kinase B-raf) (ex.
V600E), que traduz uma proteina envolvida na sinalizagéo e crescimento celular, sendo
que, a ativacdo do oncogene BRAF leva ao crescimento celular descontrolado e a
hipermetilacdo do gene MLH1/do inglés, MutL homolog 1) que faz parte do sistema de
reparacdo do DNA (MMR) e esta associado a instabilidade de microssatélites [43, 44].
Este gene localiza-se no cromossoma 3 e estd ligado ao desenvolvimento do cancro
colorretal hereditario sem polipose (HNPCC, do inglés Hereditary nonpolyposis
colorectal cancer), também conhecido como sindrome de Lynch, que é uma condicdo
genética autossomica dominante correlacionada com um aumento do risco em
desenvolver a neoplasia [44].

Outra caracteristica associada a este tipo de cancro é a presenca de mutacdes nos
codBes 12 e 13 do gene KRAS, que conduzem ao aumento na frequéncia do
aparecimento de cancro colorretal [43].

Identificar e entender o papel das mutacdes nos oncogenes BRAF e KRAS, e 0
conhecimento das vias de sinalizacdo dos fatores de crescimento neste tipo de cancro
pode permitir um melhor direcionamento no tratamento dos pacientes.

Na tabela 1.1 é possivel ver as relacdes entre as alteracGes genéticas referidas
neste capitulo e a identificacdo de biomarcadores emergentes do cancro colorretal. A
exploracdo conjunta destes biomarcadores genéticos apresenta-se como promissora para

a realizacdo de uma detecao precoce e progndstico deste tipo de patologia [45].
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Tabela 1.1- Biomarcadores de diagndstico e prognostico do cancro colorretal. Nesta tabela sdo
apresentados os biomarcadores, bem como as alteragdes celulares provocadas, a frequéncia dos mesmos
no aparecimento do cancro colorretal e a sua capacidade para contribuirem para o diagndstico e
prognostico (avaliacdo do risco).

Alteracdo celular Frequéncia Diagnostico Progndstico
Biomarcador
(%)
Aneuploidia 85 | - Sim
CIN
Inativacdo do sistema 15 Sindrome de Sim
MSI
S MMR Lynch
Metilacdo de ilhas CpG I Incerto
CIMP
Perda de funcédo do gene
Mutacéo APC e
¢ APC e estabilizacdo da 70 FAP | e
B-catenina
Estabilizacdo de -
Mutacdo .
catenina 2
CTNB1
Hipermetilacdo do gene Sindrome de Provavel
Mutacdo BRAF
¢ MLH1 10 Lynch
AlteracBes nos coddes 12
Mutacdo KRAS
¢ e 13 da proteina KRAS 40

1.3 Regulacéo do ciclo celular

As células estdo em constante duplicacdo mediante a existéncia de estimulos
induzidos por fatores de crescimento ou hormonas para que ocorra a divisdo celular. O
ciclo celular é controlado por inimeros mecanismos que garantem a divisdo celular
correta, em processos que envolvem a acdo da acdo de ciclinas dependentes de cinases
(CDK, do inglés cyclin-dependent kinases), que como 0 proprio nome indica,
necessitam da ligacdo de ciclinas e de fosforilagdo num sitio especifico para serem
ativadas [46, 47].

Em células eucaridticas, o ciclo celular divide-se em 4 fases distintas: G0/G1, S,
G2 e M, sendo a progressao celular entre as fases controlada por pontos de controlo -
checkpoints, que impedem a célula de passar para a proxima fase do ciclo no caso de
existirem erros, num processo controlado por inibidores de CDK, (CKI, do inglés

Cyclin dependent kinases inhibitors).
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As fases GO/G1, S e G2 englobam a interfase, uma fase na qual se da o
crescimento celular, pela duplicacdo do material genético na fase S, fazendo com que
cada cromossoma apresente um cromatideo irmdo, a0 mesmo tempo que se inicia
a duplicacdo dos centrossomas e o inicio do seu movimento para os polos da célula. As
fases G1 e G2 sdo fases em que a célula se prepara para a sintese de DNA e para a
divisdo, respetivamente. Algumas células adultas, nomeadamente células musculares e
nervosas, entram numa fase GO, na qual as células se encontram num estado
estacionario e nao sofrem divisdo celular, podendo este ser permanente ou temporario.
Caso seja temporario, as células reentram no ciclo celular na fase G1. [48]

No fundo, ao longo destas 3 fases ocorre a preparagdo das células para a divisdo
mitotica que vdo sofrer na Fase M. Na fase M, que se divide em diferentes estagios
(profase, metafase, anafase e telofase), acontece a separacdo dos cromossomas da célula

mée e a rutura da membrana plasmatica (citocinese), dando origem a duas células filhas.

1.3.1 Progressao do ciclo celular

A progressdo do ciclo celular pelas diferentes fases esta dependente da atividade
das CDK, uma familia de proteinas cinases de serina/treonina que sdo ativadas em
pontos especificos do ciclo celular. Os complexos mais importantes neste processo séo:
CDKG6-ciclina D, CDK4-ciclina D, CDK2-ciclina E, CDK2-ciclina A, CDK1-ciclina A,
CDK1-ciclina B, ativados em diferentes fases do ciclo (figura 1.6). Quando ativada, as
CDK induzem a fosforilacdo de determinadas proteinas selecionadas. Ao contrario dos
niveis de CDK que se mantém constantes ao longo do ciclo celular, os niveis das suas
proteinas ativadoras, as ciclinas, variam muito, pois sdo necessarias diferentes ciclinas
nas diferentes fases do ciclo [46].

As atividades de CDK 4 e 6 sdo controladas positivamente pela associagdo com
ciclinas do tipo D, que sdo importantes na entrada na fase G1. A sua ativacdo depende
da fosforilacdo da proteina retinoblastoma (pRb), durante o inicio da fase G1, que leva a
ruptura do complexo CDK - ciclina com a proteina histona deacetilase (HDAC) e a
libertacdo dos fatores de transcricdo E2F-1 (Retinoblastoma-associated protein 1) e
TFDP-1 (do inglés, transcription factor Dp-1), que regulam positivamente a transcri¢do
de genes cujos produtos sdo necessarios para a progressdo para a fase S, incluindo
ciclina A, ciclina E, Cdc25. A pRb permanece hiperfosforilada durante o resto do ciclo

celular, num processo mediado pelo complexo CDK2-ciclina, pois esta proteina na sua
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forma ndo fosforilada pode ligar-se a proteinas da familia E2F, inativando a sintese do
DNA e bloqueando a progresséo do ciclo para a fase S [47].

O complexo CDK2-ciclina E regula a passagem de G1 para a fase S, através da
fosforilagdo do seu inibidor p27, que induz a sua degradacdo dependente de
proteossomas. Este complexo também € responsavel pela fosforilagdo de uma proteina
NPAT (do inglés, nuclear protein mapped to the ATM locus), que atinge o seu nivel
maximo imediatamente antes da entrada na fase S, existindo evidéncias de que
desempenha um papel importante neste processo. A CDK2-ciclina E fosforila a histona
H1, num processo mediado pela NPAT, sendo este acontecimento muito importante
para a condensacdo dos cromossomas necessaria durante a replicacdo do DNA na fase S
[49]. Os niveis da ciclina A aumentam durante a fase S, e esta liga-se 8 CDK2, sendo
que no final da fase G2, a ciclina A complexa com a CDK1 para promover a entrada na
fase M. A mitose ¢ ainda regulada pela associacdo da ciclina B com a CDK1 (figura
1.6)

Checkpoint G1 /S

Figura 1.6 - Regulacdo do ciclo celular. Identificacdo dos locais de atividade regulatéria dos complexos
CDK-ciclina, bem como dos respetivos checkpoints envolvidos na verificagdo do ciclo. (Adpatado de
Vermeulen et al, 2003). [50]

1.3.2 Checkpoints de verificacao

Para garantir a correta divisdo celular e uma sequéncia ordenada de
acontecimentos existem 3 checkpoints principais de verificacdo que interrompem o ciclo

em caso de anomalias para tentar reparar o dano: 1) antes da célula entrar na fase S
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(checkpoint G1-S); 2) ap0s a replicacdo do DNA (checkpoint S); e 3) durante a fase M
(checkpoint do fuso mit6tico) (figura 1.6).

No ckeckpoint G1-S, a paragem do ciclo celular é causada por danos no DNA
que leva ao aumento dos niveis de TP53, que em situa¢fes normais se encontra baixo.
Este aumento estimula a transcricdo de genes diferentes como o p21 (do inglés, cyclin-
dependent kinase inhibitor 1), Mdm2 (do inglés, Murine double minute 2) e 0 BAX (do
inglés, Bcl-2-associated X protein). O p21 funciona como uma CKI, inibindo a
atividade da CDK, e consequentemente promovendo a interrup¢do do ciclo e a ndo
replicacdo do DNA danificado. O Mdm2 funciona como um regulador negativo do
TP53, inibindo a sua atividade transcripcional, e contribuindo para a sua degradagéo
proteolitica. A proteina BAX esta envolvido na via apoptotica e € estimulada em casos
de lesdes severas no DNA, conduzindo a morte celular [51].

Por outro lado, quando os danos ao nivel do DNA ocorrem durante a fase G2, a
paragem do ciclo pode acontecer por processos mediados pelo aumento do nivel de
TP53, mas também em processos onde este ndo intervém. A entrada na fase M pode ser
evitada mantendo a CDK1 numa forma que impede a sua associa¢do com a ciclina B,
pela fosforilagdo de Cdc25, num processo mediado por 2 proteinas cinases (Chkl e
Chk2) [52].

Apos a entrada na fase M, existe outro ponto de verificacdo que monitoriza a
ligacdo dos cromossomos aos microtubulos durante a divisdo celular e esta apto a
impedir a progressdo do ciclo na metafase. Para a célula entrar na anafase é necessario
garantir a segregacao idéntica do material genético entre as células-filhas e preservar a
integridade do genoma ao nivel cromossémico, através da distribuicdo homogénea dos
pares homologos dos cromatideos irméos para os polos opostos do fuso mitotico. A
ligacdo dos cromatideos aos microtubulos do fuso ocorre pelo cinetocoro. Se isto nao
acontecer, uma das células filha pode herdar duas cdpias de um cromossoma, e a outra
nenhuma. Desta forma, é necessario retardar o inicio da anafase até que todos os
cinetocoros estejam adequadamente ligados aos microtibulos, num processo onde
intervém proteinas como a MAD (do inglés, mitotic arrest deficient) e BUB (do inglés,
budding uninhibited by benzimidazole), que inibem a ativacdo do complexo APC (do
inglés, anaphase promoting complex), pela ligagdo direta ao Cdc20 (uma subunidade do
complexo APC) [53].
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Qualquer falha que exista ao nivel dos checkpoints aqui mencionados, quer seja
por mutacdes em genes e proteinas que regulam estes processos ou por uma nao detecdo

da anomalia, pode ser suficiente para a formacao de uma célula cancerigena.

1.4 Mecanismos de morte celular

Quando existe lesdes celulares que os mecanismos de reparagdo ndo conseguem
reparar, existem uma diversidade de processos que conduzem a morte celular. Neste
capitulo serdo abordados os fendmenos principais como a apoptose, a necrose, € a
autofagia. A apoptose e a necrose sdo 0s fendmenos mais abundantes, existindo uma

interacdo equilibrada e varios mediadores comuns para estes tipos de morte [54].

1.4.1 Apoptose

A apoptose consiste na morte programada das células, sendo um processo
altamente regulado a nivel genético, que envolve uma cascata dependente de energia
que culmina na eliminacédo das células danificadas. As células em apoptose apresentam
sinais morfoldgicos e bioquimicos caracteristicos, como um encolhimento celular, do
qual resultam células mais pequenas, nacleos mais densos e organelos mais
empacotados; condensacdo da cromatina; formacdo de bolhas nas membranas
(blebbing); e fragmentagdo do DNA nuclear, levando a formacdo de vesiculas com
material genético no seu interior que acabam por se separar conduzindo ao
aparecimento de corpos apoptdticos (budding). Os corpos apoptoticos sdo sujeitos a um
processo de fagocitose pelos macrofagos e degradados dentro de fagolisossomas [55].

Este processo € essencial para o desenvolvimento do organismo, participando em
processos como o turnover celular normal, o desenvolvimento embrionario, a
homeostase tecidual, entre outros. Desta forma, a sua desregulacdo pode resultar em
disturbios metabdlicos e conduzir a formacao de tumores, sendo que a maior parte das
células cancerigenas apresenta grande resisténcia a sinalizacdo da apoptose [56].

O mecanismo apoptotico pode ser desencadeado por duas vias: a via extrinseca e a
intrinseca, resultantes de estimulos celulares externos ou internos, respetivamente

(figura 1.7). Independentemente da via ativada, ambas vao depender da ativacdo de
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caspases, uma enzima proteolitica responsavel por desencadear uma complexa cascata
de eventos que termina com a morte celular [55].

Via Extrinseca
@ Ligando (ex: FasL)

Via Intrinseca

Q) Receptor de morte (ex: FAS)
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Figura 1.7 — Mecanismos de morte celular por apoptose através de duas vias, intrisenca e
extrinseca. A via intrinseca encontra-se representada na parte esquerda imagem, e é despoletada
por estimulos celulares internos (Bax, Bcl-2, Bak, tBid) que permitem a libertacdo do citocromo c
pela permeabilizacdo da membrana e consequente ativacdo das caspases. A via extrinseca
encontra-se representada na parte direita da imagem e a sua ativacao esta dependente da ligacao de
ligandos a determinados receptores de morte na superficie da membrana por estimulos externos.
(Adaptado de Loreto et al, 2014) [57].

1.4.1.1 Via intrinseca da apoptose

A via apoptotica intrinseca é despoletada por estimulos intracelulares ndo mediados por
recetores, como danos irreparaveis no DNA, hipoxia, temperatura, falta de nutrientes,
entre outros.

O passo crucial para a ativacdo desta via apoptdtica consiste na libertacdo do
citocromo ¢ da mitocéndria para o citoplasma, pelo aumento da expressdo dos genes
regulados pelo TP53. O TP53 é uma proteina ativada em resposta a danos no DNA, e €
responsavel pela ativacdo de varias proteinas pro-apoptéticas, como a BAX. Em
condicBes normais, existem proteinas anti-apoptéticas como a BCL-2, que previnem a
apoptose ao manter a integridade membranar. A libertacdo do citocromo ¢ para o
citoplasma esta relacionada com a permeabilizacdo da membrana mitocondrial que é
conseguida pela entrada de proteinas pro-apoptéticas na membrana mitocondrial [58]

O citocromo ¢ é uma proteina associada a membrana interna da mitocondria,

essencial na cadeia de transporte de eletrdes, devido a sua capacidade redox. Quando

22



1. INTRODUCAO

libertado para o citoplasma, este liga-se e ativa 0 APAF-1 (do inglés apoptotic protease
activating factor-1), levando a formacgdo do apoptossoma, um complexo ativador de
caspases. Este complexo subsequentemente vai recrutar a procaspase-9, permitindo a
sua interacdo com a caspase-3. Uma vez ativada, a caspase-3 induz a clivagem de
proteinas numa cascata de eventos que culmina com a morte celular (figura 1.7).

A ativacdo das caspases pela via intrinseca da apoptose é regulada negativamente
por proteinas da familia BCL-2 e por inibidores das proteinas de apoptose (IAPs, do
inglés, inhibitors of apoptosis proteins).

A atividade pro-apoptdtica do citocromo c € influenciada pelo seu estado redox e
aumenta na presenca de espécies reativas de oxigénio (ROS). Por outro lado, em células
cancerigenas a apoptose mediada pelo citocromo c¢ é inibida por um mecanismo
dependente do metabolismo da glucose [59].

Para além do citocromo c, outras proteinas sdo libertadas pela mitocondria, como
as proteinas SMAC (do inglés second mitochondria-derived activator of caspases) e
HtrA2 (do inglés high temperature requirement protein A2). Estas proteinas tambem
contribuem para a inducdo da apoptose pela inibicdo da atividade de proteinas que

impendem este fendmeno (IAPs), ou pela ativacdo direta de caspases [60].

1.4.1.2 Via extrinseca da apoptose

Em oposicdo a via intrinseca, a ativacdo da via extrinseca da apoptose €
dependente de recetores de morte celular que pertencem a superfamilia TNF (do inglés
tumour necrosis factor), e encontram-se na superficie da membrana plasmatica. Entre
estes recetores, destaca-se 0 FAS, como sendo um dos melhor caracterizados até ao
momento [61].

Para o recetor de morte ser ativado é necessaria a ligacdo de um ligando
especifico ao seu dominio extracelular, que no caso do recetor de morte FAS € o FasL.
Em seguida, o dominio intracelular deste recetor vai recrutar proteinas adaptadoras,
como a FADD (do inglés, Fas-associated death domain), e também proteases,
nomeadamente a procaspase-8. Este recrutamento leva a formacdo de um complexo
sinalizador indutor de morte formado pelo recetor, respetivo ligando e proteinas
adaptadoras, denominado de DISC (do inglés, death inducing signaling complex) [61].

A formacédo deste complexo conduz a protedlise da procaspase-8, resultando na

ativagcdo da caspase-8, que promove a libertacdo de enzimas ativas no citoplasma,
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responsaveis por clivar e ativar caspases efetoras, como a caspase-3 a partir da
procaspase-3. Uma vez ativadas, estas caspases efetoras iniciam uma cascata de eventos
que leva a apoptose (figura 1.7).

A ativacdo das caspases é regulada negativamente ao nivel do recetor pelo FLIP,
que bloqueia a ativagédo da caspase-8 [62].

Existe uma conexdo (crosstalk) entre estas duas vias de apoptose dada pela
proteina Bid da familia BCL-2. Esta proteina pode ser clivada pela caspase-8 a tBid que
é transportado para a membrana mitocondrial externa, funcionando como um estimulo

apoptético para a libertacdo do citocromo ¢ na via intrinseca [63].

1.4.2 Necrose

Enquanto que a apoptose é um processo bioquimico altamente controlado, a
necrose distingue-se como a morte patolégica das células devido a uma lesdo celular
aguda [54].

Durante algum tempo pensou-se que este processo ndo era regulado e acontecia de
maneira acidental, sendo uma consequéncia passiva do dano irreparavel causado a
célula. Para essa associacdo contribuiu o facto de o processo necrotico conduzir a um
rapido inchago da célula, a rutura da membrana e a consequente liberacdo do contetdo
celular, devido a causas como pressdes mecanicas, hipoxia severa ou temperaturas
extremas. Para reforcar esta teoria, este tipo de morte celular surge associado a
condicdes patoldgicas, incluindo a progressdo de tumores, o acidente vascular cerebral
(AVC) e disturbios neurodegenerativos [64].

Contudo, estudos anteriores evidenciaram que a inibicdo de caspases conduz a
processos alternativos de morte celular, incluindo a necrose, afastando assim a ideia de
que este mecanismo seria resultado de um acontecimento acidental, mas sim de uma
escolha ativa por parte da célula. Desta forma, a necrose apresenta-se como um
processo ativo, regulado e controlado, sendo a atividade das proteinas RIP (do inglés,
receptor-interacting protein kinase) fundamental no controlo deste processo [65].

A ligacdo a recetores de morte € um dos mecanismos pelos quais as células sdo
marcadas para morrer. Esta ligacdo resulta na formacdo de um complexo constituido,
entre outros, pelo recetor de morte (RIP) e respetivo ligando, pela caspase-8 e por
proteinas adaptadoras (FADD). A proteina RIP é inativada através da clivagem pela

caspase-8, sendo que quando ndo é possivel ativar a via das caspases devido a presenca
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de inibidores, a proteina RIP mantém-se ativa, interagindo com vérias enzimas de
funcéo bioenergética e aumentando a sua atividade. O aumento do metabolismo celular
resulta numa maior quantidade de energia e substrato respiratorio para a célula dado
pelo aumento da degradacdo do glicogénio, a principal reserva energética da célula. Este
aumento pode provocar a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) que conduz a
permeabilizacdo da membrana mitocondrial, e, em ultima instdncia, a necrose
programada [64].

Assim, quando esta morte € induzida, ocorre a rutura da integridade membranar,
com a consequente perda das estruturas celulares e aumento do volume dos organelos.
Como todo o material intracelular é libertado para 0 meio extracelular, este tipo de
morte pode causar uma resposta inflamatoria por parte do sistema imunitario. Devido a
estas consequéncias potencialmente perigosas para o ambiente celular, a morte por
necrose € geralmente evitada, e apenas ativada quando 0s outros mecanismos de morte
falham [54].

1.4.3 Autofagia

A autofagia é uma via de degradacao lisossomal (auto-degradativa) que entrega 0s
constituintes do citoplasma ao lisossoma, sendo essencial para a sobrevivéncia,
diferenciacéo, desenvolvimento e homeostase do organismo [66, 67].

Este processo é ativado para proteger e adaptar o organismo ao ambiente celular,
em resposta a diversas patologias (infecGes, cancro, envelhecimento e doencas
cardiacas), em condicGes de stress nutricional (hipoxia, falta de energia), ou como
resposta ao tratamento com agentes farmacoldgicos. Contribui também para a remocéo
de agregados de proteinas, organelos danificados ou microrganismos patogénicos [66].

A autofagia € um processo dinamico de varias etapas que ocorre no reticulo
endoplasmatico. Um dos principais reguladores deste processo € a cinase TOR (do
inglés, mammalian target of rapamycin), que funciona como um sinal inibitério,
blogueando o processo autofagico na presenca de nutrientes e fatores de crescimento
abundantes devido a ligacdo de moléculas sinalizadoras de classe | PI3K/Akt, que
ativam o TOR [67].

Desta forma, 0 TOR apresenta-se como o principal alvo da rapamicina (indutor de

autofagia), que impede a ligacdo das moléculas sinalizadoras ao TOR, e facilita a sua
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interacdo com proteinas de autofagia (ATG, do inglés, autophagy-related),
nomeadamente ATG1, possibilitando o inicio do processo.

Os passos iniciais envolvem a formacdo (nucleacdo da vesicula) e a elongagédo
(alongamento da vesicula) de uma membrana de isolamento, chamada de fag6foro (do
inglés, phagophore). Em seguida, com o preenchimento da vesicula forma-se o
autofagossoma, uma vesicula de dupla membrana responsavel por sequestrar o material
citoplasmatico. Este preenchimento é feito através do input de varios organelos
intracelulares, como o complexo de golgi, o reticulo endoplasmatico e a membrana
plasmatica, Por Ultimo, da-se a maturacdo com a fusdo do autofagossoma com um
lisossoma, formando-se um autolisossoma onde o material capturado, juntamente com a
membrana, é degradado.

O processo autofagico pode assumir um duplo papel para o organismo, podendo
funcionar como um supressor ou um promotor de tumores. Por um lado, € capaz de
suprimir certas condi¢des patoldgicas, como a tumorigénese, limitando a necrose e o
processo inflamatorio resultante, induzindo a paragem do ciclo celular e prevenindo a
instabilidade do genoma. Por outro, € um mecanismo de sobrevivéncia celular, podendo
promover resisténcia a farmacos quimioterapéuticos e ajudar na adaptacdo das células
tumorais ao stress. Assim, o papel da autofagia no tumor pode ser especifico para o tipo
de célula e estadio do mesmo.

Compreender melhor os mecanismos e principios deste processo pode ajudar a
desenvolver novas estratégias para o tratamento do cancro, nomeadamente através de

novos métodos que permitam ultrapassar a resisténcia a farmacos [68].

1.5 Tratamento do cancro

Como ja referido anteriormente, o cancro é um grupo de doencas que resultam
da acumulacdo de sucessivas alteracbes genéticas e epigenéticas, promovendo uma
resisténcia aos mecanismos de morte celular, a proliferacdo celular descontrolada, a
inducdo de metéastases, a angiogénese e a desregulacao do sistema imunolégico.

Atualmente sdo utilizadas diferentes estratégias para combater o desenvolvimento
do cancro, entre as quais se destacam a cirurgia, a radioterapia ou a quimioterapia. O
tipo de tratamento a ser utilizado depende do tipo de cancro, da sua localizagéo, e da

fase em que em que se encontra, sendo que, também é preciso ter em conta o estado de
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salde e preferéncia do paciente antes de iniciar o tratamento. Estas estratégias podem
ser utilizadas isoladamente, ou em conjunto, com 0 objetivo de remover a massa
tumoral e diminuir a possibilidade de invasdo e formagdo de metéstases [69].

Em fases iniciais de desenvolvimento tumoral, recorre-se maioritariamente a
cirurgia com vista a remover a massa tumoral. A radioterapia é mais utilizada no
tratamento de tumores solidos, enquanto quem a quimioterapia € principalmente
empregue quando o paciente ja exibe um quadro de metastizacéo.

Tanto a radioterapia, como a quimioterapia sdo bastante utilizadas em conjugagéo
com a cirurgia, podendo estas serem neoadjuvantes ou adjuvantes, quando aplicadas
antes ou depois da cirurgia, respetivamente. Com a terapia neoadjuvante pretende-se
reduzir o tamanho do tumor, antes de se proceder a sua remocao por cirurgia, enquanto
que, a terapia adjuvante tem como objetivo diminuir o risco de reaparecimento do tumor
apos a sua remogéo por cirurgia [70, 71].

Devido a constante necessidade de melhorar os tratamentos atuais e reduzir os
efeitos secundarios decorrentes, tém sido estudadas novas abordagens promissoras
como a hipertermia, recorrendo ao uso de nanoparticulas para aumentar a especificidade
para o local do tumor e a imunoterapia [72].

Para desenvolver terapias mais eficazes contra o cancro € necessaria uma melhor
compreensdo do desenvolvimento e disseminacdo do tumor. O cancro € uma doenca
muito complexa sendo essa complexidade parcialmente devida ao grande nivel de

heterogeneidade que existe dentro massa tumoral.

1.5.1 Quimioterapia

A quimioterapia envolve o uso de farmacos de baixo peso molecular com o
objetivo de destruir as células tumorais, ou pelo menos limitar a sua proliferacdo. O tipo
de farmaco utlizado depende do tipo de patologia que se pretende tratar, e 0 modo de
administracdo ao paciente pode variar consoante as propriedades do farmaco in vivo
podendo ser por via oral, intravenosa ou intramuscular [73].

Estes farmacos intervém geralmente ao nivel da sintese e sistemas de reparacédo do
DNA, induzindo a paragem do ciclo celular (checkpoints), e promovendo mecanismos
de morte celular como a apoptose. E sabido que uma das caracteristicas principais das
celulas tumorais € a resisténcia que apresentam a sinalizagdo das vias de morte celular,

pelo que uma melhor compreensdo da forma de como a célula ultrapassa este balanco
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entre sobreviver ou morrer, decidindo pelo caminho da morte celular pode ajudar a
potencializar o efeito de matar as células tumorais através da quimioterapia genotdxica
[74].

Outro mecanismo pelo qual estes farmacos podem atuar é bloqueando o
fornecimento de nutrientes e sangue para as células tumorais, através da interferéncia
com vias de biossintese. Como as células cancerigenas sdo bastante ativas ao nivel da
divisdo, vias de sinalizacdo de crescimento e proliferagio em comparacdo com as
células normais, replicam o DNA com maior frequéncia, sendo por isso mais suscetiveis

a este tipo de farmacos [73].

1.5.1.1 Farmacos utilizados na quimioterapia

Existem vérios tipos de substancias quimicas utilizadas no tratamento do cancro,
que variam no seu alvo biolégico e mecanismos de acdo. Desta forma, os agentes
quimioterapéuticos sdo divididos em 3 grandes grupos: agentes genotoxicos,
antimetabolitos e inibidores do fuso mitotico [75].

Por sua vez o0s agentes genotdxicos, que sao agentes que interagem direta ou
indiretamente com o DNA, produzindo danos e afetando enzimas envolvidas na sua
replicacdo e transcricdo, sdo o grupo mais importante dos 3 mencionados, e encontram-
se subdivididos de acordo com o seu modo de interacdo com 0 DNA. Deste subgrupo
fazem parte: a) agentes alquilantes, que contém grupos alquilo que vdo substituir um
atomo de hidrogénio, normalmente por guaninas na molécula de DNA, modificando as
bases do mesmo, e interferindo na replicacdo e transcricdo. Estes agentes provocam a
ligacdo cruzada (cross-linking) de atomos no DNA, impedindo a separacdo das cadeias
para a sintese e promovendo a ocorréncia de base mispairing, emparelhamento incorreto
de bases (ex: cisplatina, ciclofosfamida, melfalano, mitomicina C e temozolomida); b)
agentes intercalantes, que se ligam nas grooves da hélice do DNA, entre pares de bases,
interferindo com a atividade da polimerase durante a replicacdo ou transcri¢do (ex:
epirubicina e doxorrubicina); ¢) inibidores enzimaticos, nomeadamente inibidores de
topoisomerases, que estdo envolvidas na clivagem e no empacotamento do DNA
durante a sua replicacdo e transcricdo. A utilizacdo deste tipo de agentes genotdxicos

acarreta riscos, porque as suas propriedades mutagénicas tornam estes agentes
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potencialmente cancerigenos, o que aumenta a possibilidade de desenvolvimento de um
tumor secundério, como a leucemia (ex: etoposido, topotecano e irinotecano) [75, 76].

Os antimetabolitos sdo tipos de farmacos com uma estrutura bioquimica
semelhante a metabolitos enddgenos necessarios para a normal atividade das células.
Devido a semelhanga estrutural, o antimetabolito vai inibir o metabolito correspondente
por competicdo, alterando assim o metabolismo celular, pois embora seja reconhecido
pelo organismo, o antimetabolito ndo tem a capacidade de manter a fungdo normal do
metabolito. Entre estes farmacos destacam-se 0s: a) antagonistas de folato, que inibem a
di-hidrofolato redutase (DHFR), uma enzima envolvida no metabolismo dos
nucledtidos. O farmaco entra na célula através do transportador de folato e liga-se
reversivelmente a DHFR, reduzindo a quantidade de DHFR disponivel para reducdo dos
precursores de tetra-hidrofolato, como o acido félico (ex: metotrexato); b) antagonistas
de pirimidinas, que sdo incorporados no DNA recém sintetizado, bloqueando a
formacdo de citosinas e timinas, e consequentemente o crescimento celular (ex: 5-
florouracil, gemcitabina e arabinosilcitosina); ¢) antagonistas de purinas, que inibem a
sintese de adeninas e guaninas (ex: aciclovir, 6-mercaptopurina e 6-tioguanina).

Por ultimo, existem os inibidores do fuso mitotico que atuam ao nivel da mitose.
Estes afetam a formacdo e funcdo das fibras do microtubulo do fuso necessérias para o
alinhamento dos cromossomas, a0 mesmo tempo impedem a polimerizacdo de
monomeros de tubulina (ex: alcaldides da vinca derivados de plantas, o paclitaxel e o
docetaxel) [76].

1.5.1.2 Problemas decorrentes da quimioterapia atual

A maior parte dos farmacos anticancerigenos utilizados atualmente na
quimioterapia tém propriedades farmacéuticas e farmacoldgicas que os tornam pouco
eficazes [77].

Caracteristicas como a baixa solubilidade em agua, pouca estabilidade, rapido
metabolismo e a distribuicdo ndo seletiva para o local pretendido podem levar a
diminuicdo da eficacia do tratamento devido & baixa biodisponibilidade do farmaco no
local de acdo, ao mesmo tempo que aumentam os efeitos secundarios. O aparecimento

de efeitos secundarios deve-se a pouca especificidade do farmaco e a necessidade de
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aumentar a dose administrada pela sua rapida metaboliza¢do, provocando também a
morte de células saudaveis.

Os efeitos secundarios podem manifestar-se a curto prazo no decorrer do
tratamento, ou a longo prazo, podendo manifestar-se apds o término do tratamento.
Entre os efeitos a curto prazo estdo a fadiga extrema, perda de cabelo, perda de apetite,
nauseas, lesdes no trato gastrointestinal, entre outros, sendo que a longo prazo podem
aparecer insuficiéncias cardiacas, aumento do peso, menopausa prematura ou
infertilidade e também leucemia [78].

Com vista a resolver estes problemas tém sido desenvolvidos sistemas de
entrega de farmacos, nomeadamente com a utilizagcdo de lipossomas e nanoparticulas,
que permitem aumentar a especificidade e o tempo de semi-vida em circulagéo,
diminuindo os efeitos secundarios e melhorando a eficacia em termos clinicos [77, 79].

Contudo, o principal problema relacionado com a quimioterapia prende-se com a
aquisicdo de resisténcia por parte das células tumorais aos farmacos utilizados, o que
contribui para a falha do tratamento. Em muitos casos, huma primeira fase, 0s pacientes
comegam por responder bem ao tratamento, verificando-se uma diminui¢cdo da massa
tumoral, mas com o decorrer do tempo comeca a existir uma perda na resposta, 0 que
conduz a uma recidiva do tumor, precisamente pelas celulas tumorais adquirirem
resisténcia ap0s a exposicdo ao farmaco. A quantidade de farmaco administrada e o
crescente aparecimento de alteracGes genéticas e epigenéticas caracteristicas de um
tumor contribuem para o desenvolvimento dessa resisténcia, num fendmeno onde estdo
implicadas proteinas transportadoras na membrana celular que alteram o transporte dos
farmacos para fora das células tumorais [75].

Para tentar contornar este problema tem sido estudada a possibilidade de
conjugar diferentes farmacos com mecanismos de acdo distintos, permitindo aumentar a
dose administrada e reduzir o intervalo entre os ciclos de tratamento.

Devido a todos estes problemas mencionados e com o esperado aumento do
namero de casos de cancro nos proximos anos, tém sido feitos esfor¢cos na tentativa de
desenvolver novos agentes quimioterapéuticos que melhorem a eficécia do tratamento e

a qualidade de vida do paciente [80].
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1.5.1.3 Complexos metalicos no tratamento do cancro

Ao longo dos ultimos anos tem havido um crescimento no desenvolvimento,
caracterizacdo e utilizacdo de compostos metalicos em ensaios in vitro com vista a
substituir os compostos utlizados atualmente na quimioterapia. O objetivo é aumentar a
citotoxicidade para as células tumorais, a0 mesmo tempo que se pretende reduzir 0s
efeitos colaterais para o paciente e a resisténcia adquirida por parte das células tumorais,
sendo as propriedades fisico quimicas destes complexos metalicos potencialmente
promissoras para obter esse fim [81].

Os complexos metalicos tém a vantagem de poderem apresentar uma
diversidade estrutural dada por diferentes modos de coordenacéo, troca de ligandos,
atividade redox e propriedades cataliticas que permitem uma reatividade contra
substratos organicos.

Este interesse em compostos inorganicos a base de metais comegou com a
descoberta da cisplatina e da sua capacidade de induzir a morte celular de células
tumorais na década de 60, tendo a sua aprovacgao para uso clinico pela FDA (do inglés,
Food and Drug Administration) acontecido em 1978. A cisplatina € um composto
inorganico (ou de coordenacdo), de geometria quadrangular planar, que contém um
atomo central de platina rodeado por dois atomos de cloro e dois grupos NHs. Este
composto mostrou um elevado potencial anticancerigeno numa variedade de tumores,
provocando lesdes ao nivel do DNA de células tumorais, através da formacéo de adutos,
que provocam a inibicdo da sintese e reparacdo de DNA, bloqueando a progressdo do
ciclo celular. A paragem do ciclo celular vai ativar a sinalizacdo das vias de morte
celular, induzindo maioritariamente apoptose, mas também necrose [82].

No entanto, o facto da cisplatina apresentar alguma citotoxicidade para células
saudaveis pela baixa especificidade, existindo também em alguns casos, resisténcia das
células tumorais ao farmaco, adquirida ou intrinseca, e a descoberta do mecanismo de
acdo da cisplatina desencadearam a procura e sintese de um grande niamero de analogos
de cisplatina, como a carboplatina, oxaliplatina, nedaplatina, heptaplatina, entre outros,
na tentativa de se desenvolver uma terapia baseada em compostos de platina mais
segura e eficaz [82].

Nos dias de hoje, estes compostos sdo largamente utilizados na quimioterapia,
mas apesar de todos os esforgos para o desenvolvimento de terapias mais eficazes, o

cancro continua a ser uma das principais causas de morte em todo o mundo.
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Desta forma, a procura por compostos a base de metais permanece em
crescente, tendo sido desenvolvidos nos dltimos anos compostos com centro metalico
de ruténio (Ru), prata (Ag), cobalto (Co), estanho (Sn), titanio (Ti) e cobre (Cu),
enfatizando a relevancia clinica dos compostos de metais de transi¢cdo. Assim, com o
explorar de novos mecanismos de acdo espera-se conseguir ultrapassar a resisténcia
adquirida a farmacos de platina por parte das células tumorais e aumentar a seletividade
para o alvo biomolecular [80, 81, 83] .

1.5.1.4 Complexos de cobre(l) como potenciais agentes quimioterapéuticos

Nos dias de hoje, devido a alguns problemas existentes com a quimioterapia
atual e com os compostos utilizados na mesma, tem sido cada vez mais crescente a
procura e o desenvolvimento de complexos de coordenacdo metalicos que possam vir a
ser utilizados no tratamento do cancro. Entre estes complexos destacam-se os de cobre,
que pelo facto de ser um metal enddgeno, pensa-se que é menos tdxico para o
organismo [84].

O cobre € um micronutriente essencial que tem a capacidade de adotar dois
estados redox diferentes, Cu(l) e Cu(ll), em meio fisiologico, funcionando como um
cofator catalitico responsavel pela ativacdo de muitas metaloenzimas e metaloproteinas
importantes, que intervém numa variedade de processos bioldgicos essenciais para a
manutencdo da vida, como é o caso da sinalizacdo celular, sintese de ATP, o transporte
de ferro, protecdo contra o stress oxidativo, entre outos [85]. Este metal de transicdo
também pode estar envolvido em processos de monotorizacdo relacionados com a
progressdo do cancro, nomeadamente o aparecimento da angiogénese e formacdo de
metéastases [86].

Na superficie das células existem transportadores especificos para os ifes de
Cu(l), como o CTR1 (do inglés, High affinity copper uptake protein 1), pelo que, antes
de entrar para dentro das células, o Cu(ll) tem que ser reduzido a Cu(l) por
metaloredutases que existem na sua superficie. O cobre é potencialmente toxico, sendo
a sua homeostase cuidadosamente regulada por um sistema de transportadores de
proteinas [87, 88]. A homeostase modificada do cobre estd associada ao
desenvolvimento de algumas patologias e doencas neurodegenerativas, como o0

Alzheimer e o Parkinson [89].
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O défice de cobre no organismo prejudica o seu normal funcionamento, atraves
de uma diminuicdo na producdo de energia, alteracGes no metabolismo da glucose e
colesterol, aumento do dano oxidativo e dos niveis de ferro teciduais, processamento
anormal de neuropéptidos, entre outros. Por outro lado, o aumento do nivel de cobre
esta diretamente relacionado com varios distirbios como a doenca de Wilson ou a
doenca de Menkes [90, 91].

A suposicdo de que este metal € menos tdxico para 0 organismo por ser
enddgeno, permitindo reduzir a toxicidade para as células saudaveis e os efeitos
secundarios resultantes, levou ao desenvolvimento de uma nova geracdo de compostos
de coordenacdo com o cobre no seu centro metalico. As propriedades destes compostos
sdo em grande parte determinadas pela natureza dos ligandos e atomos doadores
coordenados ao centro metélico, tendo sido ja sintetizados compostos de cobre com
fosfanos, imidazois, tiossemicarbazonas e carbenos que mostraram atividade
anticancerigena, pela elevada toxicidade que apresentam para as celulas tumorais. Ao
mesmo tempo sdo também menos agressivos para as celulas saudaveis do que os
compostos utilizados atualmente na quimioterapia, como é o caso, dos farmacos feitos a
base de platina [92].

A maior parte dos complexos de cobre desenvolvidos sdo na forma de Cu(ll)
[93] devido a enorme dificuldade que existe em estabilizar a forma Cu(l), que reage
facilmente com o ar, sendo oxidado a Cu(ll). No entanto, ja existem estudos publicados
com complexos de coordenacéo de Cu(l) que mostraram enorme potencial [94].

Embora os mecanismos de acdo do cobre nas células tumorais ainda ndo estejam
completamente elucidados, resultados publicados demonstram que os compostos de
cobre tém a capacidade de induzir apoptose e outras formas de morte celular, como
necrose e autofagia; causar stress oxidativo; e inibir a atividade proteossomal [84].

A propensdo do cobre em formar radicais livres de oxigénio (ROS), causando
stress oxidativo nas células advem da capacidade dos ides de Cu(l) livres reagirem com
0 peroxido de hidrogénio (H,O;), um subproduto do metabolismo do oxigénio,
formando o radical hidroxilo (HO), numa reacdo conhecida como reacdo de Fenton

[84]. Na maior parte dos casos, 0 H,O, resultante do metabolismo do oxigénio em
concentragdes da ordem dos uM é relativamente inofensivo, pois existem enzimas

especificas que facilitam a sua remogdo. No entanto, perante certos metais, como 0

cobre, a presenca de H,O, pode levar a reagdo de Fenton, gerando o radical HO, que de
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entre todos os radicais livres formados nas células é o mais potente, podendo danificar
as células através da oxidacdo ndo seletiva de proteinas, lipidos e &cidos nucleicos [89].

Também ja foi demonstrado que os complexos de Cu(l) sdo capazes de superar a
resisténcia a cisplatina, explorando diferentes mecanismos de a¢do, num processo em
que os transportadores de cobre assumem um papel importante. Estes complexos
modulam a homeostase do cobre através destes transportadores, nomeadamente o
CTR1, que representa uma importante via para a entrada de farmacos feitos a base de
platina na célula, sensibilizando novamente as células cancerigenas para estas drogas
[95].

Desta forma, é de extrema importancia entender melhor as propriedades
quimicas que o cobre apresenta, 0s mecanismos biologicos em que intervém e o modo
como a sua homeostase é alcangada, nomeadamente ao nivel dos seus transportadores
para que no futuro se possam desenvolver farmacos anticancerigenos a base de cobre

mais eficazes do que os atuais.
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2. OBJECTIVOS

2. OBJECTIVOS

Tendo em conta a necessidade cada vez maior em se desenvolver terapias mais
eficazes para o flagelo que é o cancro, devido aos fatores mencionados no capitulo 1, o
trabalho desenvolvido ao longo desta tese vai ter como objetivo explorar o potencial
citotoxico e 0 mecanismo de acdo de 4 compostos metélicos de Cu(l) em diferentes
linhas celulares tumorais, com vista a que no futuro possam substituir os compostos
utilizados na quimioterapia atual.

Para tal, em primeiro lugar serd selecionada a linha tumoral mais sensivel a estes
compostos recorrendo a ensaios de citotoxicidade, e em seguida serdo feitos varios
ensaios bioldgicos na linha celular escolhida.

Os ensaios biologicos servirdo para avaliar a via de morte celular preferencialmente
ativada pelos compostos (apoptose, autofagia ou necrose), avaliar o seu potencial
citostatico, através da sua capacidade em interferir com o ciclo celular, analisar a
interacdo dos compostos com o DNA para verificar se 0s mesmos conseguem chegar ao
nucleo da ceélula, e por altimo para perceber quais as vias celulares maioritariamente

afetadas por estes compostos sera feita uma analise protedmica.
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3. MATERIAIS ¢ METODOS

31  MATERIAIS

Anexina V-FITC (Invitrogen, Carlsbad, California, EUA)

Culturas de células tumorais (A2780, HCT116, HCT116 resistentes a Doxorubicina,
MCF-7) e normais (Fibroblastos)

Citometro de fluxo (Attune® Acoustic Focusing Flow Cytometer, Invitrogen, Carlsbad,
California, EUA)

Compostos de cobre(l) — JL7, JL10, JL12 e JL14 (Centro de Quimica Estrutural da
Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa)

CYTO-ID® Autophagy Detection Kit (Enzo Life Sciences, Reino Unido)

DMSO (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA)

Doxorrubicina (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA)

Espectrofotémetro (Shimadzu UVmini-1240, Quioto, Japéo)

Estufa de CO, (SANYO CO; Incubator, Electric Biomedical Co., Osaka, Japao)

Frascos T25 cm”e T75 cm? (SPL Life Sciences, Coreia do Sul)

H,DCF-DA (Molecular Probes, Invitrogen, Carlsbad, California, EUA)

Hemocitometro (Hirschmann, Eberstadt, Alemanha)

Hoechst 33258 (Molecular Probes®, Invitrogen, Carlsbad, California, EUA)

lodeto de propideo (Invitrogen, Carlsbad, California, EUA)

JC-1 (Abnova Corporation, Walnut, California, EUA)

Kit de MTS (Promega, Madison, EUA)

Kit ECL (Advansta, EUA)

Kit para quantificacdo de proteina - método de Pierce (Thermo Scientific, MA, EUA)
Leitor de microplacas (Infinite® M200, Tecan, Suica)

Meio DMEM e RPMI (Gibco™, Invitrogen, Carlsbad, California, EUA)

Membrana PVDF (GE Healthcare, Life Sciences, Coreia do Sul)

Microscopio otico invertido (Nikon TMS, Nikon Instruments, Téquio, Japao)
Paraformaldeido (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA)

Placas de 6, 24 e 96 pogos (SPL Life Sciences, Coreia do Sul)

TrypLE™ (Invitrogen, Carlshad, California, EUA)

Trypan Blue (Gibco™, Invitrogen, Carlsbad, California, EUA)

2-D Clean-Up Kit (GE Healthcare, Reino Unido)
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3.2 METODOS

3.2.1 Compostos em estudo

Estes compostos foram sintetizados e caracterizados pela Doutora Tania Morais,
no Centro de Quimica Estrutural da Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa
[94]. Os complexos metélicos contém o ido Cu(l), com uma fosfina bidentada, e tém a
formula geral [Cu(dppe)(NN)][BF4], sendo cada um deles constituidos por diferentes
ligandos, onde NN = ligandos NN-heteroaromaticos, como € possivel observar na

figura 3.1.

P o X
oYOe DX

] N
u Me;hpy dpyiz 12" -Isipry

Figura 3.1- Estrutura dos complexos metalicos de cobre(l), de formula geral [Cu(dppe)(NN)][BF,4], onde
NN = Me2bpy, dptyz, 2,2’-bipy ou dpp, respetivamente

As diferentes caracteristicas e propriedades dos compostos em estudo
encontram-se descritas na tabela 3.1. Os compostos no estado sélido foram

armazenados a temperatura ambiente e protegidos da luz por precaucao.

3.2.1.1 Solubilidade e estabilidade dos compostos em diferentes solventes

Com o objetivo de se perceber qual a melhor solu¢do ou meio organico e aquoso
para dissolver os compostos, bem como a melhor forma de armazenamento dos
mesmos, foi estudada por espectroscopia de UV-Visivel (espectrofotdmetro Shimadzu
UVmini-1240, Quioto, Japdo) a estabilidade dos compostos em diferentes solucbes
(DMSO, PBS e DMEM). Esta estabilidade é dada pelo aparecimento ou ndo de
variagfes em bandas caracteristicas ao longo do tempo.

As medicdes foram efetuadas numa gama de comprimentos de onda de 250 a

700 nm e foi utilizada uma cuvette de quartzo com um percurso 6tico de 1 cm.
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A concentragdo de composto utilizada foi de 25 pM e os espetros foram obtidos
para diferentes tempos de incubagéo (Oh, 24h, 48h e 72h). O armazenamento durante o
periodo de incubacdo foi realizado a 4°C.

Tabela 3.1 Propriedades dos compostos utilizados, assim como dos respetivos ligandos. (Nome,
Férmula Quimica, Massa Molar (g/mol) e Solvente).

43

Nome Formula Quimica Massa Molar Solvente
(g/mol)
JL7 [Cu(dppe)(dptyz)][BF.] 835,05 DMSO
Compostos JL10 [Cu(dppe)(dpp)][BF4] 783,02 DMSO
utilizados
JL12 [Cu(dppe)(bipy)][BF4] 704,95 DMSO
JL14 [Cu(dppe)(Me2bpy)][BF4] 704,95 DMSO
Composto de CpP [Cu(dppe)(NCCH3)2][BF4] 630,80 DMSO
partida
Dptyz 3-(2-piridil)-5,6-difenil-1,2,4- 310,35 DMSO
triazina
Ligandos Dpp 2,3-bis(2-piridil)pirazina 234,26 DMSO
Bipy 2,2'-bipy 156,18 DMSO
Me2bpy 4,4'-dimetil-2,2'-dipiridil 184,24 DMSO

Na impossibilidade de dissolver os compostos em agua, devido a sua baixa
solubilidade, estes foram dissolvidos em DMSO (dimetilsulfoxido - (CH3),SO, Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA).

O DMSO ¢ um solvente organico com propriedades polares e aprdticas, e sendo
de natureza anfipatica, consegue solubilizar uma vasta gama de farmacos e compostos
de natureza hidrofébica, apresentando ainda pontos de ebulicdo e temperatura de
solidificacdo relativamente altos [96, 97].

Desta forma, para todos os ensaios biologicos realizados foram preparadas
solucdes stock de fresco em DMSO para cada composto em estudo. Por uma questdo de
minimizar a toxicidade celular inerente ao DMSO, antes da adi¢cdo dos compostos nas
celulas, foram realizadas diluigdes seriadas em meio completo partindo da solucéo stock
(100% DMSO (v/v)) até se atingir a concentragdo de composto pretendida, de modo a

que a concentracdo de DMSO presente em cada ensaio biolégico seja de 0,1% (v/v).
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3.2.2 Linhas celulares humanas

3.2.2.1 Caracteristicas

Ao longo do presente estudo foi avaliado o potencial citotoxico destes 4
compostos de cobre(l) em vérias linhagens de células tumorais humanas. Entre elas
estdo células HCT116 (linha celular proveniente de um carcinoma colorectal), células
HCT116 resistentes a doxorubicina, criadas nas condigdes referidas em [79] (linha
celular proveniente de um carcinoma colorectal com resisténcia a doxorubicina), células
A2780 (linha celular proveniente de um carcinoma de ovario) e células MCF-7 (linha
celular proveniente de um carcinoma de mama).

Com o objetivo de se avaliar a toxicidade que estes compostos possam
apresentar em células humanas ndo tumorais recorreu-se a uma linha celular primaria de
fibroblastos da derme humana. Todas as linhas celulares estudadas, a excepcao das HCT
116 resistentes a doxorubicina, provém do ATCC (American Type Culture Collection).

AS suas caracteristicas encontram-se resumidas na tabela 3.2.

Tabela 3.2 — Caracteristicas das linhas celulares estudadas (origem, morfologia e meio de cultura
utilizado). DMEM — Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Invitrogen, Nova lorque, EUA); RPMI —
Roswell Park Memorial Institute medium (Invitrogen, Nova lorque, EUA); FBS — Soro Fetal Bovino
(Invitrogen, Nova lorque, EUA); Pen/Strep — Penicilina/ Estreptomicina (antibiético) (Invitrogen, Nova
lorque, EUA); MEM — non-essential amino acid (Sigma, St. Louis Missouri, EUA).

Linha Celular Origem Morfologia Meio de cultura
% (VIV)

HCT116 Carcinoma colorectal Epitelial DMEM, FBS 10%,
Pen/Strep 1%

Carcinoma colorectal Epitelial DMEM, FBS 10%,

HCT116 resistentes Pen/Strep 1%, 3.6uM
Dox

A2780 Carcinoma de ovério Epitelial RPMI, FBS 10%,
Pen/Strep 1%

MCF-7 Carcinoma de mama Epitelial DMEM, FBS 10%,
Pen/Strep 1%;

Fibroblastos Derme humana Fusiformes DMEM, FBS 10%,
Pen/Strep 1%
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3.2.2.2 Manutencéo das culturas celulares

As linhas celulares utilizadas foram cultivadas em meio de cultura (DMEM ou
RPMI) suplementado com 10 % (v/v) FBS e 1 % (v/v) solucdo antibidtica Pen/Strep
(penicilina a 10000 U/mL e estreptomicina a 10000 pg/mL) como esta indicado na
tabela 2.2. Os meios suplementados sdo designados de meio completo.

Cada linha celular foi crescida em fracos de cultura de 25 cm? (SPL Life
Sciences, Coreia do Sul). As culturas foram incubadas numa estufa de CO, (SANYO
CO; Incubator, Electric Biomedical Co., Osaka, Japéo) a 37 °C, 5 % (v/v) CO, e 99 %
(v/v) de humidade relativa, até atingirem uma confluéncia de cerca de 80%. A
confluéncia foi avaliada recorrendo-se ao microscopio otico invertido (Nikon TMS,
Nikon Instruments, Toquio, Japdo). Quando esta confluéncia é atingida € realizada uma
nova subcultura, para evitar a inibicdo do crescimento celular por contacto e garantir a
presenca de todos 0s nutrientes necessarios para o crescimento exponencial das culturas.
A concentracdo de células semeada foi realizada de maneira a que essa confluéncia
demore aproximadamente uma semana a ser obtida.

Para a realizacdo de uma nova subcultura, em primeiro lugar, € retirado o meio
onde as células estavam a crescer, sendo as células destacadas do fundo do frasco
através da adicdo de 2 ml de tripsina (TrypLE™
cerca de 5 min numa estufa de CO, (SANYO CO; Incubator, Electric Biomedical Co.,
Osaka, Japdo) a 37 °C, 5 % (v/v) CO, e 99 % (v/v) de humidade relativa. Esta tripsina

encontra-se modificada geneticamente, sendo menos agressiva para as células e

Express, Invitrogen), ficando a incubar

tornando a dissociacdo das células das paredes do frasco mais eficaz. Esta enzima
peptidase vai clivar proteinas membranares na superficie da célula, entre dois residuos
de aminoacidos especificos, responsaveis pela coesdo e adesao das células ao fundo do
frasco.

Apos a incubacdo de 5 min na estufa, é adicionado 1 ml de meio de cultura
completo para inibir a acdo da tripsina. De seguida, a suspensdo celular € transferida
para um falcon de 15 ml (SPL Life Sciences, Coreia do Sul) e centrifugada a 300 x g,
15°C, durante 5 minutos (Sigma 3-16K 10280, Tuttlingen, Alemanha). Terminada a
centrifugacdo, o sobrenadante é descartado e o sedimento de células ressuspendido em 1

ml de meio completo.
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A contagem das células foi realizada através do método de exclusdo com Trypan
blue (Sigma-Aldrich). E feita uma diluicdo da suspensdo celular de 1:10, com a adig&o
de 350 pL de meio completo, 50 pL da suspensdo celular e 100 pL de Trypan blue
0,4% (v/v), sendo as células contadas ao hemocitdmetro (Hirschmann, Eberstadt,
Alemanha). Utilizando este método, séo apenas contabilizadas as células viaveis, pois o
Trypan blue é um corante com a capacidade de marcar células que apresentem a sua
membrana celular comprometida, ou seja, as células ndo viaveis vao ficar azuis no seu
interior, pois permitem a entrada do corante.

O célculo do niamero de células por ml é feito de acordo com a equacéo 2.1,
multiplicando o ndmero de células viaveis contadas pelo volume do hemocitémetro (10*
ml™) e pelo fator de diluicdo utilizado (10) e dividindo o valor obtido pelo nimero de

quadrantes utilizados para a contagem.

Equacéo 3.1

n’células viaveis contadas X 10* x 10

n’células/ml = —
/ n °de quadrantes contabilizados

Através desta formula, é possivel estimar o volume de suspensdo celular a
transferir para um novo frasco de cultura de 25 cm? em 5 ml de meio completo,
procedendo-se assim a realizacdo de uma nova subcultura.

Por ultimo, as células foram incubadas numa atmosfera controlada a 37 °C, 5 %
(v/v) CO; e 99 % (v/v) humidade relativa. A concentracdo de células semeada foi feita
de maneira a que as mesmas demorem cerca de uma semana a atingirem 80% de

confluéncia e ser necessaria a realizacdo de uma nova subcultura.

3.2.3 Ensaios de viabilidade celular

Com o objetivo de estudar a atividade antiproliferativa dos compostos em estudo
em linhas celulares humanas, tumorais e ndo tumorais, foram feitos ensaios de MTS,
onde a viabilidade celular é avaliada de forma indireta.

Para a realizacdo deste ensaio é utilizado um Kit CellTiter 96® AQueous One
Solution Cell Proliferation Assay (Promega, Madison, EUA) que é composto por dois
reagentes, o MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboxymetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-
2H-tetrazolio)] e o PES (etossulfato de fenazina).
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Este método baseia-se no principio de que nas células vidveis, o reagente de
MTS, de coloracdo amarela, vai ser reduzido pelo PES, levando a formacdo de
formazano na mitocondria. Esta substancia apresenta uma coloracdo acastanhada e
absorve a 490 nm, podendo ser quantificada a sua producdo através da medicdo da
absorvancia nesse comprimento de onda. Esse valor sera diretamente proporcional ao
metabolismo mitocondrial, sendo em seguida transposto para viabilidade celular
(método indireto) [98].

Para este ensaio, as células sdo semeadas em placas de 96 pocos (SPL Life
Sciences) com uma densidade celular de 0,75 x 10° por ml, num volume final por poco
de 100 pL (0,75 x 10* células por poco). A placa é deixada a incubar na estufa de CO,
numa atmosfera controlada a 37 °C, 5 % (v/v) CO; e 99 % (v/v) humidade relativa
durante 24 horas para permitir que as células adiram ao fundo dos pogos. Apds esse
tempo de incubacdo, o0 meio em que as células se encontravam é substituido por meio
completo contendo os compostos em estudo.

Foram testadas diferentes concentracdes de composto para as diferentes linhas
celulares (A2789, MCF-7, HCT116, HCT116 resistentes e fibroblastos), tendo estas
concentragdes sido calculadas de maneira a que a percentagem de DMSO presente em
cada poco seja no maximo 0,1% (v/v). Para todos os ensaios foram realizados controlos
negativos (meio completo sem ceélulas; e meio contendo DMSO numa percentagem
correspondente a cada concentracdo de composto testada), e um controlo positivo (0,4
MM de doxorubicina).

Em seguida, as células com os compostos ficaram a incubar 48 horas na estufa,
nas mesmas condi¢es descritas anteriormente. Por fim, o meio foi descartado e
substituido por 20 pL do reagente de MTS fornecido pelo Kit + 80 pL de meio
completo. Ap6s 1 hora de incubacdo na estufa de CO,, a absorvancia a 490 nm foi
medida num leitor de microplacas (Infinite® M200, Tecan, Suica).

Foi ainda preparada outra placa sem células, apenas para verificar se 0s
compostos interagiam com o reagente de MTS. Nesta placa, os compostos dissolvidos
em meio completo foram adicionados e ficaram a incubar 48 horas na estuda de CO,.
Ao fim desse tempo, foram transferidos 80 pL da solucdo de composto para 0s pogos do
lado, onde em seguida foi adicionado 20 pL do reagente de MTS fornecido pelo Kit. O
restante meio que ficou nos pocos iniciais foi descartado e adicionado 20 pL do
reagente de MTS fornecido pelo Kit + 80 puL de meio completo, de modo a se medir o

composto vestigial que ficou na placa. Apos incubagéo de 1 hora na estufa, procedeu-se
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a leitura da absorvancia a 490 nm leitor de microplacas (Infinite® M200, Tecan, Suica).
Atraveés da diferenca entre os dois valores é possivel perceber se existe interagdo entre
0Ss compostos e o reagente de MTS. Caso sejam semelhantes, ndo existe interacéo.

A viabilidade celular ¢ calculada de acordo com a equacao 3.2.

Equacéo 3.2
Viabilidade celular (%)

Abs amostra (490nm) — Abs composto vestigial (490nm)

— x 100
Abs DMSO (490nm) — Abs meio completo sem células (490nm)

3.2.4 Potencial Apoptdtico
3.2.4.1 Marcagédo com Hoechst 33258

Para avaliar a capacidade dos compostos em estudo de induzirem morte celular
por apoptose recorreu-se a microscopia de fluorescéncia, onde se utilizou uma sonda
fluorescente  Hoechst 33258  (Phenol,4-[5-(4-methyl-1-piperazinyl)[2,5'-bi-1H-
benzimidazol]-2'-yl]-trihydrochloride 23491-45-4) (Invitrogen) para marcar as células.
Esta sonda apresenta um comprimento de onda de excitacdo de 352 nm e de emissao de
461 nm e possibilita o reconhecimento de células em apoptose [99].

Este ensaio foi realizado na linha celular tumoral HCT116, sendo as células
semeadas em placas de 24 pocos (SPL Life Sciences) a uma densidade celular de 0,75 x
10° por ml. De modo a conseguirem aderir aos pogos ficaram a incubar 24 horas numa
estufa a 37 °C, 5 % (v/v) CO; e 99 % (v/v) humidade relativa. Ao fim desse tempo, 0
meio em que as células se encontravam foi substituido pelo 1Csy dos compostos em
meio completo. Para todos os ensaios foram realizados controlos com células néo
marcadas (apenas meio completo), células ndo tratadas (meio completo + sonda
fluorescente), e um controlo negativo em 0,1% (v/v) de DMSO.

Decorridas 48 horas de incubacdo na estufa de CO,, nas mesmas condicGes
referidas anteriormente, o meio de cultura foi descartado e as células foram fixadas com
paraformaldeido 4 % (v/v) (Sigma-Aldrich) e incubadas durante 15 min a temperatura
ambiente. Em seguida foram lavadas trés vezes em 300 uL de PBS 1x (do inglés,
Phosphate Buffer Saline) e adicionou-se 5ug/ml de Hoechst 33258 em PBS 1x. As
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células ficaram a incubar 20 minutos, & temperatura ambiente e na auséncia de luz para
possibilitar a marcacdo das células por parte da sonda. Depois a solugdo de Hoechst
33258 é retirada, sendo as células lavadas novamente trés vezes em 300 pL de PBS 1x,
e deixadas neste reagente para serem observadas e fotografadas no microscopio de
fluorescéncia invertido (Nikon Eclipse Ti, Nikon Instruments, Toquio, Jap&o).

As fotografias foram tiradas com a cadmara digital Nikon D5-QilMc (Nikon
Instruments), e as imagens obtidas através do software NISElements BR (Nikon

Instruments).

3.2.4.2 Marcagédo com Anexina V-FITC e IP

Neste ensaio € realizada uma dupla marcacao das células com Anexina V-FITC
e IP (Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit, Invitrogen), que permite fazer a
distingdo e quantificar o namero de células viaveis, células em apoptose inicial e tardia
e celulas que entraram em necrose recorrendo a citometria de fluxo. A anexina V-FITC
apresenta um comprimento de onda de excitacdo de fluorescéncia a 494 nm e um
méaximo de emissdo a 518 nm, enquanto que o IP tem um comprimento de onda
méaximo de excitacdo e emissdo a 535 e 617 nm, respetivamente.

Este estudo foi realizado na linha tumoral HCT116, tendo as ceélulas sido
cultivadas em placas de 6 pocos (SPL Life Sciences) a uma densidade de 1 x 10°
células/ml, durante 24 horas numa estufa a 37 °C, 5 % (v/v) CO; e 99 % (v/v) humidade
relativa para aderirem a placa. Decorrido esse tempo, o meio foi removido, e procedeu-
se ao estimulo das células através da adicdo de meio completo contendo o ICsy dos
compostos em estudo, 0,1% (v/v) de DMSO ou 0,4 uM de doxorrubicina durante 48
horas. O DMSO e a doxorrubicina funcionaram como controlo negativo e positivo,
respetivamente, tendo ainda sido feitos controlos com células ndo marcadas, células
marcadas com as duas sondas e células marcadas apenas com uma das sondas.

Apos esse tempo, o meio foi removido e foi adicionado 1 ml de tripsina para
destacar as células, durante 5 min a 37°C. Em seguida, a acao da tripsina foi inibida com
a adicdo de 500 pL de meio completo e a suspensdo celular transferida para um tubo
eppendorf, onde foi centrifugada a 300 x g, 5 minutos, a 15°C (Sigma 3-16K 10280). O
sobrenadante é descartado e o sedimento ressupendido em 1 ml de PBS 1x para
lavagem. Realiza-se uma nova centrifugacdo, desta feita a 800 g, 5 minutos, a 15°

(Centrifuge 5424 R, Eppendorf, Alemanha), sendo o sobrenadante novamente

49

49



3. MATERIAIS E METODOS

descartado e o sedimento ressuspendido em 100 pL de tampéo de ligagéo de anexina V
1x em agua. Em seguida, é adicionado 5 pL de anexina V-FITC diretamente do kit e 1
pL de IP (100 pg/ml em tampéo de ligacdo de anexina V). Apos 15 min de incubacéo, a
temperatura ambiente e na auséncia de luz sdo adicionados 500 pL de tampédo de
ligacdo de anexina V e as amostras mantidas em gelo até serem quantificadas.

As medicbes foram realizadas no citometro de fluxo (Attune® Acoustic
Focusing Flow Cytometer, Invitrogen) com a aquisicdo de 10000 eventos por amostra e
0 tratamento dos resultados foi feito no programa Attune® Cytometric software
(Invitrogen).

3.2.4.3 Avaliagéo do potencial de membrana mitocondrial

Para medir a alteracdo do potencial mitocondrial (A¥m) recorreu-se a utilizacéo
de uma sonda fluorescente, cationica e lipofilica JC-1 (5,5,6,6-tetrachloro-1,1,3,3
tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide (Abnova Corporation, Walnut, California,
EUA), que tem a capacidade de alterar a sua cor mediante o potencial mitocondrial. Em
células saudaveis, com elevado potencial mitocondrial, a sonda consegue entrar para o
interior da mitocondria e forma agregados, emitindo fluorescéncia vermelha. No
entanto, quando existe uma perda substancial desse potencial, a mitocéndria fica
comprometida e a sonda jd ndo consegue entrar na mitocondria, acumulando-se no
citoplasma na sua forma monomérica e emitindo fluorescéncia verde. Esta alternancia
na emissdo de fluorescéncia permite identificar se a via apoptotica envolvida é a
intrinseca [100].

Este ensaio foi realizado na linha tumoral HCT116. As células foram cultivadas
em placas de 24 pocos (SPL Life Sciences) a uma densidade de 0,75 x 10° células/ml, e
incubadas numa estufa a 37 °C, 5 % (v/v) CO; e 99 % (v/v) humidade relativa, durante
24 horas para aderirem aos pocos. Ao fim desse tempo, o meio foi substituido por meio
completo contendo o ICsy dos compostos em estudo ou 0,1% (v/v) de DMSO que
funcionou como controlo negativo. Incubou-se durante 48 horas na estufa de CO, nas
mesmas condi¢des descritas anteriormente. Foram também realizados controlos com as
células ndo marcadas (meio completo apenas) e com as células ndo tratadas (meio
completo + JC-1). Apds o periodo de incubagdo, 0 meio é removido, e é adicionada uma
solugéo de coloragdo JC-1, que fica a incubar na estufa de CO», nas condicdes referidas

em cima, durante 20 minutos para marcar as células.

50

50



3. MATERIAIS E METODOS

Imediatamente apds este tempo, as células sdo observadas e fotografadas no
microscopio de fluorescéncia invertido (Nikon Eclipse Ti, Nikon Instruments, Toquio,
Japdo). As fotografias foram tiradas com a cadmara digital Nikon D5-QilMc (Nikon
Instruments), e as imagens obtidas através do software NISElements BR (Nikon

Instruments).

3.2.4.4 Producao de espécies reativas de oxigénio (ROS)

A geracdo celular de espécies reativas de oxigénio (ROS) foi avaliada utilizando
0 substrato diclorofluoresceina diacetato (H,DCF-DA) (Molecular Probes: Reactive
Oxygen Species (ROS) Detection Reagents, Invitrogen). O DCFH-DA é um corante ndo
polar, que penetra facilmente pela membrana celular e é hidrolisado no seu interior no
derivado polar DCFH (diclorofluoresceina reduzida), ndo fluorescente e ndo permeavel,
por esterases celulares. Quando na presenca de ROS intracelulares e outros peréxidos, a
DCFH vai ser oxidada a 2 ', 7' -diclorofluoresceina (DCF), um composto altamente
fluorescente. Desta forma, é possivel correlacionar a fluorescéncia quantificada com a
geracdo de especies reativas de oxigénio, sendo esta relacdo de proporcionalidade direta
[101].

Este ensaio foi realizado na linha tumoral HCT116, tendo as células sido
cultivadas em placas de 6 pocos (SPL Life Sciences) a uma densidade de 1 x 10°
células/ml, durante 24 horas numa estufa a 37 °C, 5 % (v/v) CO; e 99 % (v/v) humidade
relativa para aderirem a placa. Ao fim desse tempo, o meio foi substituido pelo I1Cs dos
compostos, 0,1 % (v/v) de DMSO ou 25 uM de peréxido de hidrogénio (H,0,) em meio
completo. Apds 48 horas na estufa de CO,, nas condi¢cdes acima referidas, as células
foram tripsinizadas (1 ml de tripsina), transferidas para um tubo eppendorf e
centrifugadas (Sigma 1-14K, Sigma-Aldrich) a 650 x g, 5 min, a 15°C. Em seguida, 0
sobrenandante foi removido e o sedimento de células lavado em 1 ml de PBS 1x e
novamente centrifugadas, a 2000 g, 5 min, a 15°C. Imediatamente apds a centrifugacao,
o0 sobrenadante foi descartado e o sedimento de células ressuspendido huma solucdo em
PBS 1x pré-aquecido (1 hora na estufa de CO;) de 10 uM de H2DCF-DA.

Incubou-se 20 minutos na estufa de CO,, e em seguida as amostras foram
medidas no citdbmetro de fluxo (Attunee Acoustic Focusing Flow Cytometer,
Invitrogen) com a aquisi¢do de 10000 eventos por amostra. O tratamento dos resultados
foi realizado no programa Attune® Cytometric software (Invitrogen).
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3.2.4.5 Expressdo de proteinas anti- e pro-apoptoticas por Western blot

3.2.4.5.1 Extracdo e quantificacdo das proteinas

Para este ensaio foram cultivadas células HCT116 e HCT116 resistentes & dox
em frascos de cultura de 25 cm? e 75 cm?, respetivamente. Nos frascos de cultura de 25
cm?’ a densidade celular cultivada foi de 2 x 10° células/mL, enquanto que nos frascos de
75 cm?, as células foram semeadas a uma densidade de 4 x 10° células/ml. Ambos os
frascos de cultura foram incubados a 37 °C, 5 % (v/v) de CO; e 99 % de humidade
relativa, por 24 horas. Apos este periodo, o0 meio foi substituido pelo I1Cso do composto
correspondente a cada linha celular ou 0,1 % (v/v) de DMSO em meio completo durante
48 horas, na estufa de CO,.

Em seguida, o meio foi removido e as células lavadas em PBS 1x e recolhidas
com um raspador em 2 ml de PBS 1x para um tubo eppendorf em gelo. As amostras sao
submetidas a centrifugacao a 700 x g, 5 min, a 4°C (Sigma 3-16K 10280). Ao fim desse
tempo, o sobrenadante é descartado, realizando-se um spin final para garantir que todo o
PBS é removido.

De seguida, o sedimento é ressuspendido em 30 pL de tampé&o de lise composto
por tampdo NaCl-Tris-EDTA (NaCl 150 mM; 50 mM Tris, pH=8; EDTA 5 mM),
inibidores de proteases 1x (complete ULTRA Tablets, Mini, EASYpack, Roche, Suica),
inibidores de fosfatase 1x (PhosStop, Roche), 2 % (p/v) de NP-40 (Thermo Scientific,
MA, EUA), 0,1 % (p/v) de ditiotreitol (DTT; AMRESCO, EUA) e 1 mM de fluoreto de
fenilmetilsulfonilo (PMSF; Sigma, St. Louis, EUA). Até processamento posterior, as

amostras foram armazenadas a -80°C.

Ap0s descongelar, as amostras sdo submetidas a 5 ciclos de pulsos continuos no
banho de ultrassons em gelo ao longo de 2,5 minutos com pausas de 1 minuto em gelo,
de forma a evitar o aguecimento da amostra e a desnaturacdo das proteinas. Em seguida,
os lisados celulares sdo centrifugados a 10000 x g, 5 min, a 4°C, sendo o0s sobrenadantes
recuperados.

Por altimo, é necessario proceder a quantificacdo de proteina. Para tal, utilizou-

se o kit Pierce Protein Assay (Thermo Scientific, MA, EUA) e uma placa de 96 pogos
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(SPL Life Sciences). Em primeiro lugar é realizada uma reta de calibragdo com varias
solugdes padrdo de BSA (125, 250, 500, 750, 1000, 1500 e 2000 pg/ml) e um branco
em &gua ultrapura (18.2 MQ.cm-1 a 25 °C). Os extratos de proteina sdo, em seguida,
diluidos de 1:10 em agua ultrapura (18.2 MQ.cm-1 a 25 °C) e adiciona-se 150 L de
reagente de Pierce a todos 0s poc¢os. Ap6s 5 minutos de reacdo, a absorvancia a 660 nm
foi quantificada num leitor de microplacas Tecan Infinite F200 (Tecan, Mannedorf,
Suica).

Apobs a quantificacdo, foram transferidos 20 pg de proteina para outro tubo
eppendorf, juntamente com uma solucdo de loading buffer (tampéao de dodecilsulfato de
Sédio (SDS) a 4x e 3 % (p/v) de DTT) na mesma proporcdo do volume de proteina
adicionado. Os extratos de proteina foram fervidos a 70 °C durante 5 minutos e
deixados a temperatura ambiente entre 1-2 horas. Imediatamente antes de se colocar as

amostras no gel foi adicionado 1 pL de 30 % (p/v) DTT a todas as amostras.

3.2.4.5.2 Transferéncia para a membrana PVDF e SDS-PAGE

Neste passo foi preparado um gel de SDS-PAGE (10% poliacrilamida)
contendo: 4,8 mL de acrilamida/bis-acrilamida 30 % (Merck), 3 mL de tampéo Tris-
HCI1 1,5 M pH 8,8; 4,2 mL de agua ultrapura (18.2 MQ.cm-1 a 25 °C), 90 uL de
persulfato de amonia a 10% (v/v) (APS, do inglés: Ammonium Persulfate; Biorad,
California, EUA) e 12 puL tetrametiletilenodiamina (TEMED, do inglés
tetramethylethylenediamine; Sigma, St. Louis, EUA).

O sistema de SDS-PAGE Mini-PROTEAN®3 System (BioRad) foi utilizado
para a corrida da eletroforese a 100 V, durante 1 hora. Apos esta corrida, realizou-se a
transferéncia para uma membrana PVDF (Amersham™ Hybond™ 0.45PVDF, GE
Healthcare, Life Sciences). Para o processo de transferéncia montou-se um dispositivo,
onde o gel esteve em contacto com a membrana e coberto por folhas de papel de filtro e
esponjas de acordo com a figura 3.2. Apds a montagem da sanduiche, o reservatério foi
preenchido com tampéo de transferéncia 4 °C (25 mM Tris, 192 mM de Glicina, 20 %
(v/v) metanol, pH = 8,3) até que o dispositivo de transferéncia estivesse completamente

coberto. A transferéncia ocorreu durante a noite a 4° C com uma corrente de 90 mA.
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Figura 3.2 — Dispositivo de transferéncia
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Antes de se proceder ao passo de blogueio, verificou-se se a transferéncia das
proteinas para a membrana ocorreu de forma eficaz mergulhando a membrana 5
minutos em coloragdo de Ponceau S. Ao fim desse tempo, lavou-se a membrana com
agua ultrapura (18.2 MQ.cm-1 a 25 °C) até perder a coloragdo avermelhada e observou-

se a transferéncia pelo aparecimento de bandas.

3.2.4.5.3 Incubacgdo com o anticorpo primario e secundario

Com o objetivo de se quantificar a expressao de duas proteinas, BAX e BCL-2,
foram realizados bloqueios com anticorpos especificos para estas proteinas. Por a
membrana possuir alta afinidade por proteinas é necessario bloquear possiveis ligacdes
ndo especificas. Desta forma ¢ utilizado uma solucéo de bloqueio com 5 % de leite ndo
gordo, em pé desnatado em tampdo TBST 1x (50 mM Tris, 150 mM NaCl e 0,1% (v/v)
de Tween 20, pH=7,5). A membrana é mergulhada nesta solucéo e incubada durante 1
hora, a temperatura ambiente em constante agitacao.

Em seguida, cada membrana foi exposta a diferentes anticorpos primarios com
as diluicdes apropriadas em tampéo de bloqueio com 5 % de leite ndo gordo em TBST
1x. Os anticorpos primarios utilizados foram o anti-Bax (1:5000; Abcam, Reino Unido)
e anti Bcl-2 (1:1000; Sigma, St. Louis, EUA) que ficaram a incubar 1 hora, a
temperatura ambiente, em constante agitacdo. Apds esta hora de incubacdo, a membrana
foi lavada trés vezes, 5 minutos, com TBST 1x, em agitacéo.

Ao fim desse tempo, procedeu-se ao bloqueio com o anticorpo secundario
especifico para cada um dos anticorpos primarios. Os anticorpos secundarios utilizados
foram o Anti-mouse IgG, horseradish peroxidase (HPR)-linked Antibody (1:3000),
especifico para o anti-Bax e o Anti-rabbit 1gG, HPR-linked Antibody (1:5000),

especifico para o anti-Bcl-2 (Cell Signalling Technology, EUA), sendo as condi¢des de
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incubacdo iguais as do anticorpo primério. De seguida, as membranas foram reveladas
de acordo com o protocolo descrito em 3.2.4.5.4.

Por Gltimo, é necessario realizar um controlo com actina para a normalizacdo
dos resultados. As membranas foram incubadas com tampéo de stripping (0,1 M de
glicina, 20 mM de acetato de magnésio e 50 mM de cloreto de potéssio), em 3 ciclos de
10 minutos com constante agitacdo para remover as ligacdes especificas dos anticorpos.
De seguida, foi feito o bloqueio com a solucdo de leite ndo gordo a 5%, e com 0s
anticorpos primario e secundario da actina nas mesmas condi¢des mencionadas acima.
Os anticorpos da actina utilizados foram Anti -actina (1:5000; Sigma, St. Louis, EUA)
e Anti-mouse de actina (1:3000; Sigma, St. Louis, EUA) especificos para BAX; e Anti
B-actina (1:5000; Sigma, St. Louis, EUA) e Anti-mouse de actina (1:3000; Sigma, St.
Louis, EUA) especificos para BCL-2.

3.2.4.5.4 Exposicao do filme

Para revelar as bandas de proteinas presentes na membrana, preparou-se o
substrato de WesternBright ECL (Advansta, EUA). O ECL é utilizado para a detecéo de
proteinas (western Blot) em membranas de fase solida, como as PVDF. E um substrato
quimioluminescente que deteta a atividade da peroxidase de rabano a partir de
anticorpos secundarios.

Preparou-se uma solucdo de 2 ml (1 ml de peroxido de rabano + 1 ml do reagente
de ECL), sendo a membrana totalmente coberta pelo substrato durante 5 minutos.
Sequencialmente, o filme foi exposto a membrana, numa cémara escuro. A

quantificacdo das bandas de proteinas foi feita através do software ImageJ.

3.2.5 Autofagia

Com o objetivo de detetar a morte celular por autofagia na linha celular HCT116
recorreu-se ao CYTO-ID® Autophagy Detection Kit (Enzo Life Sciences, Reino Unido).
As células foram marcadas com dois fluoréforos distintos, Hoechst 33342 (permite a
detecdo dos nucleos através da ligacdo ao DNA) e o CYTO-ID® Green Detection
Reagent (deteta a presenca de vesiculas autofagicas). O Hoechst 33342 apresenta um

comprimento de onda de excitacdo e emissdo de fluorescéncia a 361 e 497 nm,
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respetivamente, enquanto que, o CYTO-ID® Green Detection Reagent apresenta um

comprimento de onda de excitacdo e emissdo de fluorescéncia a 463 e 534 nm.

As células foram semeadas em placas de 24 poc¢os (SPL Life Sciences) a uma
densidade celular de 0,75 x 10° células/ml. De modo a conseguirem aderir aos pogos,
ficaram a incubar 24 horas numa estufa a 37 °C, 5 % (v/v) CO e 99 % (v/v) humidade
relativa. Ao fim desse tempo, 0 meio em que as células se encontravam foi substituido
pelo 1Csy dos compostos em meio completo. Foram ainda realizados controlos com
células ndo marcadas (apenas meio completo), células ndo tratadas (meio completo +
sondas fluorescentes), um controlo negativo em 0,1% (v/v) de DMSO e um controlo
positivo em 50mM de rapamicina. Para o controlo em rapamicina fez-se 15 horas de
incubacéo pelo que, ao fim das 24 horas, as células foram substituidas apenas por meio
completo e mais tarde adicionou-se 5 pL de rapamicina (50 mM) ao pogo.

Decorridas 48 horas de incubacdo na estufa de CO,, nas mesmas condi¢Oes
referidas anteriormente, 0 meio de cultura foi removido e as células lavadas trés vezes
com tampdo AB (PBS 10x + agua + FBS 5 % (v/v)). De seguida, foi adicionada uma
solugdo com os corantes CYTO-ID® Green Detection Reagent e Hoechst 33342 do kit
de autofagia. Apds 30 minutos de incubacao na estufa de CO,, a solucdo foi removida,
as células lavadas trés vezes com tampao AB e fixadas com paraformaldeido 4 % (v/v),
deixando-se a incubar, 20 minutos, a temperatura ambiente. Por fim, foi retirado o

paraformaldeido e as células novamente lavadas em tamp&o para serem fotografadas.

As ceélulas foram observadas e fotografadas no microscopio de fluorescéncia
invertido (Nikon Eclipse Ti, Nikon Instruments, Toquio, Japdo). As fotografias foram
tiradas com a camara digital Nikon D5-QilMc (Nikon Instruments), e as imagens

obtidas através do software NISElements BR (Nikon Instruments).

3.2.6 Progressao do ciclo celular

O efeito do composto na progressdo do ciclo celular foi analisado por citometria
de fluxo com base no conteudo de DNA das células coradas com IP (iodeto de
propidio).

As células foram semeadas em frascos de cultura de 25 cm? com uma densidade

de 0,75 x 10° células/mL e foram sincronizadas no inicio da fase S por um duplo
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bloqueio com timidina (um bloqueador de fase S). Ap6s 8 horas de incubagdo na estufa
a 37 °C, 5 % (v/iv) de CO, e 99 % de humidade relativa, o0 meio foi removido e
adicionada uma solugdo de meio completo contendo 2 mM de timidina, ficando a
incubar 16 horas na estufa nas condigdes referidas anteriormente. De seguida, 0 meio
com timidina foi retirado e adicionou-se meio completo sem timidina por 8 horas.
Posteriormente, foi feito um segundo bloqueio com 2mM em meio completo timidina
por 16 horas nas mesmas condi¢des do primeiro bloqueio.

Apos este periodo, removeu-se 0 meio com timidina e procedeu-se a exposi¢cdo
das células ao ICsy dos compostos em estudo, ou 0,1 % (v/v) de DMSO em meio
completo, com tempos de incubacédo de 5, 9, 24 e 32 horas na estufa de CO,. No fim de
cada tempo de incubacdo, as células foram tripsinizadas com TrypLE™ Express €
centrifugadas a 650 x g, 5 minutos a 15 °C. Os sobrenadantes foram descartados e as
células foram lavadas com PBS 1x a 4 °C. Em seguida procedeu-se a centrifugacédo das
mesmas a 3000 x g, 5 minutos e 4 °C. O sedimento obtido foi ressupendido em 100 pL
de PBS 1x, sendo esse volume transferido gota a gota para outro tubo eppendorf,
composto por 1 ml de uma solucdo de etanol a 80% (v/v), com agitacdo suave para
fixacdo das células. Como método de sincronizacdo para a normalizacdo de resultados,
apos o fim do segundo bloqueio com timidina, foi recolhida uma amostra de células ndo
tratadas (O horas), sujeita a0 mesmo procedimento utilizado para os outros tempos de
incubacéo.

Posteriormente, as amostras foram armazenadas a 4 °C ao longo de 16 horas no
minimo. Em seguida, foram centrifugadas a 5000 x g, 10 min a 4°C, sendo o
sobrenadante removido e o sedimento deixado a secar ao ar. ApOs 0 sedimento estar
bem seco, ressuspende-se em 250 pL de uma solucdo de RNase (50 pug/ml) em PBS 1x.
As amostras foram incubadas durante 30 min, numa estufa a 37°C, e em seguida
adicionou-se 25 pg/mL de IP e 650 puL de PBS 1x para perfazer um volume de 1 ml

A medicdo das amostras foi realizada no citometro de fluxo (Attune® Acoustic
Focusing Flow Cytometer, Invitrogen) com a aquisicdo de 10000 eventos por amostra.
O tratamento dos resultados foi feito no programa Attune® Cytometric software

(Invitrogen).
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3.2.7 Internalizagéo dos compostos

Com o objetivo de estudar e quantificar a internalizacdo dos compostos em estudo
em células HCT116, recorreu-se a técnica de Espetrometria de emissdo atomica com
plasma indutivo (ICP-AES, do inglés: inductively coupled plasma mass spectrometry).

Para este estudo, as células HCT116 foram cultivadas a uma densidade celular de
5 x 10° células/ml em frasco de cultura de 25 cm?, e incubadas 24 horas, numa estufa de
CO,, a 37 °C, 5 % (v/v) de CO, e 99 % de humidade relativa para aderirem a placa.
Apobs esse tempo, 0 meio foi substituido por uma solucdo de meio completo contendo
20 x 1Csp dos compostos em estudo ou 0,1 % (v/v) de DMSO em meio completo,
ficando a incubar na estufa de CO,, nas mesmas condic¢Ges descritas em cima, durante 6
horas. De seguida, 0 meio em que se encontravam as celulas foi retirado e guardado em
tubos falcon de 15 ml, enquanto que, as células foram tripsinizadas pela adi¢do de 2 mL
de TrypLE™ Express (Gibco®, Nova lorque, EUA), e incubadas cerca de 5 minutos na
estufa de CO,. ApoOs destacarem, a acdo da tripsina foi inibida pela adicdo de 1 ml de
meio de cultura completo, e as células transferidas para tubos falcon de 15 mL, sendo
centrifugadas a 700 x g, 5 min e 15 °C. Em seguida, o sobrenadante, juntamente com o
meio ja recolhido em tubos falcon de 15 mL, e o sedimento de celulas foram
armazenados a -80 °C até posterior processamento. Um dia antes das amostras serem
analisadas, é adicionada agua-régia preparada de fresco.

Para a quantificacdo das amostras recorreu-se a um servico contratado
(Laboratorio de analises, servico de espectroscopia de emissdo atomica, Departamento
de Quimica, FCT-UNL).

3.2.8 Interacdo dos compostos com o DNA in vitro

Os ensaios de interacdo dos compostos com o DNA foram realizados pelo aluno

de licenciatura Ruben Valente, sempre com a minha ajuda e orientacao.
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3.2.8.1 Interacdo dos compostos pela anélise do DNA gendémico de
células HCT116

Com o objetivo de tentar perceber se 0s compostos em estudo sdo internalizados
pela célula e conseguem chegar ao nucleo, foram efetuados ensaios de interacdo dos
compostos em estudo com o DNA genémico de células HCT116.

3.2.8.1.1 Estimulo das células pelo composto

Para este ensaio, as células HCT116 foram cultivadas a uma densidade celular
de 9 x 10° células/ml em frasco de cultura de 25 cm?, e incubadas 24 horas, numa estufa
de CO,, a 37 °C, 5 % (v/v) de CO; e 99 % de humidade relativa para aderirem a placa.
Apos esse tempo, 0 meio foi substituido por uma solu¢do de meio completo contendo
20 X 1Csp dos compostos ou 0,1 % (v/v) de DMSO em meio completo, ficando a incubar
na estufa de CO, durante 6 horas. De seguida, 0 meio em que se encontravam as células
foi removido e as células tripsinizadas com a adicdo de 2 mL de TrypLE™ Express
(Gibco®, Nova lorque, EUA). Apos destacarem, a acdo da tripsina foi inibida pela
adicdo de 1 ml de meio de cultura completo, e as células transferidas para tubos falcon
de 15 mL, sendo centrifugadas a 700 x g, 5 min e 15 °C. Em seguida, o sobrenadante,
foi descartado e os sedimentos de células foram armazenados a -80 °C até posterior
processamento. O DNA gendmico foi extraido de acordo com o descrito na seccéo
3.2.8.1.2, e por ultimo fez-se uma eletroforese em gel de agarose 0,7% em tampao TAE
1x (40mM Tris base, 20 mM &cido acetico e ImM EDTA) com Gel Red 0,0015% e
corrente constante de 90 V, aplicada durante 90 minutos para verificar a integridade das

amostras.

3.2.8.1.2 Extracdo do DNA genomico das células HCT116

Solubilizou-se o sedimento de células em 200 uL de tampé&o fosfato em PBS 1x
(137mM NacCl, 2,7 mM KCI, 8 mM Na;HPO, e 2mM KH,PQ,, a pH 6,8). Seguiu-se 0
protocolo do Kit High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche), excetuando um
passo em que se adicionou 50 uL de Elution Buffer e ndo 200 uL. Em seguida, as
amostras foram tratadas com RNase A (1 mg/ml) e incubadas durante 30 minutos a
37°C numa estufa. A quantidade de DNA e o grau de pureza das amostras foi analisada

por espetroscopia de UV-Visivel no NanoDrop.
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3.2.8.1.3 Interacdo dos compostos com o DNA gendmico extraido

Incubou-se 200 ng de gDNA extraido de células HCT116, sem exposi¢ao previa
aos compostos, com 50 uM dos compostos em tampao 5 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl a
pH= 7,19, num volume total de 20 uL, durante 24 horas a 37° C. Por Gltimo, fez-se uma

eletroforese em gel de agarose nas mesmas condi¢des descritas na secgédo 3.2.8.1.1.

3.2.8.2 Interacdo dos compostos com 0 DNA plasmidico

3.2.8.2.1 Cultura de Escherichia Coli e extracdo de DNA
plasmidico

Inicialmente, inoculou-se uma amostra de E. coli transformada com pUC18
numa placa de meio LB-agar (Luria-Bertani) suplementado com ampicilina (100
ug/mL). O preé-indculo ficou a incubar durante 24 horas a 37° C. Em seguida,
inocularam-se as células de E. coli em meio LB liquido, suplementado com ampicilina
(100 pg/mL), durante 24 horas a 37° C. Apoés o periodo de incubagdo, extraiu-se 0 DNA
plasmidico (pDNA) das bactérias recorrendo ao Kit NZYSpeedy Miniprep, de acordo

com o protocolo do fabricante.

3.2.8.2.2 Interacéo dos compostos com o DNA plasmidico extraido

Foram realizados dois ensaios independentes com o DNA de pUC18 extraido.
Num desses ensaios, 0 DNA plasmidico foi incubado com concentracBes crescentes de
composto e tempo de exposicdo fixo, e noutro ensaio manteve-se a concentracdo de
composto e variou-se o tempo de exposicao.

Desta forma, no primeiro ensaio, incubou-se 100 ng de DNA de pUC18 com
concentragdes crescentes dos compostos (5, 25 e 50 uM) ou na sua auséncia (apenas
pUC18 ou 1 % DMSO (v/v), ambos controlos), em tampao Tris-HCI, 50 mM NaCl (pH
7,19). Cada ensaio foi programado para um volume final de 20 pL e todas as amostras

foram incubadas durante 24 horas, a 37 °C.
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No segundo ensaio, 0 DNA de pUC18 foi incubado com 25 uM dos compostos
ou na sua auséncia (apenas pUC18 ou 1 % DMSO (v/v), ambos controlos), em tampéo
Tris-HCI, 50 mM NaCl (pH 7,19), num volume total de 20 uL, durante 1, 3, 6, 24 e 48
horas a 37°C.

Em ambos os ensaios, nas amostras incubadas que continham apenas DNA de
pUC18 (100 ng), foi adicionada a enzima Hindlll, na ultima hora de incubacdo, para
linearizar o plasmideo

Apbs os tempos de incubagdo, foi adicionado a cada amostra 5 puL de loading
buffer 5x (25 mM Tris—HCI, 25 mM EDTA (pH 8.0), 50 % glicerol, 0,1 % azul de
bromofenol) (Bioline, Londres, Reino Unido). De seguida, as amostras foram aplicadas
num gel de agarose 1,0% (p/v) e analisadas por eletroforese em tampdo TAE 1x com
Gel Red 0,0015% e uma corrente constante de 90 V aplicada durante 60 minutos. Os
geéis obtidos apoOs cada eletroforese foram analisados e fotografados num sistema

GelDoc XR+, usando o software Quantity One para aquisi¢do de imagem.

3.2.8.3 Determinacdo do mecanismo de clivagem do DNA pelos

compostos

De modo a determinar o mecanismo pelo qual os compostos conseguem clivar o
DNA foi realizado um ensaio em que se exp6s o0 DNA plasmidico aos compostos,
juntamente com 3 agentes sequestradores de espécies reativas de oxigénio. Foi tambem
realizado um controlo positivo com H,0,. Assim, espera-se determinar se 0 mecanismo
de clivagem se da pela via hidrolitica (radicais hidroxilo) ou oxidativa (singletos de

oxigénio).

Desta forma, 100 ng de pUC18 foram expostos a: 50 UM de &cido ascérbico; 50
UM de NaN3s; 50 uM de L-Histidina; 50 uM de acido ascorbico e 100 uM de H,0,; 50
UM de NaN3 e 100 uM de H,0,; 50 uM de L-Histidina e 100 uM de H,0,; 25 uM de
JL10; 25 uM de JL10 e 100 uM de H,0,; 25 uM de JL10, 50 uM de acido ascorbico e
100 uM de H,0,; 25 uM de JL10, 50 uM de NaN3 e 100 uM de H,0;; 25 uM de JL10,
50 uM de L-Histidina e 100 uM de H,0,. Todas as amostras foram preparadas em
tampdo 5 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl (pH 7,2). Foram também realizados controlos
onde se exp6s 100 ng de pUC18 a: tampdo 5 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl (pH 7,2) e
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DMSO na maior proporc¢édo utilizada (25%); atividade da enzima de restricdo HindlIIl.
As amostras foram analisadas atraves de eletroforese em gel de agarose 1,0% em
tampdo TAE 1x com Gel Red 0,0015% e uma corrente constante de 80 V aplicada

durante 90 minutos.

3.2.9 Prote6mica

Recorreu-se a técnica de protedmica (electroforese bidimensional - 2-D) para se
tentar perceber os tipos de morte celular e as vias celulares afetadas pela acdo do
composto JL10, através da avaliacdo da expressao proteica na linhas celular tumoral

HCT116 apds exposicdo ao 1Cso do composto em cada linha celular as 48 horas.

3.2.9.1 Preparacao da amostra, precipitacao e purificacdo das proteinas

As células HCT116 foram cultivadas em frascos de cultura 25 cm” a uma
densidade celular de 2 x 10° células/mL, e incubadas durante 24 horas numa estufa a 37
°C, 5 % (v/v) de CO2 e 99 % de humidade relativa Apos este periodo o meio foi
substituido pelo I1Csy do composto para cada linha celular ou 0,1 % (v/v) de DMSO em
meio completo. A recolha das amostras foi realizada da mesma maneira que a descrita
na seccao 3.2.4.5.1, até ao passo em que o lisado celular foi centrifugado a 10000 x g, 5
minutos a 4 °C e os sobrenadantes recuperados. A seguir a este passo de centrifugacdo é
necessario proceder a purificacdo dos extratos de proteina total.

A precipitacdo e a purificacdo foram realizadas com o 2-D Clean-Up Kit (GE
Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido), de acordo com o protocolo fornecido pelo
fabricante, a excecdo do passo de adi¢do do wash buffer e do wash additive, em que foi
efetuada uma incubacdo overnight a -20 °C. Em seguida foi também feita uma lavagem
adicional em 25 pL de agua ultrapura (18.2 MQ.cm-1 a 25°C) para dispersar 0 mais
possivel o sedimento, de maneira a conseguir lavar o maximo de proteinas presentes no
extrato proteico e voltou-se a seguir o protocolo fornecido pelo fabricante.

Apos a Ultima centrifugacdo, o sedimento de proteinas foi ressuspendido em 100
pL de uma solucdo de reidratagdo contendo 7 M de Ureia (BDH Prolabo, VWR
International), 2 M Tioreia (Merck, Frankfurt, Alemanha), 2 % (p/v) de CHAPS (GE
Healthcare, Reino Unido), inibidores de fosfatases 1x, inibidores de protéases 1Xx,
vestigios de azul de bromofenol (Merck, Frankfurt, Alemanha), 0,1 % (p/v) de DTT e 1
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mM PMSF. As amostras foram incubadas a temperatura ambiente durante 48 horas,
sendo necesséria a sua homogeneizacdo para garantir que ndo ha precipitacdo das
proteinas. Ap6s o tempo de incubacdo, centrifugou-se as amostras a 12000 x g, 10
minutos, sendo o0s sobrenadantes recuperando e os extratos de proteinas quantificados
recorrendo ao Pierce Protein Assay Kit, de acordo com o protocolo descrito na sec¢ao
3.2.45.1.

3.2.9.2 Eletroforese bidimensional (2-DE): Focagem isoelétrica e SDS-
PAGE

A eletroforese bidimensional é uma técnica que permite a analise e a separacao
em duas dimens@es de uma grande mistura de proteinas, de modo a que as mesmas se
espalhem por todo o gel. Assim, numa primeira dimensdo as proteinas sao separadas de
acordo com as diferencas no seu ponto isoelétrico recorrendo a focagem isoelétrica, e
numa segunda dimensdo separadas com base no seu peso molecular através da
realizacdo de um gel SDS-PAGE.

Imediatamente ap0s a quantificacdo de proteina procedeu-se a realizacdo da
focagem isoelétrica (IEF), onde se utilizou 100 pg do extrato proteico total. Ao volume
correspondente aos 100 pg de extrato de proteina total foi adicionado tampdo de
reidratacdo até perfazer um volume de 125 pL (volume das tiras utilizadas para a
focagem isoelétrica). De seguida, a solu¢do de reidratagdo contendo 100 pg de extrato
proteico foi suplementada com 0,5 % de IPG (GE Healthcare, Reino Unido) e 0,5 % de
destreak (GE Healthcare, Reino Unido) e distribuida de forma homogénea ao longo do
sarcofago (suporte de tiras) de 7 cm IPG strip holder (GE Healthcare, Reino Unido).
Apos a distribuicdo, foi colocada por cima uma tira Immobiline Dry strip pH 3-10 NL
de 7 cm (GE Healthcare, Reino Unido), de modo a que o gel ficasse em contacto com a
amostra e ndo se formasse bolhas entre 0s mesmos. Adicionou-se ao sarcofago 750 pL
de Drystrip Cover Fluid (GE Healthcare, Reino Unido) e colocou-se a respetiva tampa.
Os sarc6fagos com as tiras foram posteriormente dispostos no sistema de isofocagem
ETTAN IPGphor 3 IEF (GE Healthcare, Reino Unido), e a focagem isoelétrica
realizada através do programa indicado na tabela 3.3 a uma temperatura constante de 20
°C.
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Tabela 3.3 - Programa utilizado para a focagem isoelétrica

Passo Voltagem(V) | Duragéo
1 30
2 100
14 horas
3 500
4 1000
5 5000

Apo6s o fim do programa, as tiras foram removidas dos suportes e equilibradas,
durante 15 minutos com agitagédo horizontal, em 5 mL de solugéo de equilibrio (70 mM
de Tris-HCI pH 8,8 (Merck), 6 M de ureia (Scharlau), glicerol 30 % (v/v) (Panreac) e 2
% (p/v) de dodecil-sulfato de sodio) (GE Healthcare, Reino Unido), suplementada com
1 % (p/v) de DTT para quebrar as ligac6es dissulfureto da proteina. De seguida, as tiras
foram transferidas para uma nova solugé@o de equilibrio suplementada com 2,5 % (p/v)
de iodocetamida (GE Healthcare, Reino Unido) e incubadas 15 minutos com agitacédo
horizontal, para impedir que as ligacfes dissulfureto quebradas se formem novamente,
garantindo assim que as proteinas conseguem entrar no gel de SDS-PAGE.

Enguanto as tiras eram equilibradas com o tampdo de equilibrio em DTT e
iodoacetamida, foram preparados géis de poliacrilamida a 12,5 % (v/v). Assim que
acabou a incubacdo das tiras e com os géis SDS-PAGE ja polimerizados, as mesmas
foram de imediato colocadas por cima destes juntamente com um pequeno papel de
filtro contendo 4 pL do marcador de pesos moleculares NZY Colour Protein Marker 11
(NZYTech, Lisboa, Portugal) e 1 gota de agarose 0,5% (p/v). Os géis foram selados
com uma solucdo de agarose 0,5 % (p/v) (Lonza, Basel, Suica) em tampdo de
eletroforese (3,79 ¢/L de Tris-base, 18 g/L de glicina (Panreac), 1,25 g/L SDS e
vestigios de azul de bromofenol).

O sistema de SDS-PAGE Mini-PROTEAN®3 System (BioRad) foi utilizado
para a corrida da eletroforese, a 30 V durante 30 min, e sequidamente a 120 V até o azul
de bromofenol chegar ao fim do gel, mas antes do mesmo comecar a sair para 0 tampao

de eletroforese para ndo se perderem as proteinas de baixo peso molecular.
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3.2.9.3 Revelacdo dos géis

Apos o fim da corrida, os géis resultantes foram corados numa solugdo contendo
trés pastilhas de PhasTGel™ Blue R (Coomassie R350) (GE Healthcare) dissolvidas em
1 L de &cido acético a 10 % (v/v) (Panreac) em &gua destilada, durante 30 minutos
numa estufa a 50°C. Para a revelacdo dos géis realizou-se varias lavagens em agua
ultrapura (18.2 MQ.cm-1 a 25 °C), nas mesmas condigdes referidas anteriormente,
sendo o gel deixado overnigth em &gua ultrapura a temperatura ambiente para descorar
totalmente. A digitalizacdo foi feita pelo scanner PIXMA M250 (Canon) e 0s géis
analisados no programa Melanie 7.0 (GeneBio, Genebra, Suica). A anélise foi realizada
por detecdo automatica dos spots, identificacdo dos spots de proteinas, correspondéncia
dos spots entre os diferentes géis e determinacdo da intensidade/expressao de cada spot.
A variagdo dos niveis de expressdo de cada proteina foi normalizada pela intensidade
dos spots dos controlos. As proteinas foram identificadas recorrendo a um gel de
referéncia de células HCT116. Os niveis de expressdo <0,7 (sub-expressdo da proteina)

e >1,5 (sobre-expressao da proteina) foram considerados significativos.

3.2.10 Estatistica

Todos os resultados foram expressos como média + SD de dois ensaios bioldgicos
independentes. Cada um dos ensaios bioldgicos foi obtido atraves de duplicados
técnicos. O programa GraphPadPrism 6 software foi utilizado na analise dos resultados
e o tratamento estatistico obtido pelo one--way ANOVA de forma a comparar o0 grupo
de controlo com os grupos tratados para a significancia estatistica. Resultados com um p

< 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1  Solubilidade e estabilidade do compostos

A maior parte dos compostos sintetizados e utilizados na investigacdo em
ensaios biolégicos apresentam problemas de baixa solubilidade. Esta é uma questéo
critica neste tipo de ensaios, uma vez que uma baixa solubilidade do composto pode
conduzir a resultados subestimados e variaveis. Torna-se assim necessario arranjar um
método eficaz de dissolugdo do composto, a0 mesmo tempo que se garante a sua
estabilidade, antes de se avangar para os ensaios biologicos [102].

Desta forma, foi analisada a solubilidade e estabilidade dos compostos em
diferentes soluges, como o DMSO, o PBS e o DMEM. Esta analise foi feita por
espectroscopia de UV-Visivel, numa gama de comprimentos de onda de 250 a 700 nm,
encontrando-se os espetros obtidos para cada um dos compostos em anexo (7.1)

A estabilidade é avaliada pelo aparecimento de alteragcdes em bandas
caracteristicas do composto ao longo do tempo. Os espetros foram tracados com uma
concentragdo de composto de 25 uM, e obtidos para diferentes tempos de incubacéo (0,
24, 48 e 72 h). O armazenamento durante o periodo de incubacéo foi realizado a 4°C.

Em primeiro lugar, € preciso ter em conta as caracteristicas espetrais dos
compostos obtidos para o tempo zero. Em termos gerais, 0s compostos em estudo JL7,
JL10, JL12 e JL14, apresentam 2 zonas caracteristicas, uma banda de maxima absorcao
a cerca de 280-290 nm e uma banda ligeira na zona dos 400-450 nm. Pela analise
espetral (anexo 7.1) € possivel verificar que os compostos perdem alguma estabilidade
ao longo do tempo nas diferentes solucdes estudadas. O desaparecimento da banda a
cerca de 450 nm (JL7 e JL14) e o aparecimento de uma banda a 300 nm, as 48 horas, no
composto JL14 dissolvido indicam isso mesmo (figuras no anexo 7.1).

Verificou-se também que ao fim de 24 horas, nos compostos em PBS e DMEM
armazenados a 4°C, ocorria 0 aparecimento de um ligeiro precipitado no fundo do
eppendorf.

Assim, com estes dados optou-se por solubilizar os compostos em DMSO ao
longo dos ensaios bioldgicos realizados, visto ser o solvente que melhor solubiliza os

compostos e aparentemente mais estavel para os mesmos. O DMSO é um solvente
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universal, utilizado para dissolver a maior parte dos compostos hidrofébicos
sintetizados devido as suas caracteristicas polares e aproticas [97].

Ainda assim, nos espetros em DMSO, é possivel verificar a existéncia de
variacgoes espetrais, pelo que se optou por preparar as solugdes de composto sempre de
fresco, evitando qualquer tipo de armazenamento que possa comprometer a solubilidade
e estabilidade dos compostos. Contudo, este solvente também possui alguma toxicidade
inerente para as células, pelo que é preciso limitar a % (v/v) de DMSO utilizada nos
ensaios bioldgicos, tendo a percentagem maxima utilizada sido de 0.1 % (v/v)

Também nédo é aconselhavel fazer ensaios as 72 horas, pois é quando existem

maiores variag¢Oes na estabilidade dos compostos.

4.2 Ensaios de viabilidade celular

Como forma de avaliar o potencial citotoxico in vitro dos compostos de Cu(l)
em estudo, foi estimada a viabilidade celular em linhas celulares tumorais (HCT116,
HCT116 resistentes a doxorrubicina, A2780 e MCF-7), e em células saudaveis
(fibroblastos), recorrendo ao reagente de MTS. Este método permite-nos determinar de
forma indireta a viabilidade celular pela quantificacdo espectrofotométrica de
formazano a 490 nm, produzido através da reducdo do reagente de MTS por células
com desidrogenases mitocondriais ativas. O valor de absorvancia medido sera
diretamente proporcional a quantidade de células viaveis em cultura [98].

Em ultima instancia, este ensaio permite determinar o 1Csy relativo de cada
composto para as linhas celulares estudadas, o que € um indicador da poténcia do
composto para estas linhas, correspondendo a concentracdo de composto capaz de
reduzir a viabilidade celular em 50%. A linha celular tumoral que for mais sensivel aos
compostos em estudo, apresentara um valor de 1Csy mais baixo, e sera a selecionada
para prosseguir os restantes estudos bioldgicos.

Foram testadas diferentes gamas de concentracbes de composto para as
diferentes linhas celulares, sendo em baixo apresentados resultados de viabilidade
celular obtidos para cada um dos compostos para as linhas tumorais HCT116 (figura
4.1) e HCT 116 resistentes a dox (figura 4.2).
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Figura 4.1 - % de viabilidade celular da linhar celular tumoral HCT116 ap6s 48 horas de exposigao aos
compostos em estudo (A —JL7; B —JL10; C —JL12; D — JL14). Os valores de viabilidade celular foram
normalizados em rela¢do ao controlo em DMSO, correspondente a cada concentracdo de composto
testada. Os valores apresentados correspondem dois replicados biolégicos independentes e as barras de
erro ao desvio padréo entre esses replicados.

Para todos os compostos verifica-se uma diminuicdo da viabilidade celular com
0 aumento da concentracdo de composto, sendo os valores de ICso calculados bastante
promissores para esta linha celular. O composto mais citotoxico é o JL14 (figura 4.1
(D)), com um valor de ICso de 0,15 uM, seguido do JL10 e JL12 (figura 4.1 (B) e (C)),
com um ICso de 0,20 uM. O composto JL7 € o menos sensivel para a linha tumoral
HCT116, apresentando um valor de ICso de 0,25 uM (figura 4.1 (A)), que ainda assim

continua a ser bastante promissor, pois todos estes valores sdo mais baixos do que o
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ICsp da doxorrubicina para esta linha (0,4 pM), que é um dos agentes
quimioterapéuticos mais utilizado no tratamento do cancro.

Também em células HCT116 resistentes a doxorrubicina, (para concentracdes
maiores que 6 UM), os valores de 1Csy relativos calculados, embora ligeiramente
superiores aos das células HCT116 sensiveis, foram bastante promissores sendo
aproximadamente de 1 uM para todos 0s compostos testados tornando estes compostos
promissores para a aplicacdo em cancro colorectal sensivel e resistente a doxorrubicina
(HCT116 DOX R) (figura 4.2).
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Figura 4.2 - % de viabilidade celular da linhar celular tumoral HCT116 resistente & doxorrubicina ap6s
48 horas de exposic¢do aos compostos em estudo (A — JL7; B —JL10; C —JL12; D —JL14). Os valores de
viabilidade celular foram normalizados em relacdo ao controlo em DMSO, correspondente a cada
concentracdo de composto testada. Os valores apresentados correspondem a dois replicados biolégicos
independentes e as barras de erro ao desvio padrdo entre esses replicados.
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Os gréficos obtidos para as restantes linhas (A2780 e MCF-7) encontram-se em
anexo (anexo 7.2, fig. 7.13 e 7.14), sendo os valores obtidos menos promissores do que
os calculados para as linhas celulares referidas em cima. Os valores de 1Cs, obtidos para
cada linha celular sdo apresentados na tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Valores de ICsy de cada um dos compostos em estudo obtidos para as diferentes
linhas tumorais

025uM  =1pM ~0,51 uM 0,7 uM ~ 50uM
JL10 020pM  0,75—1puM ~ 0,8 uM 1,3 UM > 50uM
JL12 020pM  1puM > 0,48 UM 0,6 UM 10 - 50puM
JL14 015uM  1puMm > 0,86 UM 0,4 M <10uM

Pela analise da tabela, verifica-se que a linha tumoral para a qual os compostos
apresentam maior efeito citotdxico, isto é, valores de 1Csy mais baixos, ¢ a HCT116.
Desta forma, esta sera a linha celular em que irdo ser realizados a maioria dos restantes
estudos biologicos (alguns serdo igualmente comparados em HCT116 DOX R).

Contudo, é preciso ter em atencdo os valores de 1Cso dos compostos calculados
em células saudaveis, pois dao-nos a indicacdo do potencial dos compostos em poderem
vir a ser utilizados para tratamentos futuros. Se forem menos citotdéxicos do que os
compostos utilizados nos tratamentos atuais, pode permitir uma reducdo dos efeitos
secundarios observados atualmente.

No entanto, verifica-se que o composto mais citotdxico nas células HCT116, o
JL14, apresenta também uma elevada toxicidade para os fibroblastos, com um valor de
ICs0o menor que 10 uM, sendo o composto JL10, o mais promissor deste ponto de vista
ao apresentar um ICso maior que 50 uM (tabela 4.1).

Como é necessario arranjar um equilibrio entre o potencial antiproliferativo em
células tumorais e saudaveis, o composto JL14 ndo serd bom, apresentando-se o

composto JL10, entre 0s 4 estudados, como 0 mais promissor em termos terapéuticos.

Para verificar, se a toxicidade dos compostos provinha do composto de partida,

dos ligandos, ou dos dois em conjunto, realizaram-se também ensaios de MTS com 0s
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ligandos e o composto de partida individualmente em células HCT116 e fibroblastos.
Os valores de ICsp estimados para as duas linhas celulares encontram-se na tabela 4.2, e
os graficos com a gama de concentracOes testadas em anexo (anexo 7.2, fig. 7.15 e
7.16).

Tabela 4.2 - Valores de ICsq de cada um dos ligandos e do composto de partida individualmente obtidos
para a linha tumoral HCT116 e para os fibroblastos.

Composto de partida 0,05-0,1 uM 10uM
Dptyz (ligando JL7) 2,5-25uM 25 - 50pM
Dpp (ligando JL10) > 20 uM > 70 uM
2,2’-bipy (ligando JL12) 2,5-25uM > 70 uM
Me2bpy (ligando JL14) 1,5-15uM > 50 uM

Pela andlise da tabela 4.2, observa-se que os ligandos livres sdo menos
citotoxicos para as células tumorais HCT116 do que quando coordenados aos
compostos de Cu(l), sendo que o ligando do composto JL10 (dpp) livre apresenta uma
citotoxicidade especialmente baixa em comparacdo com os restantes (anexo 7.2, fig.
7.15 (B)). Verifica-se também que o composto de partida (percursor) apesar de
apresentar uma citotoxicidade superior para as células HCT116 do que 0s compostos,
também possui uma toxicidade para os fibroblastos mais elevada (ICso = 10 uM) (anexo
7.2, fig. 7.15 (E) e 7.16 (E)).

Pode-se concluir que a toxicidade dos compostos se deve essencialmente ao
fragmento [Cu(dppe]” , sendo que, a posterior coordenacdo dos ligandos
heteroaromaticos leva a uma diminuicédo da citotoxicidade nos fibroblastos (tabela 4.1).
Desta forma, pretende-se ultrapassar um dos problemas decorrentes da quimioterapia
atual que se prende com um numero indesejavel de efeitos secundarios que afetam a

eficacia do tratamento.
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4.3Avaliacdo dos mecanismos de morte celular

4.3.1 Marcagao com Hoechst 33258

A marcacdo das células com a sonda Hoechst 33258 permite a identificacdo de
celulas em apoptose, através da técnica de microscopia de fluorescéncia. Esta sonda é
sensivel a conformacdo do DNA e ao estado da cromatina, possuindo uma grande
afinidade para o DNA, nomeadamente para zonas ricas em adeninas e timinas,
permitindo a detecdo de alteracdes nucleares. O Hoechst 33258 marca tanto os nucleos
de células em apoptose, como de células normais, sendo possivel a sua distingdo pela
identificacdo de fendmenos caracteristicos de apoptose como a condensacdo da
cromatina, fragmentacdo nuclear ou a formacdo de corpos apoptoticos [81, 103]. A
analise foi realizada por microscopia de fluorescéncia apds exposicdo das celulas
HCT116 a 0,1% (v/v) de DMSO ou ao ICsy dos compostos em estudo. Na Figura 4.3
observam-se as imagens obtidas para o composto JL10. As fotos para os restantes
compostos sdo apresentadas em anexo (anexo 7.3.1 — fig. 7.17).

Analisando as imagens da figura, observa-se que nas células expostas ao DMSO
(controlo negativo), existe uma distribuicdo homogénea da fluorescéncia azul, dado pelo
corante Hoechst 33258, pelos nucleos, indicando a presenca de cromatina néo
condensada e dispersa por todo o nacleo. Desta forma, pode-se inferir que a ocorréncia
de apoptose ndo é significativa apos a exposicdo das celulas ao DMSO como era
esperado, visto a citotoxicidade do mesmo ser baixa. Ainda assim, € possivel a
observacdo de fendmenos isolados de cromatina condensada e formacdo de corpos
apoptoticos, identificados pelas setas na imagem, pois existe sempre alguma toxicidade
inerente ao DMSO.
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Figura 4.3- Visualizacdo da apoptose de células HCT116 na presencga do composto JL10 em campo claro
(brigthfield) e marcadas com Hoechst 33258. As células da linha tumoral HCT116 cresceram na presenca
de 0,1 % (v/v) de DMSO ou numa concentracdo correspondente ao ICsy do composto JL10 durante 48
horas. As setas indicam o aparecimento de corpos apoptéticos (1), fragmentacdo nuclear (2) ou
condenseacdo da cromatina (3). Estes resultados correspondem a dois replicados biol6gicos
independentes onde foram analisadas 5 imagens para cada condi¢do em estudo. A titulo representativo
apenas sdo mostradas as fotos para um dos compostos, sendo que as fotos com os restantes, JL7, JL12 e
JL14 estdo presentes nos anexos (anexo 7.3.1).

Em relacdo as imagens dos compostos em brigthfield, observa-se que as células
estdo sujeitas a um maior stress pelas suas formas mais irregulares. E também visivel
nas imagens com a marcacdo do Hoechst 33258, um aumento na intensidade da
fluorescéncia, estando a mesma distribuida de forma heterogénea, sendo observados
com maior frequéncia fenGmenos apoptoticos, indicados pelas setas na imagem (figuras
4.3 e 7.17). No entanto, a incidéncia destes acontecimentos continua a ndo ser muito
alta.

A quantificacdo de fendmenos apoptéticos realizou-se através da contagem dos
nacleos de células em apoptose pelo nimero total de nicleos marcados na imagem. Os

resultados sdo apresentados na figura 4.4.
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Figura 4.4 - Quantificacdo de células da linha celular tumoral HCT116 em apoptose apds exposicdo a
uma concentragdo correspondente ao ICsy de cada composto (JL7, JL10, JL12, JL14) ou 0,1 % (v/Vv)
DMSO (controlo negativo) durante 48 horas. Os valores apresentados correspondem a média + SD de
dois replicados bioldgicos independentes. A significancia estatistica foi avaliada em relagdo ao controlo
(DMSO) pelo método one-way ANOVA (ns- estatiscamente nao significativo).

A analise da figura 4.4 indica-nos que, a % de apoptose induzida pelos
compostos em células HCT116, é pouco maior que a % de apoptose das células controlo
(DMSO). Estes dados sugerem que pode haver inducdo de outros tipos de morte celular
por parte dos compostos (necrose ou autofagia, por exemplo), ou que as células podem
estar em apoptose tardia, o que dificulta a visualizacdo deste fendbmeno ao microscépio.

Desta forma, prosseguimos com o estudo de apoptose por citometria de fluxo,
onde é possivel quantificar as células viaveis e células que estdo em apoptose inicial,

apoptose tardia ou necrose.

4.3.2 Marcacdo com AnexinaV-FITC e IP por citometria de fluxo

Como os resultados do ensaio anterior ndo evidenciaram de forma clara a inducao
de apoptose por parte dos compostos, procedeu-se a dupla marcacdo das células, com
dois fluordforos diferentes, a anexinaV-FITC e o iodeto de propideo. Neste ensaio
recorreu-se a técnica de citometria de fluxo que é quantitativa e especifica, ao contrario
do método da microscopia de fluorescéncia, que é de certa forma qualitativa, sendo a
sua quantificagdo algo subjetiva, esperando-se por isso resultados mais precisos e

fidedignos.
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A dupla marcagdo permite distinguir e quantificar diferentes tipos de morte
celular, apoptose e necrose, bem como diferenciar entre apoptose inicial e tardia pelas
diferencas na integridade da membrana plasmatica. Uma das mudancas que ocorre no
estagio inicial da apoptose, antes da perda da integridade membranar, é a translocacdo
da fosfatidilserina (PS) do lado interno da membrana plasmatica para a camada externa,
ficando exposta na superficie externa da célula. A anexinaV é uma proteina de ligacdo a
fosfolipidios com uma grande afinidade pela fosfatidilserina, e sendo conjugada com o
fluoréforo FITC (anexinaV-FITC) funciona como uma sonda sensivel a esta ligacao,
emitindo fluorescéncia verde [104]. Contudo, a anexinaV também tem a capacidade de
se ligar a face interna da membrana plasmatica, ap6s a perda da integridade membranar
que s6 acontece numa fase mais tardia da apoptose. Por outro lado, o IP € uma sonda
intercalante com capacidade de ligagdo ao DNA, sendo que s6 consegue entrar na célula
quando a membrana estd permeavel e comprometida, devido ao seu elevado peso
molecular. A perda da integridade da membrana acontece numa fase tardia da apoptose
e durante a necrose, sendo que nestes casos, 0 IP consegue entrar e ligar-se ao DNA,
emitindo assim fluorescéncia vermelha [105].

Assim, esta dupla marcacdo permite identificar células viaveis (FITC - e IP -), em
apoptose inicial (FITC + e IP -), em apoptose tardia (FITC + e IP +) ou em necrose
(FITC - Pl +) [104, 105].

Neste ensaio, células da linha tumoral HCT116 foram expostas ao ICsy dos
compostos, a 0,1 % (v/iv) DMSO (controlo negativo) ou a 0,4 UM de doxorrubicina
(dox) (controlo positivo) durante 48 horas, tendo sido posteriormente marcadas com 0s
dois fluoréforos mencionados em cima e medida a sua fluorescéncia por citometria de

fluxo (figura 4.5).
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Figura 4.5 - Quantificacdo de células da linha tumoral HCT116 viaveis, em apoptose inicial e tardia, e
em necrose por citometria de fluxo recorrendo a dupla marcacdo com anexina V-FITC e IP, ap6s
exposicdo durante 48 horas a uma concentracao correspondente ao ICsy dos compostos (JL7, JL10, JL12 e
JL14), 0,1 % (v/v) DMSO ou 0,4 uM DOX. Os valores apresentados correspondem a média + SD de dois
replicados biologicos independentes.

Pela analise dos resultados, é possivel ver um aumento mais significativo de
apoptose induzida pelos compostos em células HCT116. A existéncia de apoptose tardia
pode ter dificultado a visualizacdo de alteracbes morfolégicas caracteristicas da
apoptose nos nucleos das células no ensaio anterior.

O composto JL14 mostrou ser o que induz apoptose em maior quantidade, com
10,9% das celulas em apoptose inicial e 13,4% em apoptose tardia, sendo que o
composto com maior potencial terapéutico, o JL10, também tem capacidade de induzir
apoptose, com 8,9% de células em apoptose inicial e 11,9% em apoptose tardia.
Também se verifica a inducdo de necrose por parte dos compostos, mas em muito pouca
quantidade, ndo sendo um tipo de morte significativo induzida por estes compostos.

Em relacdo aos controlos, 0 DMSO como seria de esperar induz pouca quantidade
de apoptose e necrose, apresentado 92% de células viaveis, enquanto que, a
doxorubicina apresenta niveis de morte por necrose excessivamente altos (77,7%).
Embora seja normal este composto causar morte por necrose as células, o valor esta
mais alto que o normal, o que pode dever-se a algum tempo de espera no gelo antes da
medicdo, o que também explicaria o baixo namero de células viaveis (6,1%).

Estes resultados sdo promissores na medida em que a propor¢cdo de morte por
apoptose em relacdo a morte por necrose € bastante maior. Sendo a morte por apoptose

um mecanismo programado pela célula, é um tipo de morte mais favoravel do que a
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necrose. A morte por necrose ¢ um mecanismo indesejavel, pois resulta no “colapso” da
celula que liberta o seu contetdo para o exterior podendo levar a contaminacdo de

células vizinhas e processos de inflamacéo na zona tumoral.

Embora a concentracdo de compostos utilizada para este estudo seja a do 1Csp, a
viabilidade das células expostas aos compostos esta entre 0os 75% - 80%. Este facto
pode dever-se a este ensaio ser especifico para a apoptose e necrose, podendo existir
outros tipos de morte celular que ndo estejam a ser contabilizados (ex: autofagia).

4.3.3 Avaliacdo da morte celular por autofagia

Devido a necessidade de confirmar a existéncia de outros mecanismos de morte
celular pelos resultados obtidos na seccdo 4.3.2, realizou-se um ensaio para avaliar a
morte celular por autofagia induzida pelos compostos.

Para tal, recorreu-se a técnica de microscopia de fluorescéncia, tendo as células
sido marcadas com dois fluoroforos diferentes, o0 Hoechst 33342, que é um corante de
acidos nucleicos que se liga ao DNA e permite identificar a condensacao da cromatina e
a fragmentacgé@o nuclear, e 0 CYTO-ID® Green Detection Reagent Cyto-1D, uma sonda
que se torna fluorescente na presenca especifica de vesiculas autofagicas, como 0s
autofagossomas e autolissosomas, com a vantagem de a marcacdo em lisossomas e
endossomas ser muito baixa, 0 que ndo acontece com outras sondas para detecdo de
autofagia [106].

Assim, mais uma vez as células HCT116 foram expostas ao 1Csy dos compostos, a
0,1% (v/v) de DMSO, ou a 500 uM de rapamicina (controlo positivo) durante 48 horas,
e em seguida marcadas com estes fluoroforos para detecdo da autofagia. As imagens

obtidas por microscopia de fluorescéncia encontram-se na figura 4.6.
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Figura 4.6 — Imagens captadas ao microscopio de células da linha tumoral HCT116 marcadas com
Hoechst 33342 e CYTO-ID para avaliagdo do potenial autofdgico dos compostos em estudo, através da
observacdo de vesiculas autofagicas. As células cresceram na presenca de 0,1 % DMSO, 500 uM
rapamicina ou numa concentracdo correspondente ao ICs, de cada composto durante 48 horas. Estes
resultados correspondem a dois replicados bioldgicos independentes, tendo sido analisadas 5 imagens
para cada condicdo em estudo. As imagens obtidas nos ensaios com os restantes compostos JL7, JL12 e
JL14 encontram-se em anexo (Anexo 7.3.2, fig. 7.18).

A rapamicina funciona como um controlo positivo, sendo um indutor de
autofagia, pois tem como principal alvo o0 TOR, que em situa¢fes normais funciona
como um sinal inibitorio, bloqueando o processo autofagico. A rapamicina ao ligar-se,
impede a ativacdo do TOR, despoletando o processo autofagico pela interacdo com
proteinas de autofagia. Desta forma, é possivel observar o aparecimento de vesiculas
autofagicas pelo aumento da fluorescéncia verde nas células que foram sujeitas a um
estimulo com rapamicina (figura 4.6)

Também nas células que foram expostas aos compostos se verifica esse aumento
de fluorescéncia, mostrando que os compostos tém a capacidade de induzir autofagia.

Relativamente a0 DMSO ndo se verificam aumentos considerdveis na

fluorescéncia verde, como era expectavel por ser o controlo negativo (figura 4.6).
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De forma a avaliar com mais precisdo estes resultados, procedeu-se a
quantificacdo das vesiculas autofégicas, através da razdo entre 0 numero de vesiculas
autofagicas contabilizadas pelo nimero de nlcleos presentes marcados pelo Hoechst
33342. Os resultados encontram-se na figura 4.7.
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Figura 4.7 — Quantificacdo de células da linha celular tumoral HCT116 em autofagia apds exposicdo a
uma concentracdo correspondente ao 1Csq dos compostos (JL7, JL10, JL12, JL14), ou 0,1 % (v/v) DMSO
durante 48 horas, ou ainda a 500 uM de rapamicina overnigth. Os valores apresentados correspondem a
média £+ SD de dois replicados biol6gicos independentes. A significancia estatistica foi avaliada em
relacdo ao controlo (DMSO) pelo método one-way ANOVA (**** p < 0,0001, *** p<0,001).

Tal como se observou pela analise qualitativa das imagens, as células HCT116 na
presenca de rapamicina e dos compostos em estudo sofrem autofagia, sendo este um dos
principais mecanismos de morte celular, a par da apoptose, induzido pelos compostos
(figura 4.7). A rapamicina induz uma percentagem de células em autofagia de 67,47%,
enquanto que, dos compostos em estudo, o JL10 apresenta-se como 0 maior indutor
deste processo com 60,05% de células em autofagia.

Esta evidéncia vai de encontro aos resultados obtidos para 0 ensaio de apoptose
por citometria de fluxo que mostraram que podiam existir outros tipos de morte celular
induzida pelos compostos.

Neste momento ainda ndo se sabe ao certo qual o papel que a autofagia
desempenha, visto que pode ser responsavel pela ativacdo da morte de celulas tumorais,
gue numa primeira instancia apresentam alguma resisténcia a apoptose, podendo estes

dois mecanismos estar correlacionados, mas também pode ser responsavel pela
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promocéo e sobrevivéncia de tumores. No entanto, sabe-se que a maior parte dos
compostos metalicos desenvolvidos para fins terapéuticos conduzem principalmente a
ativacdo de mecanismos apoptéticos, mas também autofagicos, pelo que estes sdo

resultados interessantes [107].

4.3.4 Avaliacéo do potencial de membrana mitocondrial

O potencial de membrana mitocondrial (A¥Ym) ¢ fundamental para manter a
cadeia respiratoria, que culmina com a sintese de ATP para as células, a funcionar
normalmente. Uma perda significativa do potencial mitocondrial pode comprometer
essas funcionalidades, levando & morte celular. Desta forma, a avaliagdo do potencial
mitocondrial das células fornece dados importantes sobre a viabilidade celular [108].

A sonda fluorecscente JC-1 é sensivel a alteracdo do A¥Wm, alterando a sua cor
mediante o potencial mitocondrial. As células saudaveis exibem um elevado potencial
mitocondrial, e neste caso, a sonda entra para o interior da mitocéndria e forma
agregados, emitindo fluorescéncia vermelha. Em casos em que ha uma perda desse
potencial, dada pela permeabilizacdo da membrana mitocondrial com a entrada de
proteinas pro-apoptéticas (apoptose intrinseca), a mitocondria fica comprometida e a
sonda acumula-se no citoplasma na sua forma monomérica, emitindo fluorescéncia
verde. Desta forma a medicéo da alteracdo do potencial mitocondrial permite identificar

especificamente se a via apoptotica envolvida é a via intrinseca [109].

Neste ensaio, as células HCT116 foram expostas ao 1Csy dos compostos ou a
0,1% (v/v) de DMSO durante 48 horas. Foi também realizado um controlo com células
ndo tratadas em que ndo ocorreu qualquer exposicdo. Em seguida as células foram
marcadas com a sonda JC-1 e utilizou-se 0 microscopio para a medicdo do potencial

mitocondrial. As imagens obtidas encontram-se na figura 4.8.
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Figura 4.8 - Imagens captadas ao microscopio de células da linha tumoral HCT116 marcadas com a
sonda JC-1 para medicdo da alteracdo do potencial mitocondrial. As células cresceram na presenca de 0,1
% DMSO ou numa concentragdo correspondente ao ICs, de cada composto durante 48 horas. Estes
resultados correspondem a dois replicados bioldgicos independentes, tendo sido analisadas 5 imagens
para cada condicdo em estudo. As imagens obtidas nos ensaios com 0s restantes compostos JL7, JL12 e
JL14 encontram-se em anexo (anexo 7.3.3).

Através da analise das imagens em brigthfield, observa-se pela morfologia das
células que as expostas aos compostos estdo sujeitas a muito mais stress do que as
células ndo tratadas e as expostas ao DMSO, para aléem de que o numero de células por
campo € muito mais reduzido, o que é um indicador da citotoxicidade do composto
(figura 4.9 e anexo 7.3.3). Relativamente as imagens de fluorescéncia verifica-se uma
clara diminuicdo na emissdo de fluorescéncia vermelha nas células expostas aos
compostos, relativamente as restantes e um ligeiro aumento na intensidade da
fluorescéncia verde, o que revela alteracbes no potencial mitocondrial. Apenas no
composto JL14, a diminuicdo na emissdo de fluorescéncia vermelha parece ndo ser
muito acentuada em relacdo aos controlos (anexo 7.3.3, fig. 7.19).

De forma, para avaliar com mais precisdo estes resultados, procedeu-se a
quantificacdo de fluorescéncia e a determinacdo da razdo entre a fluorescéncia verde e

vermelha, através do programa ImageJ (figura 4.9).
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Figura 4.9 — Avaliacdo da alteracdo no potencial mitocondrial em células da linha tumoral HCT116, apds
exposicdo a uma concentragdo correspondente ao 1Csy de cada um dos compostos (JL7, JL10, JL12,
JL14), 0,1 % (v/v) DMSO ou sem exposicdo (células ndo tratadas) durante 48 horas monitorizada pelo
racio de fluorescéncia verde/vermelha. Os valores apresentados correspondem a media + SD de dois
replicados biol6gicos independentes. A significancia estatistica foi avaliada em relacdo ao controlo
(DMSO) pelo método one-way ANOVA (*¥*** p < 0,0001, *** p < 0,001, ns - estatiscamente néo
significativo).

Analisando a figura 4.9 observa-se que os racios de fluorescéncia
verde/vermelho aumentam consideravelmente nas células expostas aos compostos em
relacdo aos controlos, a excepcdo do composto JL14 em que esse aumento ndo €
significativo.

Desta forma, € possivel inferir que os compostos parecem induzir apoptose pela
via intrinseca. A exposicdo das células aos compostos leva a uma diminuicdo da
fluorescéncia vermelha e aumento da fluorescéncia verde, devido a disrupcdo da
membrana mitocondrial. Para confirmar que esta perda de A¥m se deve ao aumento da
permeabilizacdo da membrana mitocondrial, com a libertacdo do citocromo-c levando a
apoptose via intrinseca, a expressdo das proteinas BAX e BCL-2 foi avaliada pela
técnica de western blot, na seccéo 4.3.6. Nao se pode, contudo, descartar a existéncia de

apoptose extrinseca, porque este ensaio apenas permite avaliar a apoptose intrinseca.
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4.3.5 Efeitos do composto JL10 nos niveis de expressdo de BAX e BCL-2

A expressdo de proteinas anti e pro-apoptdticas, BCL-2 e BAX, respetivamente,
determinam o destino da célula, ou seja, um aumento da expressao da proteina BCL-2
contribui para a sobrevivéncia celular pela inibi¢cdo da via apoptética, enquanto que a
expressdao aumentada da proteina BAX esta relacionada com a inducdo da apoptose
[110].

A via intrinseca da apoptose esta diretamente relacionada, com os niveis de
expressdo destas proteinas e a permeabilizacdo da membrana mitocondrial através da
libertacdo do citocromo c, sendo que a entrada na membrana de proteinas pro-
apoptoticas como a BAX vai despoletar a ativacdo desta via. Deste modo, para
confirmar os resultados obtidos na seccdo 4.3.5, recorreu-se a técnica de western blot

que permite avaliar os niveis de expressao destas proteinas.

Neste ensaio, as células HCT116 foram expostas ao 1Cso do composto JL10 ou a
0,1% (v/v) de DMSO durante 48 horas. Apds as incuba¢fes com 0s anticorpos primario
e secundario especificos para BAX e BCL-2, e a exposi¢do da membrana ao kit ECL na
camara escura, obtiveram-se o0s niveis de expressao representados na figura 4.10. Os
niveis de expressdo de cada uma das proteinas foram normalizados em relacdo a um

controlo realizado com B-actina, sendo apresentados na figura 4.11.

BAX BCL-2

DMSO

JL10

Figura 4.10 — Imagens da revelacdo das bandas de BAX e BCL-2 ilustrativa dos niveis de expressao
destas proteinas ap6s exposi¢do das células HCT116 a uma concentracdo correspondenete ao 1Csq do
composto JL10 ou a 0,1% (v/v) de DMSO.

86



4. RESULTADOS

>
N
ul
o

J

Récio BAX/BCL-2

0,1% (v/v)DMSO IC50JL10

> o

o o

S o
1 J

DMSO)

1.00 -

Expressao relativa
(normalizacdo para o

0.00 -
BAX BCL-2

Figura 4.11 - A) Réacio da expressdo BAX/BCL-2 apds exposicdo de células HCT116 ao 1Cs, do JL10 ou
a 0,1 % (v/v) DMSO durante 48 horas. (B) Niveis de expressao relativa das proteinas BAX e BCL-2 em
celulas HCT116 expostas ao 1Csy do JL10 durante 48 horas. Estes resultados foram normalizados em
relcdo aos niveis de expressdo obtidos para o controlo negativo DMSO. Ambos os graficos A e B foram
tratados ap6s normalizagdo em relagdo ao western blot da B-actina. Os valore apresentados correspondem
a média + SD de dois replicados biolégicos independentes.

Como ¢ possivel observar pelas bandas obtidas na figura 4.10 e pelos graficos
apresentados na figura 4.11, a exposicdo das células HCT116 ao composto JL10
aumentou significativamente o nivel de expressdo de BAX relativamente ao nivel de
expressdo de BCL-2 em comparagdo com o controlo em DMSO. Este aumento no racio
BAX/BCL-2 permite confirmar os resultados obtidos na seccédo 4.3.5, que indicavam a
ativacdo da via intrinseca da apoptose por parte do JL10 nesta linha celular.

Este ensaio também foi realizado em células HCT DOX R, tendo-se obtido 0s

resultados ilustrados nas figuras 4.12 e 4.13.
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Figura 4.12 - Imagens da revelacdo das bandas de BAX e BCL-2 ilustrativa dos niveis de
expressdo destas proteinas ap0s exposicdo das células HCT116 DOX R a uma concentracao
correspondenete ao 1Csq do composto JL10 ou a 0,1% (v/v) de DMSO.
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Figura 4.13 - A) Récio da expressdo BAX/BCL-2 ap6s exposicdo de células HCT116 DOX R ao
ICso do JL10 ou a 0,1 % (v/v) DMSO durante 48 horas. (B) Niveis de expressdo relativa das
proteinas BAX e BCL-2 em células HCT116 DOX R expostas ao 1Csp do JL10 durante 48 horas.
Estes resultados foram normalizados em rel¢do aos niveis de expressdo obtidos para o controlo
negativo DMSO. Ambos os gréficos A e B foram tratados apds normalizagdo em relacdo ao
western blot da B-actina. Os valore apresentados correspondem a média + SD de dois replicados
bioldgicos independentes.

Pelos resultados obtidos (figuras 4.12 e 4.13) é possivel concluir que o composto
JL10 em células HCT116 DOX R provoca um aumento do nivel de expressdo de BAX
relativamente ao nivel de expressdo de BCL-2 em compara¢do com o controlo em
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DMSO. Contudo, este aumento ndo € tdo elevado quanto o observado em células
HCT116 sensiveis a dox (figura 4.11 (B) e 4.13 (B)).

Ainda assim, os resultados obtidos para estas duas linhas celulares sé&o
semelhantes, e indicam que para além do que ja foi observado em células HCT116
sensiveis, também em células HCT116 DOX R o composto JL10 tem a capacidade de

induzir apoptose.

4.3.6 Determinacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)

As espécies reativas de oxigénio (ROS) funcionam como importantes moléculas
sinalizadoras em processos como o0 desenvolvimento, diferenciacdo, proliferacdo e
morte celular. No entanto, a acumulacdo de ROS em condicGes patoldgicas resulta em
stress oxidativo para as células, o que pode provocar danos ao nivel do DNA, proteinas,
membranas, entre outros. A presenca de ROS intracelulares em excesso e 0s danos
provocados s@&o um dos principais fatores responsaveis por despoletar a ativacdo de
mecanismos de morte celular, nomeadamente a apoptose pela via intrinseca atraves do
aumento da regulacdo do gene TP53 que leva a alteracdo do potencial de membrana
mitocondrial. Sendo a mitocdndria um local de producédo de ROS e um dos seus alvos
também, a alteracdo do potencial da membrana mitocondrial e a producéo de ROS estéo
diretamente relacionados [111, 112].

A quantidade de ROS intracelulares foi determinada utilizando H,DCF-DA, um
composto ndo fluorescente, que quando na presenca de ROS intracelulares é oxidado a
2, 7 '-diclorofloresceina (DCF), tornando-se altamente fluorescente.

Desta forma, células HCT116 foram expostas ao 1Cso dos compostos, 0,1% (v/v)
de DMSO, ou a 25 uM de H,0; (perdéxido de hidrogenio, controlo positivo) durante 48
horas, sendo de seguida incubadas com o H,DCF-DA, e a fluorescéncia medida por

citometria de fluxo. Os resultados obtidos estdo presentes na figura 4.14.
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Figura 4.14 - Quantficacdo do stress oxidativo em células da linha tumoral HCT116 apds exposicdo a
uma concentracdo correspondente ao 1Csq de cada um dos compostos (JL7, JL10, JL12, JL14), 0,1 %
(v/iv) DMSO ou 25 puM de H,O, durante 48 horas. As medi¢Bes da fluorescéncia foram realizadas
recorrendo & técnica de citometria de fluxo,. Os valores foram normalizados para o controlo em DMSO.
Os valores apresentados correspondem a média + SD de dois replicados bioldgicos independentes. A
significancia estatistica foi avaliada em relacdo ao controlo (DMSO) pelo método one-way ANOVA (***
p <0,001, ** p < 0,01, ns — estatisticamente ndo significativo).

Pela analise dos resultados (figura 4.14) verifica-se que 0 composto com
capacidade para gerar maior stress oxidativo as células € o JL10. Todos os outros
compostos (JL7, JL12 e JL14) ndo mostraram um aumento significativo na producao de
ROS relativamente ao controlo negativo DMSO. Por outro lado, como era esperado o
H,0, mostrou grande capacidade para gerar ROS.

Correlacionando estes resultados, com os ja obtidos na seccdo 4.3.4, onde se
observou que 0s compostos eram capazes de despoletar a apoptose pela via intrinseca é
possivel concluir que o JL10 pode ativar este mecanismo através da producdo de ROS,

enquanto que, 0s restantes compostos possivelmente ativam esta via por outros

mecanismos.
4.4 Regulacao do ciclo celular

A andlise da progressdo do ciclo celular assume particular importancia neste
contexto, pois é sabido que a maior parte dos compostos metalicos anticancerigenos
desenvolvidos, incluindo os de cobre, atuam nas células causando danos ao nivel do
DNA, danos esses que podem levar a inibicdo do crescimento através da paragem do

ciclo celular, sinalizando a célula para morrer [112, 113].
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A avaliacdo do potencial citostatico do composto JL10 e a analise do ciclo
celular foram feitas através da quantificacdo do contetdo de DNA em cada fase do ciclo
celular (G1/GO0, S, G2/M) por citometria de fluxo. Para tal, as células HCT116, apds um
duplo blogueio com timidina e exposi¢éo ao 1Csp do JL10, a 0,1% (v/v) DMSO ou a 0,4
MM de doxorrubicina durante 5, 9, 24 e 32 horas, foram marcadas com iodeto de
propidio, um corante fluorescente. O duplo blogueio com timidina, um bloqueador de
fase S, é feito para garantir que todas as células se encontram na mesma fase do ciclo
celular quando se da o inicio da exposicdo [81].

Os resultados obtidos estdo presentes na figura 4.15.

(A) 5h (B) 9h
100.0 -+ 100.0 -
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Figura 4.15 - Andlise da progressdo do ciclo celular em células da linha tumoral HCT116 ap6s
exposi¢do ao ICs, de cada um dos compostos (JL7, JL10, JL12 e JL14), ou a 0,1 % (v/v) de DMSO,
durante 5 horas (A), 9 horas (B), 24 horas (C), ou 32 horas (D). As células foram analisadas por
citometria de fluxo apds marcacdo com IP. Os dados estdo representados como a média + SD de dois
ensaios independentes bioldgicos independentes.

A doxorrubicina funcionou como um controlo positivo, pois sabe-se que este

agente bloqueia o ciclo celular na fase S, logo ao fim das 5h como foi possivel observar
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analise da figura 4.15 que mostrou a paragem do ciclo celular se deu entre o final da
fase S e o inicio da fase G2.

Pela andlise da figura 4.15 para as células expostas ao DMSO e ao composto,
que inicialmente se encontravam na fase S (5 horas), é possivel observar que estas
conseguiram progredir normalmente para a fase G2/M as 9 horas. Das 9 as 24 horas,
estas células terminaram o seu ciclo de divisdo com a fase M e iniciaram um novo ciclo.
No entanto, enquanto que, as células sujeitas ao DMSO das 24 as 32 horas sdo capazes
de progredir da fase G1 para a fase S, as células sujeitas ao composto ndo conseguem,
ficando blogueadas no inicio do ciclo celular.

Assim sendo, o composto JL10 parece ter potencial citostatico, interferindo com
a progressédo do ciclo celular na fase G1.

4.5 Internalizacdo dos compostos

De maneira a avaliar a internalizacdo dos compostos em estudo em celulas
HCT116, recorreu-se a técnica de ICP-AES, uma técnica de espetrometria de emissao
atbmica que faz uma andlise quimica quantitativa de cada amostra, permitindo
determinar constituicdo da amostra [113].

Desta forma, pela quantificacdo do metal pretendido, neste caso o cobre, foi
possivel avaliar a quantidade de cobre internalizado pelas células HCT116 apos
exposicdo de 6 horas a 20 x 1Csp dos compostos em estudo.

Os resultados mostram que os 4 compostos estudados internalizam em células
HCT116, encontrando-se cerca de 20% do cobre quantificado nas células HCT116 e
80% no sobrenadante. Estes dados corroboram os resultados obtidos nas seccdes 4.3.6 e
4.4 que demonstraram a existéncia de apoptose intrinseca e a capacidade do composto

JL10 em interferir com o ciclo celular, respetivamente.

4.6 Estudos de interacdo dos compostos de Cu(l) com o DNA

Os estudos de interacdo com o DNA assumem particular importéncia pelo facto
da maioria dos compostos quimioterapéuticos sintetizados terem como alvo o DNA,
permitindo a regulacdo da expressdo genetica [114]. Estes ensaios foram realizados com
a ajuda do aluno Ruben Valente, aquando da realizacdo do seu projeto de licenciatura.
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4.6.1 Interacdo dos compostos de Cu(l) pela anélise do DNA gendémico

4.6.1.1 Interaccdo dos compostos com o DNA gendémico em células

crescidas na presenca dos compostos

Com o objetivo de avaliar a interac¢do dos compostos com o DNA genémico em
células HCT116, procedeu-se a exposicdo desta linha celular a uma concentracao de 20
X 1Cso dos compostos ou a 0,1 %(v/v) de DMSO durante 8 horas, sendo em seguida
extraido o DNA genomico e realizada uma corrida de eletroforese (figura 4.16).

Tampao

+
Marcador DMSO JL7 JL10 JL12 JL14 Marcador

Figura 4.16 - Eletroforese em gel de agarose para verificagdo da integridade das amostras expostas aos
compostos. As condicOes da eletroforese foram: gel de agarose 0,7% em TAE 1x com Gel Red 0,0015%,
corrente de 90 V aplicada durante 90 minutos. Cada uma das amostras contem 200 ng de gDNA de
células HCT116. Legenda: M - Marcador de pesos moleculares Lambda Hindlll; 1 - Amostra de gDNA
purificado de células de HCT116 expostas a DMSO 0,1% (v/v); 2 — Amostra de gDNA purificado de
células de HCT116 expostas a 5 uM de JL7; 3 - Amostra de gDNA purificado de células de HCT116
expostas a 4 uM de JL10; 4 - Amostra de gDNA purificado de células de HCT116 expostas a 5 uM de
JL12; 5 - Amostra de gDNA purificado de células de HCT116 expostas a 3 uM de JL14.

Pela analise do gel de eletroforese (figura 4.16), e pela comparacdo com o
controlo (células expostas ao DMSO), verifica-se que 0s compostos parecem nao ter
capacidade de clivar o gDNA pela auséncia de um perfil de bandas com diferentes pesos
moleculares ao longo da lane ou algum tipo de arrastamento nas amostras expostas aos
compostos, com exce¢do do composto JL14 em que existe aparentemente uma maior

degradacéo do gDNA dada pela maior intensidade da banda.
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A incapacidade dos compostos em clivarem o gDNA de células HCT116, ndo
significa obrigatoriamente que estes ndo sejam internalizados. Os compostos podem ser
internalizados pelas células HCT116, tal como demonstrado na sec¢do 4.5, mas ndo
conseguirem aceder ao nucleo, ou podem ser internalizados e entrarem no nucleo mas

ndo terem a capacidade de interagir com o DNA.

4.6.1.2 Interacao dos compostos de Cu(l) com o DNA gendémico

Como ndo se conseguiu observar interagdo entre os compostos e 0 gDNA, e a
consequente internalizacdo na seccdo 4.6.1.1, avaliou-se a interacdo por um método
ligeiramente diferente, em que se extraiu 0 gDNA de células HCT 116 que néo tinham
sido previamente expostas aos compostos, € onde se aumentou a concentracdo de
composto utilizada (50 uM). Assim, depois da interacdo de 50 UM dos compostos com
200 ng de gDNA durante 24 horas, e ap0s a corrida do gel de eletroforese obteve-se os

resultados apresentados na figura 4.17.

Tampao
+
Marcador Tampdo DMSO JL7 JLio Ju12 JL14 Marcador

Figura 4.17 - Eletroforese em gel de agarose para verificacdo da interagdo dos compostos com 0 gDNA
de células HCT116. As condicdes da eletroforese foram: gel de agarose 0,7% em TAE 1x com Gel Red
0,0015%, corrente de 90 V aplicada durante 90 minutos. Cada uma das amostras contem 200 ng de
gDNA de células HCT116. Legenda: M- marcador de pesos moleculares lambda Hindlll; 1 — Amostra de
gDNA exposto a solucdo tampédo 5 mM Tris-HCI e 50 mM NaCl pH=7,2 durante 24 horas; 2 - Amostra
de gDNA exposto a solucdo tampdo 5 mM Tris-HCI e 50 mM NaCl pH=7,2 e a DMSO a 50% (v/v)
durante 24 horas; 3 - Amostra de gDNA exposto a 50 uM de JL7 durante 24 horas; 4 - Amostra de gDNA
exposto a 50 UM de JL10 durante 24 horas; 5 - Amostra de gDNA exposto a 50 uM de JL12 durante 24
horas; 6 - Amostra de gDNA exposto a 50 uM de JL14 durante 24 horas
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Pela andlise do gel e do perfil das bandas (figura 4.17) ndo existem diferencas
entre os controlos e as amostras de DNA gendmico expostas aos compostos. Este facto
pode dever-se a este DNA ser de elevado peso molecular e poder encontrar-se em
estruturas pouco acessiveis para 0s compostos. Desta forma, na seccdo seguinte foi
avaliada a interacdo dos compostos com um DNA de peso molecular mais baixo, o
DNA plasmidico.

4.6.2 Interacdo dos compostos de Cu(l) com o DNA plasmidico

Com o objetivo de testar a interagdo dos compostos de Cu(l) com um DNA de
menor peso molecular que se encontre em estruturas mais acessiveis, estudou-se a
interacdo dos compostos com 0 DNA plasmidico. Desta forma, 100 ng de pUC18 foram
expostos a concentracdes crescentes dos compostos (5, 25 e 50 uM) durante 24 horas ou
a diferentes tempos de exposicdo (1, 3, 6, 24 e 48 horas) com a mesma concentracéo de
composto (25 uM). Realizaram-se ainda controlos com o pUC18 em tampéo Tris-HClI,
em 50% (v/v) de DMSO e incubado com a enzima de restricdo Hindlll durante 2 horas.
Em seguida, correu-se uma eletroforese em gel de agarose para cada um dos ensaios
(figura 4.18 e 4.19).

Normalmente, o DNA plasmidico apresenta-se numa conformacéo
superenrolada, sendo que em caso de clivagem numa cadeia simples adopta uma
conformacéo circular e quando ambas as cadeias sdo clivadas, o pPDNA é convertido na
sua conformacao linear.

A amostra com a Hindlll vai funcionar como um controlo positivo, pois a
Hindlll é uma endonuclease de restricdo que possui um local de corte no DNA de
cadeia dupla, cuja sequéncia de reconhecimento é 5° A-AGCTT e esta presente no
pUC18 (o local do corte esta representado pelo traco na sequéncia nucleotidica). Desta
forma, o plasmideo exposto a esta enzima de restricdo fica na sua forma linear pela

hidrolise da ligacdo fosfodiéster.
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4.6.2.1 Exposicdo de pUC18 a concentracgdes crescentes dos compostos
de Cu(l)
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Figura 4.18 - Eletroforese em gel de agarose das amostras do ensaio de interacdo dos compostos de Cu(l)
com o DNA plasmidico. O DNA plasmidico (100 ng pUC18) foi exposto a concentracfes crescentes dos
compostos como indicado na parte de cima da figura, durante 24 horas. As condicGes da eletroforese
foram: gel de agarose 1,0% em TAE 1x com Gel Red 0,0015%, corrente de 40 V aplicada durante 3
horas. Legenda geral das figuras: M - marcador de pesos moleculares lambda HindlIl; 1 — Amostra de
pUC18 incubado com Hindlll durante 2 horas; 2 — Amostra de pUC18 exposto a solu¢do tampao 5 mM
Tris-HCI e 50 mM NaCl pH=7,2 durante 24 horas; 3 - Amostra de pUC18 exposto a solucdo tampao 5
mM Tris-HCI e 50 mM NaCl pH=7,2 e a DMSO a 50% (v/v) durante 24 horas; 4 - Amostra de pUC18
exposto a 5 UM do composto indicado durante 24 horas; 5 - Amostra de pUC18 exposto a 25 uM do
composto indicado durante 24 horas; 6 - Amostra de pUC18 exposto a 50 UM do composto indicado
durante 24 horas; 7 - Amostra de pUC18 exposto a 5 UM do composto indicado durante 24 horas; 8 -
Amostra de pUC18 exposto a 25 UM do composto indicado durante 24 horas; 9 - Amostra de pUC18
exposto a 50 UM do composto indicado durante 24 horas. As setas a verde correspondem as isoformas do
plasmideo pUC18, N —isoforma nicked; L — isoforma linear; E — isoforma enrolada SE —isoformas super-
enroladas.

Pela analise da figura 4.18, é possivel identificar 3/4 bandas correspondentes as
isoformas do plasmideo pUC18 no gel. A banda mais a cima corresponde a isoforma
nicked (N), a banda do meio corresponde a forma do plasmideo linearizado (L), e as
bandas mais a baixo no gel que sofreram maior migracdo durante a eletroforese
correspondem a formas enroladas e super-enroladas do plasmideo (E e SE).

Para as amostras controlo observam-se a presenca de 3 bandas (N, E e SE),
enquanto que, a amostra do DNA plasmidico que foi exposta a atividade da HindllI
apresenta 2 bandas, uma correspondente a forma linear como era esperado e ao
desaparecimento das formas N e E.

Por outro lado, nas amostras expostas a diferentes concentracGes de composto €
possivel visualizar algumas altera¢des nos perfis de migragdo. Com uma concentragdo
de 5 uM dos compostos comeca-se a observar um decréscimo na intensidade das bandas
SE e E, e um aumento de intensidade na banda correspondente a forma nicked do

plasmideo. Quando se aumenta a concentra¢do dos compostos para 25 uM, observa-se o
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desaparecimento da forma SE e o aparecimento da forma linear do plasmideo, tendéncia
que se verifica também para a amostras expostas a 50 uM de composto

Desta forma, este ensaio mostrou que os compostos de Cu(l) conseguem
interagir com o pDNA e cliva-lo em cadeia dupla, sendo que aos 25 M de composto
essa interacdo atinge a sua saturacdo, verificando-se perfis eletroforéticos semelhantes

para concentracfes superiores.

4.6.2.2 Variagdo do tempo de exposicdo de pUC a uma concentragdo
fixa de composto

Apos determinada a concentracdo a partir da qual 0s compostos conseguem interagir e
clivar o pDNA de pUC18 (25 uM), pretende-se descobrir quanto tempo demora essa
interacdo a ser estabelecida.
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Figura 4.19 - Eletroforese em gel de agarose das amostras do ensaio de interacdo dos compostos de Cu(l)
com o DNA plasmidico. O DNA plasmidico (100 ng pUC18) foi exposto a uma concentracdo fixa de
composto (25 pM) com variagdo do tempo de exposicao (1, 3, 6 e 24 horas). As condi¢des da eletroforese
foram: gel de agarose 1,0% em TAE 1x com Gel Red 0,0015%, corrente de 90 V aplicada durante 3
horas. O marcador de pesos moleculares utilizado foi o lambda HindlIll; e a legenda das imagens A,Be C
encontra-se por cima dos pogos. As setas a verde correspondem as isoformas do plasmideo pUC18, N —
isoforma nicked; L — isoforma linear; E — isoforma enrolada SE —isoformas super-enroladas.

Através da observacdo da figura 4.19 (A), verifica-se que logo na primeira hora
de exposicdo aos compostos a forma SE comecga a desaparecer, a0 mesmo tempo que

ocorre um aumento de intensidade da forma nicked relativamente aos controlos. Esta
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tendéncia mantém-se as 3 horas de exposicao, desta feita com uma perda de intensidade
da banda SE do pUC18. Na figura 4.19 (B), observa-se que apds 6 e as 24 horas de
exposicdo aos compostos continua a existir um aumento da isoforma nicked e também o
aparecimento da forma linear do plasmideo. Entre as 24 e as 48 horas de exposicdo
(figura 4.19 (C)), observa-se um aumento de intensidade da forma linear do plasmideo.
Assim, o perfil eletroforético observado indica que possivelmente sdo necessarias mais
do que 24 horas para que a interagdo entre os compostos e 0 pDNA de pUC18 se dé na
sua totalidade.

4.6.2.3 Determinacdo dos mecanismos de clivagem do DNA pelos

compostos de Cu(l)

Como ja foi demonstrado que os compostos em estudo eram capazes de clivar o
PDNA, neste ensaio pretende-se determinar o mecanismo pelo qual a clivagem ocorre.
Para tal, foram utilizados 3 agentes sequestradores de espécies reativas de oxigénio,
entre 0s quais, 0 acido ascorbico (sequestrador de anifes superoxido), a azida de sodio
(NaN3) (sequestrador de singletos de oxigénio), e a L-histidina (sequestrador de
singletos de oxigénio e radicais hidroxilo).

Véarios compostos de cobre ja mostraram capacidade de provocar danos ao DNA
pela formacdo de radicais livre de oxigénio, tais como os radicais superoxido e
hidroxilo, através da reac¢des de Fenton, pretendendo-se determinar se neste caso a via
é de clivagem é oxidativa ou hidrolitica.

Este ensaio foi realizado apenas para o composto JL10, uma vez que este
composto € o que apresenta maior potencial antiproliferativo, com uma elevada
citotoxicidade para células tumorais e efeitos secundarios reduzidos comparados com 0s
restantes, sendo também o composto que foi capaz de produzir ROS em maior escala e
de maneira significativa (seccdo 4.3.6). Utilizou-se também o H,0,, que se sabe que
tem a capacidade de interagir com o DNA e cliva-lo por mecanismos oxidativos, através
da formacéo de radicais livres de oxigénio, funcionando como um controlo positivo.

O gel obtido apds a corrida da eletroforese esta representado na figura 4.20.
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Figura 4.20 - Eletroforese em gel de agarose para determinacdo dos mecanismos de clivagem de DNA
pelo composto JL10. As condi¢des da eletroforese foram: gel de agarose 1,0% em TAE 1x com Gel Red
0,0015%, corrente de 80 V aplicada durante 90 minutos. Legenda: M- marcador de pesos moleculares
lambda Hindlll; 1- Amostra de pUC18 exposto a 5 mM Tris-HCI e 50 mM NaCl e 25% (v/v) DMSO; 2-
Amostra de pUC18 exposto a atividade da Hindlll; 3- Amostra de pUC18 exposto a 100 uM de H,0,; 4-
Amostra de pUC18 exposto a 50 uM de &cido ascorbico; 5- Amostra de pUC18 exposto a 50 uM de
NaNs; 6- Amostra de pUC18 exposto a 50 UM de L-Histidina; 7- Amostra de pUC18 exposto a 50 uM de
4cido ascérbico e 100 uM de H,0,; 8- Amostra de pUC18 exposto a 50 UM de NaNz e 100 uM de H,O5;
9- Amostra de pUC18 exposto a 50 uM de L-histidina e 100 uM de H,0,; 10- Amostra de pUC18
exposto a 25 uM de JL10; 11- Amostra de pUC18 exposto a 25 uM de JL10 e 50 uM de &cido ascérbico;
12- Amostra de pUC18 exposto a 25 uM de JL10 e 50 uM de NaNs; 13- Amostra de pUC18 exposto a 25
UM de JL10 e 50 uM de L-Histidina; 14- Amostra de pUC18 exposto a 25 uM de JL10 e 100 uM de
H,0,; 15- Amostra de pUC18 exposto a 25 uM de JL10, 50 uM de acido ascérbico e 100 uM de H,0,;
16- Amostra de pUC18 exposto a 25 uM de JL10, 50 uM de NaN3 e 100 uM de H,0,; 17- Amostra de
pUC18 exposto a 25 uM de JL10, 50 uM de L-histidina e 100 uM de H,0,. As setas a verde representam
aos isoformas de pUC18 identificadas no gel: N- isoforma nicked; L- isoforma linear do pUC18; SE-
isoforma super-enrolada.

Foi possivel identificar 3 bandas correspondentes a 3 isoformas do plasmideo
pUC18, a banda com menor migracdo no gel correspondente a forma nicked, a banda
correspondente a forma linear do plasmideo identificada pela amostra em que se utilizou
a Hindlll, e a banda de maior migracdo que corresponde a forma superenrolada do
plasmideo.

Analisando a figura 4.20, observa-se, como esperado, que o H,O, tem a
capacidade de hidrolisar o pDNA, observando-se uma diminuicdo da forma
superenrolada do plasmideo e um aumento na intensidade da forma linear. Também se
verifica que nenhum dos agentes sequestradores sozinho foi capaz de clivar o DNA,

apresentando perfis eletroforéticos semelhantes ao do controlo. Relativamente as
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amostras em que se utilizou o H,0, juntamente com estes agentes, observa-se que com
a azida de sddio e a L-Histidina, a hidrolise do pDNA ¢ inibida, enquanto que com o
acido ascorbico continua a existir, 0 que seria de esperar, pois tanto a azida de sodio,
como a L-Histidina sequestram radicais livre de oxigénio e a clivagem do pDNA pelo
H,O, da-se por mecanismos oxidativos, através da formacéo destes radicais.

Da mesma forma, também nas amostras do composto JL10 com o0s agentes
sequestradores se verifica um perfil semelhante, s6 existindo hidrdlise do DNA na
presenca do acido ascOrbico com o desaparecimento da forma superenrolada e o
aparecimento da banda correspondente ao plasmideo linearizado. Sendo a azida de
sodio, sequestrador de singletos de oxigénio, e a L-histidina, responsavel por sequestrar
singletos de oxigénio e radicais hidroxilo, conclui-se que a clivagem de DNA pelo JL10
da-se pela via oxidativa, dependente de radicais de oxigénio. Este resultado vai ao
encontro do resultado obtido no ensaio da producéo de ROS, onde ficou demonstrada a
propensdo destes compostos para produzir espéecies reativas de oxigénio.

Por outro lado, nas amostras em que se utilizou o JL10 com o H,0; e 0s agentes
sequestradores observam-se em todos as amostras clivagem do DNA, sendo que a
mesma acontece em maior proporc¢ao no ensaio com o &cido ascérbico, em que a forma
superenrolada desaparece completamente e a forma linear se torna mais intensa.
Supostamente, sendo ambos os compostos (JL10 e H,0,), agentes capazes de interagir
com o DNA e cliva-lo pela formac&o de radicais de oxigénio, quando se utilizam a azida
de sodio e a L-Histidina ndo seria de esperar que houvesse hidrolise do DNA, ainda que
a mesma seja em pouca quantidade. Contudo, pode existir um efeito de potenciacdo na
acdo destes compostos quando adicionados em conjunto, provocando uma producdo em
maior escala de radicais de oxigénio, sendo que, 0s agentes sequestradores na
concentracdo utilizada neste ensaio podem ndo ter a capacidade de sequestrar todos 0s

radicais produzidos.
4.7 Andlise protedmica

Na tentativa de confirmar alguns dos resultados obtidos e perceber as vias
celulares maioritariamente afetadas pela acdo do composto JL10, procedeu-se a analise
protedmica em células HCT116 ap0s exposicdo das mesmas ao 1Cso do composto. Esta
analise permite identificar e quantificar a expressdo proteica, bem como potenciais

modificac¢Oes pds-traducionais das proteinas.
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As proteinas sdo separadas de acordo com o seu ponto isolelétrico e massa
molecular ap6s a realizacdo de uma eletroforese bidimensional. Os géis 2D obtidos
foram analisados no programa Melanie 7.0 para determinacdo de variagdes nos niveis
de expressdo das proteinas, e comparados relativamente a um gel de referéncia de
células HCT116 [115], presente em anexo (anexo 7.4) para identificacdo das mesmas.
Valores de expressdo acima de 1,5 e abaixo de 0,7, foram considerados como
significativamente diferentes a nivel bioldgico, correspondendo a proteinas sobre-
expressas e sub-expressas, respetivamente. Os niveis de expressdo de cada proteina
foram calculados através da razdo entre a intensidade do spot do composto e do controlo
em DMSO.

Foram observadas um total de 328 proteinas expressas em células HCT116, das
quais 44 % ndo sofreram variacdes ao nivel da expressdo, 24 % encontram-se sub-

expressas, e 32 % sobre-expressas (figura 4.21).

msem alteragdo
m sub-expressas

sobre-expressas

Figura 4.21 — Andlise de alteragBes nos niveis de expressdo de proteinas na linha tumoral HCT116 apds
exposicao ao JL10. S&o apresentadas a % de proteinas sub-expressas (< 0,7), sobre-expressas(> 1,5) e
sem alteracdes significativas nos niveis de expressdo (0,7 < fold < 1,5).

Através da comparacdo dos géis obtidos (figura 4.22) com o gel de referéncia de
células HCT116 foi possivel identificar algumas proteinas, sendo que, as mais
relevantes e que sofreram alteracbes ao nivel da sua expressdo encontram-se
representadas na tabela 4.3. A classificacdo das proteinas quanto as suas funcdes foi
feita recorrendo a plataforma STRING 11.0 (Search Tool for the Retrieval of interacting

genes/proteins) e ao UniProt (Universal Protein Resource).
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Figura 4.22 — Eletrofore bidimensional (2D) de extratos totais de proteinas da linha celular HCT116. As
células foram expostas a (A) 0,1 % (v/v) de DMSO ou (B) ICs, do JL10 durante 48 horas. Os géis foram
analisados no programa Melanie 7.0, e os spots de proteinas identificados. As proteinas que néo sofreram
altercbes na expressdo estdo identificadas a azul, as sobre-expressas a verde e as sub-expressas a
vermelho.

Tabela 4.3- Proteinas identificadas nos géis com recurso a comparacdo com um gel de referéncia
de células HCT116 (anexo 7.4), tal como os seus niveis de expressdo calculados relativamente ao
controlo em DMSO e a sua fungdo molecular. Os valores de expressao inferiores a 0,7 (vermelho)
e superiores a 1,5 (verde) foram considerados como proteinas sub-expressas e sobre-expressas,
respetivamente, enquanto que os valores compreendidos entre 0,7 e 1,5 ndo representam alteracdes
significativas nos niveis de expressao.

Identificagdo da proteina Nivel de Func¢do molecular
expressdo
CALU_HUMAN- 4,18 Processos metabdlicos das proteinas
Calumenin celulares
PAHB_HUMAN 1,70 Ligacéo e folding de proteinas

Protein disulfide-isomerase

PCNA_HUMAN- 1.60 Regulacédo do crescimento

Proliferating cell nuclear antigen

PA2G4_HUMAN 0,35 Regulacédo do crescimento

Proliferation-associated protein 2G4

RINI_HUMAN 1,53 Regulagéo do crescimento

Ribonuclease inhibitor

RANG_HUMAN 0,68 Regulagéo do ciclo celular

Ran specific GTPase activating protein

PSME1_HUMAN 2.60 Ativador do proteossoma

Proteasome activator complex subunit 1

RBBP7_HUMAN 2.22 Fator de remodelacdo da cromatina

Histone-binding protein
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PGAM1_HUMAN 0,65 Glicdlise
Phosphoglycerate Mutase 1
PARK7_HUMAN 2,58 Autofagia / Resposta a stress
Protein DJ-1
PRDX2_HUMAN 2,18 Componente turnover/
Peroxiredoxin-2 Desintoxificacdo
GSTP1_HUMAN 1,72 Desintoxificacio
Glutathione S-transferase P 1
ANXA_HUMAN 3,99 Resposta a stress
Annexin
CALR_HUMAN- 0.66 Chaperone
Calreticulin
TCPQ_HUMAN 1,36 Chaperone / Resposta a stress
T-complex protein 1 subunit theta
HSP7C_HUMAN 0,81 Chaperone / Resposta a stress
Heat shock cognate 71 kDa protein
HSP71_HUMAN 0,66 Chaperone /Resposta a stress
Heat shock 70 kDa protein 1A/1B
HSPD1_HUMAN 1,51 Chaperone /Resposta a stress
Heat shock 60kDa protein 1
HSP90B_HUMAN 0,78 Chaperone /Resposta a stress
Heat shock protein HSP 90-beta
HSBP1_HUMAN 1,00 Chaperone /Resposta a stress
Heat shock protein beta-1
GRP75_HUMAN 0,70 Chaperone /Resposta a stress
Heat shock 70 kDa protein
SGTA_HUMAN 1,26
Small glutamine-rich tetratricopeptide Chaperone /Resposta a stress
repeatcontaining protein alpha
(14332) _HUMAN 3,48 Traducéo de sinal
14-3-3 protein zeta/delta
DHE3 HUMAN Sintese de glutamato
Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial 0,54

Pela andlise da figura 4.22 e da tabela 4.3 é possivel observar diferencas na

expressdo de algumas proteinas apds a exposi¢do das células HCT116 ao composto

JL10, nomeadamente em proteinas reguladoras do crescimento celular, de resposta ao

stress e chaperones. A maior parte das proteinas apresentam niveis de sobre-expressao.
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A proteina CALU é uma das que se encontra sobre-expressa, € tem como
principal funcdo o folding e separagio de proteinas no reticulo endoplasmatico (RE). E
uma proteina de ligacdo ao célcio, que em condigdes normais se encontra no RE, sendo
que em situacBes de paragem do ciclo celular ou de apoptose tardia é transportada para
o citoplasma. Nas fases iniciais da apoptose, esta proteina encontra-se reduzida no
citoplasma [116, 117]. Desta forma, a sobre-expressdo da mesma corrobora os
resultados obtidos no ensaio da regulagédo do ciclo celular, que demonstrou o potencial
citostatico do JL10 pela paragem do ciclo na fase G1 (seccdo 4.4), e no estudo da
apoptose pela dupla marcagdo com AnexinaV — FITC e IP que mostrou que o composto
induz maioritariamente apoptose tardia (seccdo 4.3.2). Outro indicio do potencial
apoptotico do composto em células HCT116, é a sobre-expressdao de ANXAL, uma
proteina que regula processos anti-inflamatorios através da ligacdo a fosfolipidos e
calcio, e que foi demonstrado que pode intervir no processo apoptotico pela ativacao da
caspase-3 [118]. Da mesma forma, outro dado demonstrativo do potencial citostatico do
composto € a sub-expressdo da proteina RANG. Esta proteina atua numa via de
sinalizagdo intracelular que controla a progressdo do ciclo celular e ainda o transporte
de proteinas e 4cidos nucleicos através da membrana nuclear. E responsavel por manter
a RAN (GTPase) na sua forma ativa pela ligacdo ao GTP, permitindo o transporte de
moléculas para dentro e fora do nicleo, com a consequente progressao do ciclo celular,
pelo que a sua sub-expressao vai interferir com a progresséo do ciclo celular [119, 120].

Observou-se também alteracfes de expressdo em proteinas reguladoras do
crescimento, como a PCNA, a RINI e a PA2G4. A PCNA esta envolvida no controlo da
replicacdo do DNA, auxiliando a DNA polimerase durante a fase de elongacdo da
cadeia, e desempenha um papel critico na resposta a danos provocados no DNA,
aumentando a sua concentracdo nestas situacbes [121, 122]. Assim, a sua sobre-
expressdo mostra que o composto é capaz de interagir e induzir danos no DNA, tal
como ficou demonstrado nos ensaios de interacdo com o DNA (seccdo 4.6). Outra
proteina que se encontra sobre-expressa é a RINI, uma proteina que inibe a clivagem do
RNA, através da inibicdo de ribonucleases, como a RNASE1l e RNASE2,
desempenhando um papel importante na homeostase redox do organismo [123, 124]. A
sua sobre-expressao aponta para uma interrupcao na sintese de proteinas. Por outro lado,
a PA2G4, uma proteina que participa numa via de transducdo de sinal regulada por
ERBB3 (um membro da familia do receptor do fator de crescimento epidérmico),

encontra-se sub-expressa [125]. A ativacdo constitutiva desta via pela sobre-expresséo
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de algum dos seus componentes estd relacionada com o crescimento e proliferagdo
celular em tumores, bem como, com a aquisigdo de resisténcia a farmacos [126], pelo
que a sub-expressdo de PA2G4 é um indicador da capacidade antiproliferativa do
composto, demonstrada pelos ensaios de apoptose realizados.

A acdo do composto também parece inibir a transcricdo do DNA, pela sobre-
expressao da proteina RBBP7, que possui uma subunidade de ligacdo a histonas
nucleares, e geralmente tem como alvo fatores de remodelagcdo da cromatina. Esta
proteina participa em processos como a deacetilacdo de histonas pelo complexo histona
deacetilase (HDAC), conduzindo a inibicdo da transcricdo. Apresenta-se geralmente
bastante expressa em alguns tipos de cancro [127].

Diversas proteinas chaperones e de resposta ao stress apresentaram alteragcdes
nos seus niveis de expressdo pela andlise protedmica. A proteina CALR, uma
chaperone de ligagdo ao Ca®* que promove o folding correto das proteinas, fazendo o
controlo de qualidade no reticulo endoplasmatico [128], encontra-se sub-expressa,
podendo levar a ocorréncia de erros nos processos de sintese de proteinas. A HSPD1,
outra proteina chaperone de choque térmico envolvida na ativacdo da caspase-3 [129]
também € sobre-expressa. Por outro lado, outra proteina HSP identificada, HSP71, é
sub-expressa, enquanto que as restantes ndo viram a sua expressao alterada (HSP7C,
HSP90B, HSPB1 e GRP75). Estas proteinas de choque térmico sdo ativadas em
resposta ao stress protegendo as células contra danos causados por estimulos exteriores
estando presentes em diversos compartimentos celulares e séo altamente expressas em
tumores [129]. Os baixos niveis de expressdo de HSP71 podem estar relacionados com
mecanismos de morte celular apoptéticos [130], pelo que esta de acordo com os
resultados obtidos na seccdo 4.3.2. Os niveis de expressdo inalterados de SGTA, uma
co-chaperone, podem se dever ao facto dos niveis de expressdo de HSP7C e HSP90
também se manterem constantes, uma vez que SGTA se liga a estas duas proteinas,
ajudando-as ao seu folding correto [131].

Para além disso, a sobre-expressdo da proteina P4HB, que catalisa a formacao, a
dissociacdo ou o rearranjo de pontes dissulfureto, € uma resposta das células ao stress
causado pela exposicdo ao composto [132]. Esta proteina intervém em vias de
sinalizag@o de resposta ao stress no RE, e em concentragdes elevadas, funciona como
uma chaperone, impedindo a agregacéo de proteinas com o folding incorreto. Por outro
lado, estudos recentes indicam que esta proteina sobre-expressa contribui para o

desenvolvimento e resisténcia adquirida pelos tumores [133].
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O PSME1 corresponde a uma subunidade do complexo ativador do proteossoma,
e € necessario para a montagem do complexo e processamento eficiente do antigeno.
Apo6s a montagem do complexo do proteossoma, da-se a degradacdo de proteinas
intracelulares marcadas pela ubiquitina. A andlise protedmica revelou que ap6s
exposicdo das células HCT116 ao composto, a atividade do proteossoma é aumentada
pela sobre-expressdo de PSMEL, sendo que esta sobre-expressdao também esta
relacionada com a inducdo de apoptose e autofagia [134].

Diferentes proteinas de resposta ao stress oxidativo, como o PARK7 [135], o
PRDX2 [136] e a GSTP-1 [137], também mostraram sobre-expressdo apds a exposicdo
das células ao composto, corroborando os ensaios obtidos no ensaio de ROS, onde se
verificou a formacdo de espécies reativas de oxigenio pela acdo do composto. Para além
disso, 0 PARKY também € uma proteina que participa no processo autofagico, tipo de
morte celular induzida pelo composto (seccdo 4.4.3) [135].

A sub-expressdo da proteina DHE3, envolvida indiretamente no processo de
respiracdo aerdbia para obtencdo de ATP através da sintese de glutamato [138], pode
indicar uma diminuicéo da atividade metabdlica da célula em resposta a citotoxicidade
do composto. Da mesma forma, a proteina PGAML1, envolvida na glicolise [139]
também se encontra sub-expressa, indicando uma baixa atividade metabdlica.

Por ultimo, verificou-se a sobre-expressdo da proteina 1433Z. Esta proteina
participa na regulacdo de varias vias de sinalizacdo, incluindo a proliferacdo celular e a
apoptose. No entanto, a expressdao aumentada da mesma tem sido associada ao
desenvolvimento de tumores, com formacdo de metastases, e a resisténcia das células a
morte celular induzida (quimioterapia) [140]. Este resultado ndo é consistente com o0s
resultados obtidos anteriormente, pois verificou-se a inducdo de diferentes tipos de

morte celular pelo composto.

Ainda assim, através da analise proteémica foi possivel confirmar alguns dos
resultados obtidos anteriormente, nomeadamente o potencial apoptético do composto
JL10, demonstrado pela sobre-expressdo de proteinas como a CALU, ANXA, PA2G4 e
HSPD1, e a sub-expressdo de HSP71. A sobre-expressdo de proteinas de resposta ao
stress oxidativo, como PARK7, 0 PRDX2 e a GSTP-1, também permitiu corroborar os
resultados obtidos nos ensaios de ROS e de interacdo com o DNA, onde se verificou a
capacidade do JL10 em formar espécies reativas de oxigénio, sendo a maior expressao

destas proteinas uma tentativa de combater o dano oxidativo causado. A expressdo
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aumentada de PARK7 também pode ser um indicador da existéncia de autofagia, tal
como os resultados anteriores indicavam. O potencial citostatico do JL10 foi
confirmado pelo aumento de expresséo da proteina CALU e a uma expressao diminuida
de RANG.

O folding e sintese de proteinas também € afetado pela acdo do composto,
levando a alteracfes nos niveis de expressdo de diversas proteinas chaperones, e a um
aumento da atividade proteolitica pela sobre-expressao de PSMEL.

Verificou-se ainda que o composto interfere com outras vias celulares,
nomeadamente ao nivel da glicélise e da obtencdo de ATP, reduzindo a atividade

metabdlica da célula com a sub-expressdo de PGAM1 e DH3B.
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O cancro apresenta-se como uma das grandes ameacgas para a salde da populagédo a
nivel mundial. O nimero de novos casos diagnosticados tem aumentado de ano para
ano, e espera-se que continue a aumentar dado o crescimento em numero e 0
envelhecimento da populagdo mundial com o aumento da esperanca média de vida. Esta
patologia tem sido uma das principais causas de morte a nivel global, pelo que é
imperioso investir no desenvolvimento de novas técnicas que possam tornar mais eficaz
0 tratamento desta doenca.

Sendo a quimioterapia uma das técnicas maioritariamente utilizadas no combate ao
cancro, neste trabalho estudou-se o potencial quimioterapéutico de novos compostos de
cobre(l) em células HCT116 de cancro colorretal, com vista a poderem substituir os
compostos utilizados atualmente, ultrapassando as suas principais lacunas, que se
prendem com a baixa especificidade dos mesmos para o local do tumor, o que conduz a
necessidade de aumentar a dose, produzindo um aumento de efeitos secundarios que
diminuem a qualidade de vida do paciente e a possibilidade de uma aquisicdo de
resisténcias das celulas cancerigenas a acdo dos compostos. O desenvolvimento de
complexos metalicos como possiveis agentes quimioterapéuticos tem sido um dos
principais focos na area da investigacao ao nivel da quimioterapia.

Pelos resultados obtidos nos ensaios de citotoxicidade, ficou demonstrado que dos 4
compostos de cobre estudados, o JL10 é o que apresenta maior potencial citotdxico para
o tratamento do cancro colorretal, pela sua elevada citotoxicidade para as células
HCT116, e por apresentar uma sensibilidade reduzida para células saudaveis
(fibroblastos). O 1Cso deste composto calculado para a linha tumoral HCT116 é mais
baixo que o dos compostos utilizados no tratamento atual. Também em células HCT116
resistentes a doxorubicina, o 1Csy calculado revelou-se bastante promissor.

Na tentativa de entender os mecanismos de acdo destes compostos, realizaram-se
diversos ensaios bioldgicos, onde se concluiu, através de um ensaio de dupla marcacéao
com anexina V-FITC e IP, que estes tém a capacidade de induzir apoptose, sendo a
morte por necrose nao significativa para estes compostos. Para se perceber qual a via
apoptotica maioritariamente ativada foi feito um estudo do potencial mitocondrial, onde
ficou demonstrado que é a via intrinseca, nomeadamente nos compostos JL7, JL10 e

JL12. A ativacdo desta via para o composto JL10 pode estar relacionada com a
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producédo de ROS, pois este composto mostrou capacidade de despoletar a produgéo de
espécies reativas de oxigénio, enquanto que, os restantes compostos ndo mostraram essa
capacidade, pelo que a ativacdo desta via serd por outro mecanismo. A expressao
aumentada da proteina BAX (proteina pro-apoptética) relativamente a BCL-2 (proteina
anti-apoptotica) obtida no ensaio de western blot para o composto JL10, é mais um
facto ilustrativo da inducdo de apoptose pela via intrinseca.

No entanto, estes compostos induzem outros tipos de morte celular para além da
apoptose, como a autofagia. Este tipo de morte celular é importante em células que
apresentam resisténcia a mecanismos apoptéticos, mas também tem sido associado a
promogcé&o e sobrevivéncia de tumores, sendo importante clarificar melhor o seu papel.

A maioria dos compostos quimioterapéuticos sintetizados tém como alvo o DNA,
permitindo a regulacdo da expressdo genética. Assim foi avaliado o potencial citostatico
dos compostos na regulacdo do ciclo celular, e em seguida foram feitos ensaios de
interacdo dos mesmos com o0 DNA para avaliar a sua internalizacdo em células HCT116
e 0s mecanismos de clivagem. Ficou demonstrado que o composto JL10 tem a
capacidade de bloquear o ciclo celular na fase G1, exibindo potencial citostatico. Estes
compostos ndo mostraram ter a capacidade de interagir o DNA gendmico de células
HCT116, possivelmente pelo seu elevado peso molecular, pelo que ndo se conseguiu
demonstrar por este ensaio a capacidade dos compostos em chegar ao nucleo. No
entanto, os compostos evidenciaram capacidade de interagir e clivar o DNA plasmidico,
sendo que, para o JL10 ficou ainda demonstrado que essa clivagem ocorre por
mecanismos oxidativos pela formacédo de radicais livres de oxigénio, o que corrobora 0s
resultados obtidos no ensaio da producdo de ROS para este composto.

Através dos resultados obtidos pela técnica de ICP-AES, ficou ainda demonstrada a
capacidade dos compostos estudados internalizarem em células HCT116, o que vai de
encontro a existéncia de apoptose intrinseca e a interferéncia do JL10 com o ciclo
celular.

A andlise protedmica, corroborou alguns resultados obtidos anteriormente, como 0
potencial apoptotico, autofagico e citostatico do composto, bem como a sua capacidade
em produzir espécies reativas de oxigénio e provocar danos no DNA. Por outro lado,
também se verificou a interferéncia do composto no folding e sintese de proteinas, e a
sua capacidade em provocar modificagdes pds-traducionais. Por ultimo, observou-se
que o composto provoca uma reducdo no metabolismo celular, diminuindo a obtencéo

de energia por parte da célula.
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Assim sendo, os objetivos propostos foram alcangados, tendo-se verificado um
enorme potencial destes complexos metalicos de Cu(l), nomeadamente 0 composto
JL10, para poderem vir a ser utilizados futuramente na quimioterapia. No entanto, para
que isso aconteca ainda ha um longo caminho a percorrer e a necessidade de realizar
mais ensaios adicionais in vitro. Calcular a constante de afinidade do composto para o
DNA e estudar a interacdo do composto com outras biomoléculas, como a BSA
(albumina de soro bovino) que apresenta uma homologia estrutural a albumina sérica
humana (HSA) poderédo fornecer outros dados adicionais importantes, nomeadamente
ao nivel da distribuicdo, concentragdo livre e metabolismo da droga no organismo.

Como abordagem futura seria interessante, procurar modificar a estrutura do
composto para perceber se é possivel aumentar ainda mais a citotoxicidade para as
células tumorais HCT116 ou reduzi-la em células saudaveis. Outra hipotese sera tentar
desenvolver um sistema de entrega mais eficaz que permita aumentar a eficacia do
tratamento e reduzir os efeitos secundarios, nomeadamente através da incorporacao do
composto em nanoparticulas.

Por fim, sera necessario proceder a ensaios experimentais in vivo, em ratinhos numa
primeira instancia, e se 0 composto permanecer promissor, em humanos. SO depois de
passar por todos estes testes, 0 mesmo podera ser aceite pela FDA (do inglés, food and

drug administration) e incorporado no mercado.
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7. ANEXOS

7.1 Espetros de estabilidade

7.1.1 Anexo A
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Figura 7.1 - Espetros de absorcdo representativos da estabilidade do composto JL7 (0,25 uM) em
DMSO. Os espetros foram obtidos para diferentes tempos de incubacdo (0, 24, 48, 72 h), sendo o
armazenamento feito a 4°C.
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Figura 7.2 - Espetros de absorcao representativos da estabilidade do composto JL7 (0,25 pM) em PBS.
Os espetros foram obtidos para diferentes tempos de incubacéo (0, 24, 48, 72 h), sendo 0 armazenamento
feito a 4°C.
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Figura 7.3 - Espetros de absorcdo representativos da estabilidade do composto JL7 (0,25 uM) em
DMEM. Os espetros foram obtidos para diferentes tempos de incubagdo (0, 24, 48, 72 h), sendo o

armazenamento feito a 4°C.

7.1.2 Anexo B

0.8
0.6
0.4
0.2

0

250 300 350 400 450 500 550 600 650 700

== DMSO + composto

(t=0)

e DMSO + composto

(t=24)

DMSO + composto
(t=48)

== DMSO + composto

(t=72)

Figura 7.4 - Espetros de absor¢do representativos da estabilidade do composto JL10 (0,25 pM) em
DMSO. Os espetros foram obtidos a diferentes tempos de incubacdo (0, 24, 48, 72 h), sendo o

armazenamento feito a 4°C.
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Figura 7.5 - Espetros de absorgdo representativos da estabilidade do composto JL10 (0,25 uM) em PBS.
Os espetros foram obtidos a diferentes tempos de incubacgdo (0, 24, 48, 72 h), sendo o0 armazenamento
feito a 4°C.
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Figura 7.6 - Espetros de absor¢do representativos da estabilidade do composto JL10 (0,25 uM) em PBS.
Os espetros foram obtidos a diferentes tempos de incubagéo (0, 24, 48, 72 h), sendo o armazenamento
feito a 4°C.

7.1.3 Anexo C
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Figura 7.7 - Espetros de absor¢do representativos da estabilidade do composto JL12 (0,25 pM) em
DMSO. Os espetros foram obtidos a diferentes tempos de incubagdo (0, 24, 48, 72 h), sendo o
armazenamento feito a 4°C.
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Figura 7.8 - Espetros de absorgdo representativos da estabilidade do composto JL12 (0,25 uM) em PBS.
Os espetros foram obtidos a diferentes tempos de incubacgdo (0, 24, 48, 72 h), sendo 0 armazenamento
feito a 4°C.
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Figura 7.9 - Espetros de absor¢do representativos da estabilidade do composto JL12 (0,25 pM) em
DMEM. Os espetros foram obtidos a diferentes tempos de incubacdo (0, 24, 48, 72 h), sendo o
armazenamento feito a 4°C.

128



7.1.4 Anexo D
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Figura 7.10 - Espetros de absorcdo representativos da estabilidade do composto JL14 (0,25 uM) em
DMSO. Os espetros foram obtidos a diferentes tempos de incubacdo (0, 24, 48, 72 h), sendo o
armazenamento feito a 4°C.
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Figura 7.11 - Espetros de absorcédo representativos da estabilidade do composto JL14 (0,25 pM) em PBS.
Os espetros foram obtidos a diferentes tempos de incubagéo (0, 24, 48, 72 h), sendo o armazenamento
feito a 4°C.
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Figura 7.12 - Espetros de absor¢do representativos da estabilidade do composto JL14 (0,25 pM) em
DMEM. Os espetros foram obtidos a diferentes tempos de incubacdo (0, 24, 48, 72 h), sendo o
armazenamento feito a 4°C.

7.2 Ensaios de viabilidade celular
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Figura 7.13 - % de viabilidade celular da linhar celular tumoral MCF-7 ap6s 48 horas de exposicao aos
compostos em estudo (A —JL7; B—JL10; C —JL12; D — JL14). Os valores de viabilidade celular foram
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normalizados em relacdo ao controlo em DMSO, correspondente a cada concentracdo de composto
testada. Os valores apresentados correspondem dois replicados biolégicos independentes e as barras de
erro ao desvio padréo entre esses replicados.
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Figura 7.14 - % de viabilidade celular da linhar celular tumoral A2780 ap6s 48 horas de exposi¢do aos
compostos em estudo (A —JL7; B —JL10; C —JL12; D — JL14). Os valores de viabilidade celular foram
normalizados em relacdo ao controlo em DMSO, correspondente a cada concentracdo de composto
testada. Os valores apresentados correspondem dois replicados biolégicos independentes e as barras de
erro ao desvio padréo entre esses replicados.
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Figura 7.15 - % de viabilidade celular da linhar celular tumoral HCT116 apds 48 horas de exposi¢do aos
ligandos e composto de partida (CP) individualmente (A — dptyz (JL7); B — dpp (JL10); C — bipy (JL12);
D — Meybpy (JL14); E — CP) . Os valores de viabilidade celular foram normalizados em relacdo ao
controlo em DMSO, correspondente a cada concentracdo de composto testada. Os valores apresentados
correspondem dois replicados bioldgicos independentes e as barras de erro ao desvio padrdo entre esses
replicados.
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Figura 7.16 - % de viabilidade celular da linhar celular fibroblastos apds 48 horas de exposi¢do aos
ligandos e composto de partida (CP) individualmente (A — dptyz (JL7); B — dpp (JL10); C — bipy (JL12);
D — Meybpy (JL14); E — CP) . Os valores de viabilidade celular foram normalizados em relacdo ao
controlo em DMSO, correspondente a cada concentracdo de composto testada. Os valores apresentados
correspondem dois replicados biolégicos independentes e as barras de erro ao desvio padrdo entre esses
replicados.
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7.3 Mecanismos de morte celular

7.3.1 Marcacao com Hoechst 33258

Campo Claro Hoechst 33258

1Cs50 JL17

1Cs50 JL12

1Cs JL14

Figura 7.17- Células da linha tumoral HCT116 em campo claro e marcadas com Hoechst 33258 para
marcacdo dos nucleos e visualizacdo de células em apoptose. As células foram expostas a uma
concentracdo correspondente ao 1Cso de cada composto durante 48 horas. As setas indicam 0
aparecimento de corpos apoptéticos (1), fragmentacdo nuclear (2) ou condenseagdo da cromatina (3).
Estes resultados correspondem a dois replicados biolégicos independentes onde foram analisadas 5
imagens para cada condi¢do em estudo.
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7.3.2 Avaliacdo da morte celular por autofagia

Hoechst 33342 CYTO-ID Merge

Figura 7.18 - Imagens captadas ao microscopio de células da linha tumoral HCT116 marcadas com
Hoechst 33342 e CYTO-ID para avaliagdo do potenial autofagico dos compostos em estudo, através da
observacgdo de vesiculas autofagicas. As células foram expostas ao 1Csy, de cada composto durante 48
horas. Estes resultados correspondem a dois replicados bioldgicos independentes, tendo sido analisadas 5
imagens para cada condi¢do em estudo.
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7.3.3 Avaliacéo do potencial de membrana mitocondrial

Fluorescéncia Fluorescéncia
Brigthfield verde vermelha Merge

Figura 7.19 - Imagens captadas ao microscopio de células da linha tumoral HCT116 marcadas com a
sonda JC-1 para medicdo da alteracdo do potencial mitocondrial. As células cresceram na presenca de
uma concentracdo correspondente ao IC50 de cada composto durante 48 horas. Estes resultados

correspondem a dois replicados biol6gicos independentes, tendo sido analisadas 5 imagens para cada
condicdo em estudo.
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7.4 Andlise protedmica
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Figura 7.20 — Mapa representativo do gel de referéncia de células HCT116 utilizado para comparagio
dos niveis de expressao [115].
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