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Resumo

Atualmente, vérias terapias anti-cancro apresentamuma toxicidade associada e s&o
confrontadas com resisténcias por parte de muitos cancros. Por exemplo,em
quimioterapia varios cancros exibem resisténcia a agentes anti-mitéticos como o Taxol.
Estes agentesinterferem com a formacéo ou a dinamica dos microtubulos, o que leva a
uma paragem das células em mitose, devido a ativacdo do “checkpoint” mitdtico, 0
mecanismo que permite a correta segregacdo dos cromossomas.No entanto as
célulastumorais resistentes ao taxolconseguem contornar esta paragem e continuar a sua
proliferacdo. Posto isto, 0“checkpoint” mitoticotem sido sugerido como um potencial
alvo no tratamento anti-cancro.

Assim este trabalho teve comoobjetivo inicial a avaliagdo do potencial inibidor de
pequenas moléculas contra uma proteina envolvida no checkpoint mitdtico (BubR1). Os
resultados obtidos mostraram que uma das pegquenas moléculas analisadas, demonstrou
ter uma atividade anti-proliferativa em células Hela, demonstrando uma possivel
interferéncia com a funcdo da proteina BubR1. O objetivo principal deste trabalho
consistiu  emsensibilizar células tumorais a acdo do taxol, depletando proteinas
envolvida no silenciamento do“checkpoint” mitotico (Spindly) e na saida da mitose
(Cdc20). Os resultadosdemonstraram que a deplecdo das proteinas leva a uma paragem
das células em mitose, mais eficiente ap6s a deple¢do da proteina Spindly. Foi
demonstrado também uma reducdo da viabilidade e da capacidade proliferativa das
células,com uma reducdomais acentuada ap6sa combinacdo da deplecdo com o Taxol.
Assim este trabalho sugere que a deplecdo destas duas proteinas ajuda a sensibilizar as

celulas a acdo do taxol nas concentragBesusadas em quimioterapia.

Palavras-chave:“Checkpoint”mitotico;Microtdbulos; Taxol; Cdc20;Spindly;Resisténcia

a quimioterapia






Abstract

Currently, many anti-cancer therapies have an associated toxicity and are faced with
resistance from many cancers. In chemotherapy various cancers exhibit resistance to
anti-mitotic agents, Taxol, currently used. These agents are responsible for a change in
the microtubules that will arrest cells in mitosis due to Spindle Assembly Checkpoint
activation, the mechanism that allows for the correct segregation of chromosomes.
However, taxol-resistant cancer cells overcome the arrest and continue their
proliferation.In view of that, it has been suggested that the SAC can be used as a new
target in anticancer treatment.

So this work hadas initial purpose the evaluation of the potential inhibitoreffect of small
moleculesagainst a protein involved in spindle assembly checkpoint (BubR1). The
results showed that one of the small molecules analyzed have an anti-proliferative
activity in HeLa cells, demonstrating a possible interference with the function of BubR1
protein. The goal main of this work was to sensitize tumor cells to the action of taxol,
depleting proteins involved in the silencing of the spindle assembly checkpoint
(Spindly) and exit from mitosis (Cdc20). The results demonstrated that depletion of
proteins leads to arrest of cells in mitosis,wich is more efficient after depletion of
Spindly protein. It has also been demonstrated aredutionin the viability and proliferative
capacity of cells with a more pronounced effectafter depletion and combination with
Taxol. Thus, this work suggests that depletion of these two proteins help to sensitize
cells to the action of taxol in the concentrations used in chemotherapy with anti-

proliferative activity.

Key words: Mitotic checkpoint; Microtubules; Taxol; Cdc20; Spindly; Chemotherapy

resistance
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Introducao

Parte | -Introducao

1 Biologia molecular do cancro

O cancro é uma das principais causas de morte mundialmente, com uma incidéncia
mais elevada em paises desenvolvidos(1). Apesar de nos ultimos anos se ter verificado
um decréscimo na sua incidéncia a nivel europeu, a Organizacdo Mundial de Saude
prevé que no ano 2030, o cancro serd considerado uma das maiores causas de morte a
nivel mundial (2).

O cancro é uma doenga muito complexa que se origina devido a alteracfes a nivel
genético ou epigenético, levando ao desenvolvimento de células neoplasicas, que
através da acumulacdo de mutacBes adquirem um gendtipo de vantagem resultando no
desenvolvimento de células tumorais (3). As células tumorais apresentam uma taxa de
mutacBes muito superior as células normais, isto deve se a mutacBes em genes
importantes como: proto-oncogenes, genes que estdo envolvidos no crescimento celular
e na diferenciacdo e que através de mutacdes de ganho de funcdo desencadeiam a
tumorigénese; genes supressores de tumores, sdo genes que codificam proteinas que
normalmenteinibem a proliferagdo celular e impedem o desenvolvimento do tumor, a
sua perda impulsiona a proliferacdo celular; genes envolvidos na reparacdo do DNA,
cujo a inativacdo promove assim a proliferacdo com erros no DNA (4, 5). As alteracdes
que ocorrem no genoma podem estar associadas a causas hereditarias ou esporadicas
(6).Apesar dos diferentes tumores apresentarem diferentes carateristicas entre si, existe
um grupo decarateristicas que sdo comuns aos diferentes tipos de célula tumorais.
Estasresultam em alteracdes genéticas que promovem a transformacdo progressiva das
células normais em células cancerigenas, caraterizando o processo de carcindgenese
(Figura 1.1) (3).
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Figura 1.1 — Representacdo esquematica das carateristicas principaisdas células
cancerigenas.

Atualmente existem diversas carateristicas comuns as células cancerigenas, incluindo a
sinalizacdo proliferativa sustentada, capacidade de evitar os supressores de crescimento.
Incluem também evasdo a apoptose, a inducdo de angiogénese, estimulando a producéo
de seus proprios vasos sanguineose activacdo de invasao e metastase, promovendo a sua
invasdo para diversos 6rgdos. Recentemente foram adicionadas mais duas caracteristicas
essenciais: a inflamacéo e a instabilidade genomina.

Uma das carateristicas descritas recentemente e que se encontra na maioria dos
cancros € a instabilidade genémica, caraterizada por uma acumulacdo de alteracdes
genéticas (6, 7). A instabilidade gendmica apresenta vérias formas sendo uma delas
designadas de instabilidade cromossémica (CIN, de chromosome instability) (6).

CIN ¢é uma das principais causas da instabilidade gendémica sendo considerada
uma carateristica de tumores sélidos. Consiste em altera¢fes ao nivel dos cromossomas
tendo como consequéncias uma elevada taxa de ma segregacdo dos cromossomas € a
aneuploidia (nimero de cromossomas anormais na células) levando assim ao
desenvolvimento e crescimento de tumores.

Durante a divisdo de uma célula em duas células filhas, ocorre um processo
organizado por uma série de eventos que vai permitir a duplicacdo dos componentes
celulares, denominado de ciclo celular. O ciclo celular € um processo essencial para o
desenvolvimento de todos 0s organismos Vvivos e esté dividido em duas fases principais:
a interfase, que se divide em trés fases distintas (fase G1,fase S e fase G2); e a mitose

(fase M), a fase da divisdo celular (8). A fase G1 representa o intervalo entre a mitose e
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a replicacdo do DNA.Nesta fase, verifica-se um aumento do volume da célula e as
proteinas necessarias para a divisdo sdo sintetizadas.Na fase seguinte, a fase S, que
ocorre a sintese do DNA ondeo material genético € replicado e cada cromossoma passa
a ser constituido por duas cromatides irmds, unidas por um centrémero. Na fase G2,
ocorre a duplicacdo dos centriolos e a continua sintese de proteinas, assim como
producdo de estruturas para as futuras células-filhas, que vao resultar da fase M.

Durante a progressao do ciclo celular, esta apresenta quatro sistemas de controlo e
monitorizacdo que garantem a execucdo correta de todos os eventos, denominados de
“Checkpoints”(8, 9).Estes sistemas tem como funcdo geral, assegurar a sobrevivéncia
celular, impedindo a progresséo da célula de uma fase do ciclo para a fase seguinte sem
que os eventos anteriores estejam corretamente executados (8, 10). O primeiro
“checkpoint” € responsavel por garantir a integridade do DNA na fase G1. Na fase S, o
segundo “checkpoint” monitoriza a replicacdo do DNA e na fase G2, o terceiro
“checkpoint” assegura 0 fim da replicacdo assim como a integridade do DNA.O ultimo
“checkpoint”, designado de “checkpoint” mitdtico, localiza-se na mitose e garante a
correta divisdo dos cromossomas pelas células-filhas (Figura 1.2). No entanto quando
ocorrem mutagdes nos elementos dos “checkpoints”, o risco de instabilidade genomica
aumenta, conduzindo a uma predisposicdo das células a tornarem-se células
cancerigenas. Uma das causas que esta associada ao CIN é os defeitos em mecanismos

envolvidos na segregacdo cromossomica, como o “Checkpoint” Mitotico(6, 11).
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Figura 1.2 — Fases do ciclo celular e respetivos “Checkpoints”.

O ciclo celular encontra-se dividido em quatro fases distintas com trés “checkpoints” ao
longo do ciclo. A transigdo da célula da fase G1 para a fase S é um processo controlado
pelas quinasesdependentes de ciclinas (CDKSs) que permitem a progressdo no ciclo ou a
entrada da célula em quinescéncia (fase G0). Apés a entrada da célula na fase S, o DNA
é replicado seguindo-se a fase G2, controlada pela ciclina B- CDKL1, que permite e
entrada na mitose, onde a célula se vai dividir.

2 “Checkpoint” Mitdtico

A mitose € uma das fases principais do ciclo celular, que consiste numa série de
acontecimentos que levam a segregacdo cromossomica e posteriormente a divisdo
celular (8, 12). Esta divide-se em cinco fases: a Profase, onde sdo individualizados 0s
cromossomaspor condensacdo da cromatina. Na prometafase inicia-se a quebra do
involucro nuclear libertando assim os cromossomas no citoplasma. Nesta fase os dois
centrossomas, estruturas responsaveis pela organizacdo dos microtubulos, migram para
0s pélos opostos da célula permitindo que se forme o fuso mitético. Os microtubulos,
que previamente foram organizados no fuso, vdo se ligar aos cromossomas
possibilitando o alinhamento dos cromossomas no plano equatorial da célula. A terceira
fase denomina-se de metafase, € durante esta fase que os cromossomas se alinham na
placa equatorial. Quando estes se encontram corretamente alinhados e devidamente

ligados aos microtabulos a célula vai prosseguir para a proxima fase, a anafase. Na
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anafase ocorre a separacdo das duas cromatides irmas, que constituem cada
cromossoma, que migrampara polos opostos ao longo do fuso mitético. Por
ultimo,ocorre a telofase onde os cromossomas apds atingir os polos desespiralizam-se,
os centriolos deslocam-se para cada uma das celulas filhas e o fuso mitotico desaparece.

Finalmente, na citocinese, ocorre a separacdo das células filhas (Figura 1.3) (13, 14).
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Figura 1.3Representacdo das fases da mitose.

A divisdo mitética inicia-se com a profase, onde se assiste a condensacdo progressiva
da cromatina em cromossomas definidos Durante a prometafase ocorre a desintegracao
do involucro nuclear e os microtabulos iniciam o processo dindmico de captura de cada
uma das duas cromatidas irmas, através dos cinetocoros. De seguida a célula transita
para a metafase, onde os microtibulos sdo responsaveis pelo alinhamento dos
cromossomas na placa equatorial. Apds o correto alinhamento célula reGne as
condigOes requeridas de modo a transitar para a anafase. Durante a anafase ocorre a
separacdo das cromatidas irmas, em direccéo a polos opostos do fuso. E na telofase que
a cromatina descondensa e o involucro nuclear é reorganizado Adaptado de:
http://www.estudopratico.com.br/mitose-fases-da-divisao-celular/.

Uma correcta segregacdo cromossomica durante a mitose, € um pré-requisito para
manter a estabilidade cromossomica das células (9). Para que a segregacdo se dé sem
erros, 0s cromossomas devem se encontrar correctamente ligados ao fuso mitético
ealinhados na placa equatorial. E importante que durante a segregacdo cromossomica
existam mecanismos que controlem este processo, garantindo assim uma correta diviséo

celular (9).
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O “checkpoint” mitotico (também conhecido como Spindle assemby checkpoint-
SAC) é um mecanismo de controlo da sobrevivéncia de células, responsavel por
prevenir uma ma segregacdo cromossomica, monitorizando a ligagdo dos cromossomas
aos microtubulos do fuso (9, 15). Para que ocorra uma correta segregacdo
cromossomica, cada cromossoma deve estabelecer uma ligacdo bipolar com os
microtubulos através dos cinetoros, possibilitando desta forma o alinhamento dos
cromossomas na placa equatorial (16). Quando a ligacdo dos cinetocoros aos
microtibulos € comprometida, os cromossomas ndo se conseguem alinhar na placa
equatorial activando deste modo o SAC, que inibe a transicdo da metafase para anafase
(17).Foram identificadas diversas proteinas consideradas centrais no SAC, designadas
de Mad (Mitotic Arrest Deficient)que inclui as proteinas Madl e Mad2; e Bub
(BuddingUninhibitedbyBenzimidazole) englobando as proteinas Bubl, Bub3 e BuRL1.
Estas proteinas localizam-se nos cinetocoros, no entanto quando ocorrem falhas nas
ligacGes dos cinetocoros aos polos do fuso, 0 SAC é ativado e os niveis destas proteinas
aumentam(18). Apos a sua ativacdo, o SAC vai inibir o complexo promotor da anafase
(APC), através do sequestro da proteina Cdc20, pelo complexo do “checkpoint”
mitotico (MCC, Mitotic Checkpoint Complex). O MCC ¢é constituido pelas Mad2,
BubR1,Bub3e pelo fator ativador de APC - a Cdc20.Ao ser inibido, o APC é incapaz de
degradar as proteinas Securina e Ciclina B, mantendo deste modo as cromatides irmés
juntas e resultando numa paragem da célula na mitose, respetivamente. Um passo
importante na formacdo do MCC,é a mudanca de conformacéo da proteina Mad2, que
adopta duas conformacdes diferentes — aberta (O-Mad?2) e fechada (C-Mad2). Quando a
Mad2 se liga ao cinetocoro, adota a conformacdo fechada(C-Mad2)que permite o
sequestro da proteina Cdc20. Apo6s a ligacdo da C-Mad2 a Cdc20, estas vao se ligar por
fim as proteinas BubR1 e Bub3, formando assim 0 MCC(15-17).

Quando todos o0s cromossomas se encontram correctamente ligados aos
microtUbulos e alinhados na placa equatorial, 0 MCC é desmontado, permitindo assim a
ligacdo da Cdc20 ao APC. A activacdo do APC tem como consequéncia a degradacao
da Securina e da Ciclina B. A degradacdo da Securina liberta a Separase que
consequentemente vai clivar as coesinas (proteinas responsaveis pela ligacdo das
cromatides irméas) permitindo a separacdo das cromatides. Por outro lado a degradacéo
da Ciclina B possibilita a inactivagdo da CDK1, o que leva a saida da célula da mitose
(Figura 1.4)(15, 19). Uma das proteinas envolvida na ligacdo dos cinetocoros aos

microtUbulos e essencial no silenciamento do SAC € a proteina Spindly. Inicialmente,
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foi descrita como uma proteina necessaria para o recrutamento da dineina no cinetocoro.
A dineina uma proteina motora, responsavel pelo silenciamento do ‘“checkpoint”
mitdtico através da remocdo das proteinas do SAC dos cinetocoros alinhados na placa
equatorial. A deplecdo da Spindly leva a que a dineina ndo seja capaz de atingir 0s
cinetocoros resultando numa retencdo da célula em mitose com cromossomas
desalinhados (20).
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Figura 1.4 — Mecanismo do checkpoint mitético
(A) Os cinetocoros ndo ligados aos microtdbulos servem como uma plataforma para

formacdo do complexo de checkpoint mitético (MCC) constituido pelas proteinas BubR1,
Bub3, e Mad2, que vai sequestrar a proteinaCdc20, impedindo-a de activar o APC/C e de
levar a degradacdo da securina e a ciclina B pelo proteassoma 26S, inibindo assim a
passagem da célula da metafase para a anafase.

(B) Apos a correcta ligacdo dos microtubulos aos cinetocoros, alinhando todos os
cromossomas na placa equatorial, 0o MCC é desintegrado e a proteina Cdc20 é libertada,
activando assim o APC/C. Esta activacdo faz com que a securina seja degrada activando a
proteina separase e a proteina CDK1 seja inactivada, promovendo a separacdo das
cromatides irmés e a saida da mitose.
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2.1 “Checkpoint” mitdtico e o cancro

Quando o SAC apresenta defeitos, fica impossibilitado de detetar as falhasnas
ligagBes incorretas entre cinetocoros. Como resultado, as células ficam incapazes de
parar a divisdo celular prosseguindo com erros originando assim células filhas
anormais, levando assima instabilidade cromossémica (CIN). A maioria das neoplasias
sdo caraterizadas por instabilidade genética quer na forma de instabilidade de
microsatélites (MIN) ou na forma de instabilidade cromossémica(21).As taxas de
segregacdo cromossémica desiguais que tem como resultado a aneuploidia, sdo bastante
frequentes em células tumorais (22). Falhas na atividade do SAC tem sido apontada
como uma possivel causa da CIN.

A aneuploidia é uma carateristica presente em varios tipos de cancros, resultando
na instabilidade cromossémica. Tendo em conta que o “checkpoint” mitético é o
mecanismo usado pelas células para evitar a aneuploidia, 0os cancros associados esta
carateristica indicam que as falhas nos ‘“checkpoint” sdo determinantes para a
tumorigénese. Diversos estudos reportam que a instabilidade cromossémica estd muitas
vezes relacionada com alteraces na funcdo ou expressdo das proteinas que constituem
0 “checkpoint” mitético (22, 23).Em 1998, Cahill et al. demonstrou através de um
estudo em linhas celulares de cancro colo-rectal, uma associagdo entre a instabilidade
cromossomica ¢ a perda de fung¢do da proteina do “checkpoint”, Bubl (21). Ao longo de
varios anos foram desenvolvidos variados estudos que procuravam uma relacéo entre as
mutagdes em proteinas do “checkpoint” mitdtico e o cancro, no entanto o mecanismo
por de tras desta relacdo continua por esclarecer.

No entanto hoje em dia, ja& foram vérios os estudos publicados que envolvem a
relacdo entre as proteinas do checkpoint e o cancro. Kim Y et al. demonstrou que a
sobre-expressdo das proteinas Mad2 e Cdc20 esta associada ao desenvolvimento inicial
do cancro do colo do atero (24). Outro estudo também mostrou a sobre expressdo da
Cdc20 associada ndo sé a proliferacdo como ao mau prognéstico, em linhas do cancro
colo-rectal(25). A expressdo aumentada da proteina Mad2 e BubR1 foi também
demonstrada estar relacionada com o aumento da proliferacdo no cancro oral e no
cancro gastrico (26, 27). Segundo Andressa Gois Morales et al. a inibicdo da proteina
Bubl assim como da proteina BubR1 esta associada a um decréscimo da proliferacao
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celular, como é demonstrado também em tumores da glandula salivar uma associagédo

da sobre-expressao da proteina Bubl com a proliferacdo de células anormais (28, 29).

3 Agentes Anti-mitoticos

Os microtdbulos representam um componente muito importante para a célula,
sendo cruciais na manutencdo da forma, polaridade e no transporte intracelular das
células. Os microtubulos sdo estruturas longas altamente dindmicas, constituidas por
dimeros de tubulina (a-tubulina e B-tubulina), representando juntamente com o0s
filamentos de actina e filamentos intermédios, 0os maiores componentes do cito
esqueleto em células eucaridtas(30).Ao longo das diferentes fases do ciclo, a dindmica
dos microttbulos sofre alteracBes que sdo indispensaveis para a sua organizagéo.
Durante a divisdo celular os microtibulos desempenham um papel fundamental, que
permite a formacédo do fuso mitético e posterior separacdo dos cromossomas. Devido a
sua funcdo critica na divisdo celular, os microtubulos sdo assim usados como alvos na
quimioterapia, através do uso de drogas anti-mitéticas(31).

As drogas anti-mitéticas usadas hoje em dia no combate ao cancro, dividem-se em
dois grandes grupos: os Taxanos (Paclitaxel e Docetaxel) e os Vinca Alcaldides
(Vinblastine, Vincristine, Vinorelbine e Vindesine), que tém demonstrado a sua eficacia
em diversos tratamentos para Vvarios tipos de cancros.

A accdo central destas drogas é a sua capacidade para suprimir a dinamica dos
microtabulos do fuso mitético, resultando numa paragem durante a mitose impedindo a
células de transitar de metafase para a anafase. Quando esta paragem ocorre durante um
longo periodo a célula entra em apoptose e acaba por morrer, sendo este o destino final
pretendido pelouso das drogas anti-mitdticas na quimioterapia. Apesar de terem a
mesma finalidade, estes dois grandes grupos actuam de forma diferente sobre os
microttbulos.

As Vinca alcal6ides sdo moléculas diméricas, originalmente isolados de uma
planta denominada de Vinca Rosea(também conhecida como Catharanthus roseus)
(32). Estas drogas sdo conhecidas como agentes destabilizadores, responsaveis pela
despolimerizagdo dos microtubulos, quando usadas em concentragdes elevadas, levando
a paragem da célula em mitose. Por outro lado, quando usadas em concentracGes mais

baixas, levam a supressdo da dindmica dos microtibulos sem despolimerizar o fuso dos
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microttbulos, no entanto mantém a sua capacidade de parar as células em mitose e
induzir a apoptose (30, 33). Os Vinca alcalbides ja fazem parte da quimioterapia de
diversos tumores solidos, sendo também combinados actualmente com outros agentes
(32).

Os taxanos, sdo outro grande grupo de drogas anti-mitoticas conhecidos como
agentes estabilizadores dos microtubulos, que ao contrério dos vinca, estes sdo
responsaveis por estabilizar os microtubulos a elevadas concentragdes, originado a sua
polimerizacdo. Apo6s a polimerizacdo, a dindmica dos microtdbulos é afectada,
originando uma paragem da célula em mitose acabando por levar a apoptose (34, 35).
Também estas drogas j& sdo incorporadas em diversos tratamentos de quimioterapia
contra tumores sélidos e sdo ja usadas também em combinac¢do com outros agentes.

Um dos taxanes bastante usado hoje em dia € o Paclitaxel (home comercial
Taxol), que atua polimerizando os microtiibulos através da ligagao a subunidade -
tubulina, conseguindo assim levar a uma paragem da célula em mitose (30, 32).

Durante véarios anos estas drogas foram utilizadas em diversos regimes de
quimioterapia e ja provarem a sua eficiéncia, no entanto alguns entraves tém vindo a
colocar em causa esta eficacia nomeadamente devido as limitagdes que estas
apresentam, principalmente a niveis de efeitos secundéarios e de resisténcia de diversos
cancros (35, 36).

Os efeitos secundarios mais frequentes estdo relacionados com a toxicidade
neuroldgica e hematoldgica. O prolongamento de tratamentos com drogas anti-mitéticas
demonstrou em diversos casos levar a inibicdo dos microtibulos axonais, que
desempenham um papel muito importante no transporte axonal nos neurdnios,
conduzindo assim a neurotoxicidade. Outro efeitos secundario bastante comum, quando
0 uso destas drogas, é a toxicidade hematologica conhecida também como
mielosupressdo, resultando da inibicdo da rapida divisdo das células hematopoiéticas
(30, 33).

Diversas causas de resisténcia as drogas anti-mitdticas sdo estudadas, sendo que
um dos mecanismos normalmente relacionado com esta resisténcia € 0 mecanismo de
efluxo juntamente com alteracbes na membrana celular. Através da sob expressdo de
bombas de efluxo, como a P-glicoproteina presente na membrana celular, a célula
cancerigena tem a capacidade de bombear a droga para fora tornando-se desta forma
resistente. Outros mecanismos também ja foram propostos para esta resisténcia

adquirida pelas células cancerigenas, envolvendo mutagdes na tubulina que vao afectar

10



Introducao

a dindmica e estabilidade dos microtubulos, provocando alteragdes nas proteinas
reguladoras dos microtubulos (30, 33, 37).

Apesar de os microtubulos representarem atualmente um alvo promissor para a
quimioterapia no combate ao cancro e das drogas anti-mitdticas apresentarem eficacia
em diversos tratamentos através da sua atividade anti-tumoral, ainda é preciso muito
trabalho e varios estudos que consigam fazer face as limitacbes que apresentam como
também e muito importante, a resisténcia. Assim, a combinacdo destas drogas com
outros métodos é cada vez mais uma necessidade para permitir que a quimioterapia com

anti-mitéticos traga uma nova esperanca e qualidade de vida aos pacientes.
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4 Objetivo

O presente trabalho teve como objetivo:

1. Avaliagdo depequenas moléculas com potencial inibidor da proteina do
“checkpoint” mitético BubR1.

A descoberta de novos compostos com atividade anti-tumoral continua a ser alvo
de investigacdo ativa. O principal objetivo € desenvolver pequenas moléculas que
possam ser utilizas como alternativa ou em combinacdo com os farmacos atualmente
utilizados na terapia contra o cancro, mas que subjuguem as suas limitagdes,
nomeadamente a toxicidade e a resisténcia associadas ao tratamento. Nesse sentido,
propbe-se avaliar a capacidade de cinco pequenas moléculas em inibir a proteina
BubR1, uma proteina cinase com um papel importante quer no “checkpoint” mitotico
quer no estabelecimento de ligacGes corretas entre cinetocoro-microtibulo. As pequenas
moléculas utilizadas foram disponibilizadas pelo Dr. Victor-Bolanos Garcia, da Oxford
Brookes University, baseada na estratégia “Structure-Based Drug Design”, no ambito

de um trabalho de colaboracdo com o nosso grupo de investigacéo.

2. Interferéncia com a atividade do “checkpoint” mitético, através do silenciamento
dos genes de Spindly e de Cdc20, como estratégia terapéutica contra o cancro e de

modulacdo da eficacia de agentes anti-mitdticos,

Como foi descrito na seccdo anterior, varios cancros apresentam uma resisténcia
aosagentes anti-mitoticos que visam o0s microtibulos, conseguindo contornar esta
paragem e continuar a sua proliferacdo. Posto isto é importante encontrar alternativas
que consigam combater as limitaches apresentadas por estes agentes.O uso do
“checkpoint” mitdtico como alvo terapéutico tem sido proposto como uma nova
estratégia plausivel para interferir com a proliferacdo de celulas cancerigenas,
nomeadamente em combinacdo com 0s agentes anti-mitdticos.No entanto, sdo
necessarios mais estudos para validar esta possibilidade. Deste modo, propdes-se como

segundo objetivo avaliar o potencial anti-tumoral da interferéncia com o “checkpoint”
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mitotico, através dosilenciamento da Spindly e Cdc20, individualmente e em
combinacdo com o taxol. A proteina Spindly desempenha um papel no estabelecimento
das ligacdes cinetocoro-microttbulo e no silenciamento do SAC.Assim espera-se que a
sua deplecdo va originar um fenotipo de acumulacgédo de células mitoticas devido a uma
paragem pronunciada das células em mitose.Aproteina Cdc20é responsavel pela
ativacdo do APC/C e posterior transicdo da célula mitéticada metafase para a anafase,

N % mg s

originando uma paragem da célula em mitose.
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Parte Il - Materiais e Métodos

Cultura de células tumorais

MCF-7 (mama), NCI-H460 (pulm@o), Caco-2 e SW480 (colorectal)

| l !
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- Ensaio de MTT ——— 1. Niveis de expressio \
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28 - Extracgdo de RNA total
- Imunofluorescéncia

- Sintese de cDNA
- Real-time gPCR

2. Silenciamento

I - Transfecgdo com siRNAs l

| 2.1. Eficiéncia da deplegio 2.2. Andlise do fenétipo
e Imunofluorescéncia - Coloragdo do DNA com DAPI
- Western Blotting - Determinagdo do indice mitético

3. Tratamento combinado siRNAs e taxol

3.1. Efeito a curto prazo
- Ensaio de MTT

3.2. Efeito a longo prazo

- Ensaio de formagdo de coldnias

3.3. Analise distribuigdo das células nas fases do ciclo

- Ensaio de citémetria de fluxo

3.4. Detecdo de células em apoptose

- Ensaio de Tunel /Coloragdo DNA com DAPI

Figura 2. 1 - Representacdo esquematica do desenho experimental
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1 Cultura celular

1.1 Linhas celulares e condicdes de cultura

Para a realizagdo deste estudo foram utilizadas trés linhas celulares tumorais
humanas, uma proveniente de cancro da mama,MCF-7, e duas com origem em cancro
colo-rectal, Caco-2 e SW480.As linhas celulares foram crescidas em monocamada, em
frascos de cultura T25 (25cm?de area, VWR), contendo meio de cultura RPMI-1640
(RoswellPark Memorial Institute, Gibco, Invitrogen)enriquecido este com 5%de soro
bovino fetal (FBS superior, Biochrom) para a linha MCF-7 e meio de cultura
Dulbecco'sModifiedEagle's Medium(DMEM, Biochrom), enriquecido este com 10%de
FBS para as linhasCaco-2 e SW480. As células foram mantidas numa incubadora
(Heraeus Hera Cell) a 37°C com 5% CO>, e em atmosfera humida.

1.2 Subcultura de células aderentes

O manuseamento das linhas celulares foi realizadosempre numa cémara de
seguranca bioldgica nivel Il, com fluxo laminar vertical (Telstar Bio-11-A/P), sendo esta
previamente esterilizada com radiacdo UV, durante 20 minutos e pulverizada, de
seguida, com é&lcool a 70%. Procedeu-se, semanalmente, a subcultura das células.
Comesta finalidade, antes de se iniciar este procedimento, a morfologia das células foi

observada num microscépio de contraste de fase invertido (Zeiss Primo Vert).

Inicialmente, o meio de cultura foi removido por aspiracdo e a monocamada de
células, aderidas a base do frasco, lavada comumasolucdo salina tamponada de PBS1x
(27 mM KCI; 1,37 M NaCl; 100 mM NazHPOQOg4; 18 mM KH2POq; pH 7,4). Adicionou-
se a proteaseTripsina 1x (Sigma-Aldrich) e colocou-se o frasco na incubadora a 37°C,
durante, aproximadamente, 3min, até ser visivel ocompleto destacamento das células,
através do microscopio de contraste de fase invertido. De modo a parar a
acdoenzimatica da tripsina, as células foram ressuspensas em3 ml de meio de cultura.
Depois de homogeneizada, a suspensao celular foi recolhida para um tubo conico de 15
ml e a 30uL da suspensdo adicionou-se 30pL do corante de exclusdo 0,4% (v/v)
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TrypanBlue (Sigma-Aldrich), de forma a proceder-se a contagem das células
numacamara de Neubauer. O TrypanBlue permite distinguir as células mortas das
células vivas, uma vez que as células mortas apresentam a membrana celular permeéavel
ao corante, adquirindo uma tonalidade azul enquanto as células viaveis permanecem

brilhantes. A densidade celular foi determinada de acordo com a seguinte formula:

Densidade celular (cells/mL)

_ numerodecélulas vivas x factor dediluicio(2) X 10*
~ numero de quadrantes (4) Jactor dediluicao

A partir do valor obtido para a densidade celular, determinou-se o volume da
suspensdo de células a colocar no novo frasco de cultura, contendo 5 ml de meio, de

forma a promover um crescimento exponencial das células.

1.3 Congelamento de células

Com o intuito de manter um stock de células vidveis, com o menor nimero de
passagens possiveis, estas foram previamente congeladas e mantidas emazoto liquido ou
a -80°C. Desta forma, o contetdo de um frasco T25 foi tripsinizado e a suspensdo
celular centrifugada a 1000 rpm, durante 5 minutos, a temperatura ambiente
(HeraeusBiofuge Primo R). Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o
pellet de célulasressuspendidoem meio de culturacontendo 10% (v/v) do agente
criopreservante DMSO (Acros Organis). Depois de cuidadosamente homogeneizada, a
suspensdo foi transferida para umcriotubo(ThermoScientific)devidamente identificado.
Este foi colocado, a -80 °C, num contentor contendo isopropanol (Nalgene®
MrFrosty™ Cryo 1°C FreezingContainer), permitindo que a diminui¢do da temperatura
seja gradual (1°C por minuto), evitando um choque térmico, que poderia comprometer a
viabilidade das celulas. Apds 24 horas, o criotubofoi retirado do contentor de

congelacao e armazenado em azoto liquido.
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1.4 Descongelamento de células

Para se proceder ao descongelamento das células o criotubo foi rapidamente
aquecido em banho-maria, a 37°C, até descongelar.Diluiu-se o contetudo do criotubo em
meio de cultura pré-aquecido e a suspensao resultante foi centrifugada a 1000rpm,
durante 5 minutos a temperatura ambiente, e o sobrenadante foi descartado, de forma a
remover o0 DMSO. Adicionou-se 5ml de meio ao sedimento e homogeneizou-se. A
suspensdo celular foi transferida para um frasco T25 e incubada a 37°C com 5% de
COo. As células foram monitorizadas ao longo dos dias para avaliar o crescimento das

mesmas.

2 Origem das pequenas moléculas

Neste trabalho foram utilizadas cinco pequenas moléculas (B9, B5, A10, All e
E5), disponibilizadaspelo Dr. Victor-Bolanos Garcia, da Oxford Brookes University,
estando inseridas num processo de “Structure-Based Drug Design”.

A atividade citototxica das moléculas foi avaliada através do ensaio do

MTT (conforme descrito abaixo).

3 Tratamento de lamelas com Poli-L-lisina

Com objetivo de evitar a perda significativa de células, principalmente mitéticas,
procedeu se ao tratamento de lamelas com Poli-L-lisina, promovendo a adesdo das
celulas ao vidro. Primeiramente colocaram-se as lamelas 22x22mm dentro de um gobelé
contendo uma solucdo de HCL 1M e deixou se a incubar a 56 °C, durante 16h. A
solucéo foi arrefecida a temperatura ambiente durante 1heas lamelas lavadas em agua
destilada 5x e seguidamente 5x com agua bidestilada. Mergulharam se as lamelas em
Etanol 100% e limparam se com papel uma a uma. Apds todas as lamelas se
encontrarem limpas estas foram divididas em caixas de petri e cobertas com uma

solugéo 500 pg/ml de Poli-L-lisina (Sigma-Aldrich) incubadas posteriormente durante
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1h em agitacdo. De seguida a solucdo de Polo-L-lisina foi recolhida e as lamelas foram
lavadas 5x em agua destilada e 5x em agua bidestilada. As lamelas foram novamente
colocadas em etanol 100% e limpas individualmente. Por fim todas as lamelas secas
foram colocadas dentro de caixas de petri, devidamente identificadas e seladas com

parafilm.

4 RNA de interferéncia e transfecdo

0,15x10° e 0,2x108células MCF-7 e SW480, respectivamente, foramcultivadas em
placas de 6 pocos contendo lamelas de 22x22 mm, previamente tratadas com poli-L-
lisina, de forma a apresentarem uma confluéncia de 30%-50% no momento da
transfecdo. Por poco a transfetar, a mistura da transfecdo, contemplou 200ul de meio de
cultura, sem FBS, ao qual se adicionou 100nM siSpindly nas células MCF-7 e 40nM
siCDC20 para as SW480. O preparado foi homogeneizado recorrendo ao vortex
(Heidolph) e ao spin (Bio-Rad). Procedeu se a adicdo de 2,5 pl do reagente de
transfeccdo INTERFERIn siRNA TransfectionReagent (Polyplus) sendo rapidamente
homegenizado. O meio de transfecdo foi de seguida incubado durante 10 minutos a
temperatura ambiente, de forma a promover a formacdo de micelas lipidicas contendo
os SiRNA, para posteriormente serem internalizadas pela célula. Durante este periodo,
foi removido e substituido o meio das células, a serem transfetadas, por um meio fresco.
Passados 10 minutos adicionou-se gota a gota em cada poc¢o a transfetar, 200ul da
mistura, agitando suavemente a placa. As células foram incubadas durante 48h a 37°C
com 5% CO:..

Os siRNAs usados tiveram como objetivo depletar duas proteinas distintas, a
Spindly e a Cdc20, através de oligonucledtidos de RNA. Os oligonucleétidos de RNA
continham cerca de 20-25 nucledtidos, sendo dirigidos contra a sequéncia de mRNA
alvo. Os siRNAs usados contra as proteinas Spindly e Cdc20 foram obtidos
comercialmente (Quiagen FlexiTube) e as concentracOes usadas foram otimizadas de
forma a potenciar a eficacia do silenciamento. Células controlo foram tratadas com uma
sequéncia de siRNA non-targeting(Quiagen), permitindo garantir que a técnica néo

interferiu com os resultados obtidos.

18



Materiais e Métodos

5 Indice Mitotico

As células foram cultivadas em pocgos individuais, sem lamela, a uma densidade de
0,15 x10°8 células/pogo (MCF-7)e 0,2x10° células/poco (SW480) e em meio completo.
Apbs 24 horas realizou-se a transfecdo com SiRNA contra a proteina Spindly
(siSpindly)a 100 nM (MCF-7) e siRNA contra a proteina Cdc20 (siCdc20) (SwW480) e
adicionou-se aos pogos correspondentes 1uM de nocodazole (Sigma-Aldrich), como
controlo positivo. Apos 48 horas, foi efectuada a contagem das células no microscopio
de contraste de fase(Nikon eclipse TE 2000-U), num total de 1000 células, em 6 campos
aleatorios, repetindo para cada cultura testada O indice mitotico (IM) foi determinado
pela razdo entre o nimero de células mitéticas e o nimero total de células (interfésicas e

mitoticas) presentes na cultura, de acordo com a seguinte formula:

T e Célulasmitoéticas
IM (indice mitotico)=———— — - — 0
Célulasinterfasicas+célulasmitadticas

6 Imunofluorescéncia indirecta

As células foram crescidas e tratadas de acordo com o descrito na transfecéo
com siRNA. Passadas as 48 horas de incubacdo, procedeu-se a fixacdo em 2% (w/v) de
paraformaldeido (Sigma-Aldrich) em PBS1x, durante 12 minutos. De seguida,
efectuaram-se 3 lavagens com PBS1x durante 5 minutos cada. Seguiu-se a
extracdo/permeabilizacdo das células com 0,5% Triton X-100 em PBS1x durante 7
minutos. As células permeabilizadas foram lavadas, novamente, 3 vezes em PBS1x
durante 5 minutos e bloqueadas com 10% FBS numa solugdo de PBST (PBS1x com
0,05% Tween 20), durante 30 minutos, a temperatura ambiente, de forma a minimizar
reaccOes inespecificas. Sem lavar, as células foram incubadas com o0s anticorpos
primarios respectivos (tabela 1 caso da Spindly e tabela 2 caso da CDC20), diluidos em
5% de FBS em PBST, durante 60 minutos a temperatura ambiente. Apds serealizarem3
lavagens com PBST durante 5 minutos procedeu-se a incubagdo com 0s anticorpos
secundarios (tabela 1 caso da Spindly e tabela 2 caso da CDC20)durante 60 minutos a

temperatura ambiente, protegidos da luz. Lavaram-se as células2vezes durante 5
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minutos cada, em PBST (1x) e uma ultima vez em PBS (1x), durante 5 minutos. Por fim
montou se as lamelas sobre laminas de vidro com 2 pg/ml de DAPI (Sigma-Aldrich)
diluido em meio de montagem Vectashield (Vector) sendo seladas com verniz ap6s
secagem a armazenadas a 4°C até se proceder a observacdo.As laminas foram
analisadas através de um microscopio de fluorescéncia AxioObserverZ.1 SD (Carl
Zeiss, Germany) acoplado auma camara AxioCam MR3 e com plano apocromatico
63x/NA objectiva 1.4.

Tabela 2. 1 - Anticorpos primarios e secundarios usados para a realizacdo da técnica de

imunofluorescéncia, para comprovar o silenciamento da proteina Spindly.

Anticorpo Diluicao Empresa
Rabbitanti-Spindly 1:3000 | Sigma
Primarios Humananti-CREST 1:4500 | Oferta Elsa Bronze, IBMC, Porto,
Portugal

Alexa 568 nmanti-human | 1:1500 Molecular Probes

Secundarios [“Alexa 488 nmanti- rabbit | 1:1500 | Molecular Probes

Tabela 2. 2 - Anticorpos primarios e secundarios usados para a realizacdo da técnica de
imunofluorescéncia, para comprovar o silenciamento da proteina Cdc20.

Anticorpo Diluigéo Empresa
Mouseanti-Cdc20 p55 1:1500 | Santa Cruz Biotecnology
Primarios Humananti-CREST 1:4500 Oferta Elsa Bronze, IBMC, Porto,
Portugal

Alexa 568 nM anti-human 1:1500 Molecular Probes
Secundarios | Alexa 488 nM anti- mouse | 1:1500 Molecular Probes

7 Preparacdo de laminas deCytospin

Para evitar a perda significativa de células, especialmente mitéticas, durante o

procedimento de imunofluorescéncia, recorreu-se ao uso previo da centrifugacdo de
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células por Cytospin. As células, tratadas de acordo com a descricdo para a transfecéo
com siRNA, foram tripsinizadas e a suspensdo celular recolhida. Procedeu-se a
contagem das células na cdmara de Neubauer e para cada condi¢do, efetuaram-se os
célculos de modo a obter-se uma quantidade uniforme de 0,05x10° células/Iamina.
Procedeu-se a montagem das laminas e dos filtros nos citoclips e colocou-se no tambor
da citocentrifuga (ThermoScientific, Cytospin 4). Foram aplicadas em cada funil uma
quantidade de 0,08x10° células juntamente com uma gota de BSA 3%,para evitar o
destacamento e esmagamento das células durante o cytospin. A citocentrifugacdo foi
realizada com uma aceleracdo média, durante 5 minutos a 800 rpm. Terminada a
citocentrifugacdo as laminas foram retiradas dos suportes e imediatamente colocadas no
fixador, 37 % Formaldeido em PBS1x, durante 20 minutos. De seguida foram lavadas
3x em PBS1x durante 5 minutos cada |. Apds as lavagens procedeu se a
permeabilizacdo das células com 0,1% Triton x-100 em PBS1x, durante 2 minutos.
Seguiram-se, novamente, 3 lavagens em PBS1x durante 5 minutos cada e procedeu-se a

imunofluorescéncia ou coloracdo do DNA com DAPI.

8 Extracao e quantificacdo de Proteinas

Aextracao de proteinas foi realizadaem células controlo e células transfetadas com
siRNA.Recolheu-se 0 meio de cultura, dos pogos previamente plaqueados, para tubos
de falcons de 15ml. De seguida as células foram tripsinizadas e a suspensao recolhida
para um tubo de falcon correspondente, contendo o meio retirado inicialmente. As
amostras foram centrifugadas a 4000 rpm, durante 5 minutos, numa centrifuga
(HeraeusBiofuge Primo R) previamente refrigeradaa 4°C. Desprezou-se 0 sobrenadante
e 0 sedimento foi ressupenso em 150ul de tampao de lise frio (Tris 50mM pH7,5, NaCl
150mM, EDTA 1mM e Triton x-100 1%) contendol,5ul de inibidor de proteases
(Sigma-Aldrich, P8340). De seguida a suspensdo foi passada varias vezes por uma
seringa (19G) de modo a lisar as células, sendo no fim deixadas a repousar no gelo
durante 20 minutos. De seguida oslisados celulares foram centrifugados a 13000 rpm, a
4°C durante 5 minutos. Recolheu-seo sobrenadante e distribuiu-se por diferentes

aliquotas para a quantificacdo de proteinas para a realizagcdo do Western Blotting.
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A quantificacdo de proteinas foi realizada recorrendo ao kit “BCA™ Protein Assay Kit”
(Thermoscientific), seguindo as instru¢des do protocolo. Primeiro foi determinado o
volume total requerido do reagente de trabalho (RT) através da formula:

(# padrdo + # amostras) * (# replicados) * (volume do RT por amostra) =
Volume de RT total

Apols determinacdo do volume de reagente de trabalho, este foi preparado
misturando se 50 partes do BCA reagente A com 1 parte do BCA reagente B (50:1),
sendo o reagente B o primeiro a ser adicionado. De seguida adicionou-se 22,5ul da
amostra, em replicado, a uma micro placa juntamente com 2,5ul de agua e 200u de
reagente de trabalho. Nos pogos correspondentes ao “branco” adicionou-se apenas 25l
agua e 200ul do reagente de trabalho. Levou-se a placa a agitar durante 30 segundos
sendo incubada depois durante 30 minutos a 37°C. No fim da incubacéo, foi medida a

absorvancia a 562nM.

Para a realizacdo do ensaio de Western- Blotting foram utilizadas 20ug dos
extractos proteicos em tampéao de amostra 6x (2% (m/v) SDS; 80 mM Tris pH 6,8; 10%
(v/v) Glicerol; 0,002% (m/v) Azul Bromofenol), contendo inibidores de proteases
(Sigma Coktail).

8.1 Electroforese em sistema desnaturante - SDS-PAGE/Western

Blotting

Primeiramente, o0s extractos proteicos foram separados por SDS-PAGEsendo
posteriormente analisados por Western Blotting. Inicialmente os extractos proteicos
foram corridos num gel de gradiente com 10% de poli-acrilamida utilizando um suporte
Mini-protean 3 (Bio-RAD). O primeiro gel a ser preparado foi o gel resolvente de 10%.
De seguida as amostras foram preparadas em agua e de tampao de amostra 6xe fervidas
durante 3 minutos com a finalidade de desnaturar as proteinas. De seguida o gel foi
colocado dentro de uma tina de electroforese que foi preenchida com o tampéao de
corrida 1x (Tris 250nM; Glicina 1,92 nM; SDS 1%)adicionou se as amostras aos pocos
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respetivos assim como o marcador de peso molecular. A separacdo das amostras foi
feita através do aparelho de electroforese (Bio-Rad) com uma corrida de 200volts,
400mA durante aproximadamente 60 minutos. Apo6s terminar a electroforese, procedeu
a transferéncia para uma membrana de nitrocelulose (Whatman-Protan) num um sistema
semi-dry (Hoefersemiphor) coberto com tampéo de transferéncia 1x (Tris 250 nM;
Glicina 1,92 nM). O sistema foi ligado a um aparelno de transferéncia
(Amershampharmaciabiotech) permitindo a transferéncia das proteinas para a
membrana. A transferéncia ocorreu a 300 volts, 110 mA durante 1hora e 15 minutos.
Terminada a transferéncia, a membrana foi lavada com Tris-Buffered Saline Tween-20
(TBST — Tris 1M ph 7,5, NaCl 5M, Tween -20 (0,05%) e &gua destilada). De seguida
foi corada com Ponceau S durante 1 minuto, para a visualizagdo das bandas, sendo
descorada a seguir em TBST. Procedeu se ao bloqueio da membrana usando TBST com
5% de leite em pé magro (LPM) durante 60 minutos em agitacdo, a temperatura
ambiente. Ap6s o bloqueio a membrana foi lavada 3x com TBST com 1% LPM,
durante 5 minutos cada com agitagdo. De seguida foi incubada com dois anticorpos
primarios distintos (ver tabela 3 para a spindly e tabela 4 para a CDC20). Apos
incubacdo foi novamente lavada 3x em TBST 1% LPM, 5 minutos em agitacdo e
incubada com dois anticorpos secundarios (tabela 3 para a spindly e tabela4 para
CDC20) durante 60 minutos em agitacdo. No final da segunda incubagdo, a membrana
foi lavada 2x em TBST 1% LPM e 1x em PBS1x durante 5 minutos, em agitacao.
Procedeu se a revelacdo da membrana, na auséncia de luz. Inicialmente foi aplicada sob
a membrana, uma solucio de revelagido ECL (Tris 100nM ph 8,5, Acido Coumarico
90nM, Luminol 250nM e H20, 30%) durante 3 minutos. De seguida, a membrana
colocou-se a membrana no interior de uma cassete (Hypercassete-Amersham
Biosciences) com uma pelicula por cima e um filme autorradiografico (Kodak, Sigma)
durante diferentes periodos de tempo. Ap6s o tempo de exposicado, o filme foi retirado e
emerso numa solucdo de revelacdo, esperando alguns minutos até ser possivel a
visualizacdo de bandas. Depois o filme foi passado por agua, colocando se por fim
numa solucdo de fixagdo. Os resultados obtidos foram apos revelacéo, foram scanizados
através de um densitébmero (Bio-Rad) e analisados pelo software QuantityOne 4.6.1
(Bio —Rad).
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Tabela 2. 3 - Anticorpos primarios e secundarios usados para a realizacdo da técnica de
Western Blotting, para comprovar o silenciamento da proteina Spindly.

Anticorpo Diluicao Empresa
Rabbit anti-a-Spindly 1:3000 Sigma
Primarios Mouse anti-a-tubulin 1:5000 Sigma
HRPanti-rabbit 1:1000 Sigma
Secundarios | HRPanti-mouse 1:1500 Vector

Tabela 2. 4 - Anticorpos primarios e secundarios usados para a realizacdo da técnica de
Western Blotting, para comprovar o silenciamento da proteina Cdc20.

Anticorpo Diluicao Empresa

Primarios Mouse anti-Cdc20 p55 | 1:1500 Santa Cruz Biotecnology

Mouse anti-Actina 1:2500 Santa CruzBiotecnology

Secundarios | HRP anti-mouse 1:1500 Vector

9 Extracao e quantificacdo de RNA total

Para se proceder a extracdo de RNA sem que este fosse degradado, todo o material
utilizado era RNase-free, evitando a degradacdo por RNAses. Primeiramente, 0 meio de
cultura foi removido por aspiracdo do frasco T25,as células foram lavadascom PBS1x e
tripsinizadas. A suspensdo celular foi ressuspendidaem3 ml de meio ecentrifugou-se
durante 5min, a 1000rpm, a 4°C. Descartou-se 0 meio de cultura e adicionou-se
rapidamente 1ml do reagente PureZOL(BioRad). O lisado foi deixado a incubar a
temperatura ambiente durante 5 minutos, permitindo a dissociacdo completa dos
complexos proteicos nucleares. Adicionou-se de seguida 200ul de Cloroférmio (Sigma)
e agitou-se durante 15 segundos e deixou-se a incubar durante 5 minutos a temperatura
ambiente, com agitacdo intervalada. Recorrendo a uma centrifugacdo a 12000 rpm
durante 15 minutos a 4°C, foi possivel distinguir trés fases (a fase aquosa, a interfase e a
fase organica). Recolheu-se a fase mais a superficie (fase aquosa) para um tubo livre de

RNAses, sem perturbar a interfase. De seguida adicionou-se 500ul de Alcool
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Isopropilico a fase recolhida (aquosa), agitou-se com cuidado e deixou-se durante 5
minutos a repousar, a temperatura ambiente. Centrifugou-se de novo a 12000 rmp
durante 10 minutos, a 4°C. Apds a centrifugacdo, foi possivel visualizar um sedimento
correspondente ao RNA isolado. Descartou-se o sobrenadante e lavou-se o sedimento
com 1 ml de Etanol a 75%. Realizou-se uma ultima centrifugacéo, a 7500 rpm durante 5
minutos, a 4°C. No final da centrifugacdo, rejeitou-se o sobrenadante e deixou-se 0
sedimento a secar aproximadamente 10 minutos. Por fim o sedimento foi solubilizado
em 20l de agua livre de RNAses e incubado a 4°C overnight. No dia seguinte 0 RNA
isolado foi dividido em aliquotas, armazenadas a -20°C.

Para determinar a concentragdo do RNA (ng/ul) extraido, efectuou-se uma
medicdo da densidade dptica a 260nm, recorrendo ao espectrofotometro NanoDrop
(ThermoScientific). Para verificar a integridade do RNA extraido, correram-se as
diferentes amostras obtidas num gel a 1% (m/v) de Agarose (nzytech) em TAE (1x) e

observou-se o gel no transiluminador (BioRad).

9.1 Desenho de Primers

O desenho dos primers foi feitoatravés de programas bioinformaticos especificos —
Beacon Designer versdo 7.2 e PerlPrimerversdo 1.1.14 (Tabela 2) e sintetizados pela
empresa STABvida (Oeiras, Portugal). A escolha dos primers (Forward e Reverse)a
utilizar para a amplificacdo dos genes pretendidos € um parametro essencial para que se
obtenhauma maxima eficiéncia de reaccdo, para tal foi tido em conta a satisfacdo de
certos parametros(Marshall, 2004):

e Os primers possuissem um tamanho compreendido entre 18-25 bases, a

guantidade de guaninas e citosinas (G/C) entre os 45-55%;

e As temperaturas de fusdo dos pares de primers fossem a mais préxima possivel e

compreendida entre 50°C e 70°C;

e O tamanho dos fragmentos a amplificar de 80-200bp;

e Preferéncia emprimers que se localizassem na jungé@o de exdes de modo a evitar

a amplificacdo do ADN genomico.
Também realizou-se um “blast” contra o genoma humano para verificar a especificidade

da sequéncia dos primers usados.
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Ap0s a escolha dos primers, estes foram diluidos para uma concentracdo final de 10
MM e para cada par realizou-se um PCR utilizando como template o RNA total
extraido de células Hela, com a intuito de confirmar a especificidade e temperatura
de emparelhamento dos primers, bem como a inexisténcia de amplificacdo de ADN

gendmico.

Tabela 2. 5 - Sequéncia oligonucleotidica dos primers utilizadospara a amplificacéo
dos genes Actina, Spindly e CDC20.

Primer Sequéncia de Oligonucleétidos
AT FUSE 5*-AATCTGGCACCACACCTTCTA-3’
Reverse 5’-ATAGCACAGCCTGGATAGCAA-3’
Spindly Forward 5’- CTC AA GAG GCT GAA GAG-3’
- Reverse 5-TGT TCATAACTC TCAGTC ATG-3’
CD20 Forward 5’-CCAGAGGGTTATCAGAACAG-3’
- Reverse 5’-CCACAAGGTTCAGGTAATAGT-3’

9.2 Sintese de cDNA

A sintese de cDNA, foi realizada a partir do RNA total extraido anteriormente,
recorrendo ao kit NZY First-Strand cDNA Synthesis (nzy tech).

A mistura de reacdo foi composta por 10ul de NZYRT 2xMaster Mix, 2ul de
NZYRT Enzyme Mix, 1ug de RNA e dgua DEPC-treated até perfazer um volume total
de 20ul. O programa de PCR compreendeu 10 minutos a 25°C, 30 minutos a 50°C e 5
minutos a 85°C. De seguida colocaram se as amostras no gelo durante 5 minutos e
adicioniu-se 1pl de NZY RNase H (E.Coli) e incubou-se durante 20 minutos a 37°C.

Apds concluida a sintese de cDNA, as amostras foram armazenadas a -20°C.
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9.3 PCR quantitativo em tempo real

Para a realizacdo do PCR quantitativo em tempo real, as reagbes foram preparadas
seguindo o protocolo do kitiQ™SYBR Green Supermix (BioRad), utilizando-se um
volume final de 25ul. Efectuou-se uma diluicdo de 1:10 do cDNA sintetizado e
amplificou-se através do aparelho iQThermalCycler (BioRad). De seguida realizou-se
uma andlise em triplicado de cada um dos genes (CDC20eActina) e efectuou-se também
uma reagdo como controlo negativo de amplificacdo para cada primer(Non Template
Control- NTC) onde se substituiu o cDNA por agua. Tendo em conta que o gene Actina
é expresso constitutivamente de igual forma em todas as células, este foi utilizado como
gene de referéncia (housekeppinggene) para normalizar os niveis de expressdo dos
restantes genes.

10 Ensaio do MTT

Com finalidade de determinar a viabilidade celular ap6s a deplecdo das proteinas
Spindly e Cdc20 em combinagdo com o paclitaxel, plaquearam-se antecipadamente 0,15
x10° células/pogo (MCF-7) e 0,2x10° células/pogo (SW480) em dois pogos individuais,
para cada linha e incubadas durante 24h, a 37°C com 5% de CO2. Apds o periodo de
incubacdo,um dos pocos foi primeiramente transfectado com siRNA correspondente a
linha. Passadas 24 horas, os pocos foram tripsinizados e plaqueados de seguida
0,005x10° células numa placa de 96 pogos. Apds 24h foi adicionado a placa um agente
denominado Paclitaxel (sigma) em diferentes concentracGes,sendo incubada de seguida
por 48h. Concluida a incubacdo, foi aspirado o meio de toda a placa e substituido por
200pl/poco de RPMI/DMEM sem FBS e de seguida 20pl/pogo de MTT (Solugdo MTT
5mg/ml PBS1x, Sigma). A placa foi incubada por 4h a uma temperatura de 37° C com
5% CO2. Passadas as 4h, procedeu-se a sua solubilizacdo com 100ul/poco de uma
solugéo detergente (Isopropanol,Triton x-100 e HCL 37%). De seguida a placa foi
colocada num agitador durante 10 minutos e deixada a incubar por 2h, na auséncia de
luz & temperatura ambiente. Para finalizar foi medida a absorvanciada placa, a 570nm

num leitor de placas (BiotekSynergy 2) atraves do programa Gen5 1.07.
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11 Ensaio de formacéo de coldnias

Com objectivo de determinar a capacidade das células de formar colonias,foi
realizado um ensaio que permite determinar o numero de colonias formado a longo
prazo. Primeiramente plaquearam-se antecipadamente 0,15 x10° células/poco (MCF-7)
e 0,2x10° células/poco (SW480) em dois pogos individuais, para cada linha e incubadas
durante 24h, a 37°C com 5% de CO>. Apos o0 periodo de incubagdo,um dos pogos foi
primeiramente transfectado com siRNA correspondente a linha. Passadas 24 horas, 0s
pocos foram tripsinizados e plaqueadas de seguida0,0045x108 células (MCF-7) e
0,0045x10° células (SW480), numa placa de 6 pocos.Apds 24h foi adicionado & placa
um agente denominado Paclitaxel (sigma) em diferentes concentragdes, sendo incubada
de seguida por 48h no caso do MTT e durante 8 dias (MCF-7) e 10 dias (SW480) para o
ensaio de colonias, a 37°C com 5% CO». Finalizados os dias de incubacdo, as células
foram fixadas com PFA 3,7% durante 5 minutos e de seguida coradas com cristal
violeta (Merck) em agua destilada durante 20 minutos. Procedeu-se a lavagemdos po¢os
com agua destilada. Por fim foram tiradas fotos as colonias formadas através

densitomero (Bio-Rad) e analisadas pelo software QuantityOne 4.6.1 (Bio —Rad).

12 Ensaio de TUNEL (TdT-mediated dUTP-TMR Nick End Labeling)

Com o intuito de detectar se deplecdo das proteinas Spindly e sua combinacao
com o taxol, resultava em morte celular por apoptose, foi realizado um ensaio de
TUNEL, que permitiu detetar células em apoptose através da fragmentacdo do DNA.
Inicialmente for plaqueadas células MCF-7 em seis pogos diferentes, correspondendo ao
controlo positivo e negativo, siSpindly, taxol a 4nM e a combinacéo da deplecdo com o
taxol 4nM. Apds 72h da transfecdo com SiRNA e 48h da adicdo do taxol, as celulas
foram tripsinizadas e procedeu-se a realizacdo do citospin. Apds o citospin as células
foram fixadas em paraformaldeido a 4% durante 10 minutos. De seguida, lavou-se as
células duas vezes em PBS1x, durante 5 minutos. Apds as lavagens, procedeu-se a
permeabilizacdo das células com 0,2% Triton X-100 em PBS1x durante 5 minutos. As
células permeabilizadas foram lavadas, novamente, 2 vezes em PBS1x durante 5

minutos. Procedeu-se ao tratamento de cada amostra, com recurso ao Kit TUNEL
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(Promega) DeadEnd™ FluorometricTunel System. Inicialmente foi tratada a amostra
correspondente ao controlo positivo, onde se adicionou 100l de Tampdo DNAse |
durante 5 minutos. De seguida foi adicionada tampdo DNAse | contendo 5,5/10
unidades/ml de DNAse I, durante 10 minutos. Por fim foi removido o excesso da lamina
e lavou-se as células 3 a 4 vezes com agua ultra pura. Apoés tratadas as células controlo
positivo com DNAses, com o intuito de quebras as ligacbes do DNA, foram tratadas de
seguida todas as amostras, separando as amostras do controlo positivo e do controlo
negativo. Primeiramente foi removido o excesso de liquido das laminas e cobriram-se as
células com 10ul de tampdo de equilibrio, durante 10 minutos. Enquanto as células se
encontravam no tampdo de equilibrio, preparou-se um tampdo de incubagdo rTdT de
acordo com a tabela 6 para as amostras e para o controlo positivo e segundo a tabela 7

para o controlo negativo.

Tabela 2. 6 - Componentes do tampao para amostras e controlo positivo.

Componentes do Volume para um NUmero de Volume dos
tampao total de 50ul reacgoes componentes
Equilibrgation 4A5ul 2 90ul
buffer

Nucleotide Mix 5ul 2 10ul
rTdT 1ud 2 2ul
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Tabela 2. 7 - Componentes do tampao para o controlo negativo.

Componentes do Volume para um Numero de Volume dos
tampao total de 50ul reaccgoes componentes
Equilibrgation 45l 2 45ul
buffer

Nucleotide Mix Sul 2 Sul
Agua ultra pura ul 1 ul

Tendo emconta que as células se encontravam concentradas no centro da lamina ap6s o
citospin as quantidades usadas para a realizacdo do tampédo de incubacdo foram
diminuidas. Adicionou-se 10ul de tampao de equilibrio, 4pl de Nucleotide Mix e 1pl de
rTdT no caso das amostras e controlo positivo, para o controlo negativo, o rTdT foi
substituido por 1ul de &gua ultra pura autoclavada. De seguida removeu se
cuidadosamente o excesso de tampéo de equilibrou e as laminas foram colocadas numa
camara humida, coberta por aluminio e adicionou-se o tampéo de incubacéo durante 60
minutos, a 37°C. Antes de terminar o periodo de incubacdo das células, foi diluido
SSC20x em é&gua ultrapura, obtendo assim SSC2x. Ap6s os 60 minutos, a reacdo foi
terminada mergulhando as células na solugdo SSC 2x por 15 minutos a temperatura
ambiente. De seguida lavou-se as células 3 vezes em PBS1x, 5 minutos cada lavagem.
Apobs as lavagens as laminas foram montadas em Vectashield+ DAPI. As células foram

analisadas por microscopia de fluorescéncia.

13 Analise e tratamento de imagens

As imagens de fluorescéncia foram adquiridas num microscopio confocal
Spinning Disc AxioObserver Z.1 SD (Carl Zeiss, Germany) acoplado a uma camara
AxioCam MR3, deconvulsionadas com recurso ao software AxioVision 4.8.2,

projetadas utilizando o software ImageJ versdo 1.44 e processadas no programa
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PhotoShop CS5 (Adobe Microsystems, CA). A maior parte das imagens foi adquirida
utilizando a objetiva apocromética 63x. Para cada imagem, foram apresentados planos
representativos, adquiridos com Z-stacks, com espagamento de 0,4 um, que demonstram
0 maximo da intensidade de projecdo. As imagens de contraste de fase foram adquiridas
com a objetiva de 10x, num microscépio de fluorescéncia Nikon TE 2000U, equipado
com uma camara digital DXM1200F e controlado pelo software Nikon ACT-1
(Melville, NY).

14 Analise estatistica dos resultados
A andlise dos resultados foi realizada recorrendo a probabilidade associada ao

teste t-Student. Valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente significativos

para umgrau de confianca de 95% e os de p<0.01, para um grau de confianca de 99%.
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Parte 11l — Resultados

1 Avaliacdo do potencial inibidor de pequenas moléculas contra a proteina
BubR1

A BubR1é uma proteina cinase com dupla funcdo, desempenhando um
importante papel quer no “checkpoint” mitotico fazendo parte do complexo MCC
impedindo a transicdo de metafase para anafase, quer no estabelecimento de ligacfes
corretasentre 0s cinetocoros e 0s microtibulos do fuso mitético(38). Estudos de
expressdao de componentes do SAC revelaram uma sobre-expressdo da BubR1 em
varios tipos de tumores sélidos, nomeadamente no cancro hepatico, gastrico, oral e
colo-rectal, tornando esta proteina com potencial terapéutico promissor(39-42). Assim
no presente trabalho fomos avaliar a capacidade de pequenas moléculas em inibir a
proteina BubR1, com base na sua estrutura. As pequenas moléculas utilizadas (B9, B5,
Al10, All e E5) foram disponibilizadaspelo Dr. Victor-Bolanos Garcia, da Oxford

Brookes University, baseada no processo “Structure-Based Drug Design”.

1.2.1 Analise da viabilidade celular

Com o intuito de testar o efeito citotdxico de cinco compostos, em células Hela,
recorreu-se a técnica de MTT que permitiu avaliar a % de viabilidade celular ap6s 48h
da adicdo dos compostos. Para cada composto foram testadas cinco concentragdes
diferentes, sendo a mais baixa de 37,5 pM e a mais alta de 600uM. De seguida
apresenta-se o grafico de viabilidade obtido para cada composto.

Analisadas as viabilidades celulares dos compostos, verificou-se que das cinco
pequenas moléculas testadas, a molécula E5 foi a que demonstrou ter um maior efeito
sobre a viabilidade celular (Gréafico 3.5). Verificou-se que apds a adicdo da menor
concentra¢do do composto E5 (37,5uM) ocorreu um decréscimo de aproximadamente
40% da viabilidade celular, obtendo uma relacdo dose-efeito com o aumento da
concentracdo até 600uM em que observou-se um decréscimo de aproximadamente 80%

da viabilidade celular. Seguida a analise destes resultados, optou-se por analisar o
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fendtipo das células, ap6s a incubacdo com o composto E5 a diferentes concentracdes,

visto ter apresentado os melhores resultados de todos os compostos analisados.
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Graéfico 3. 1 - Viabilidade celular ap6s adi¢do do composto B9
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Graéfico 3. 2 - Viabilidade celular ap6s adi¢do do composto B5
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Graéfico 3. 5 - Viabilidade celular apos adi¢do do composto E5
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1.2.2 Caracterizacdo do mecanismo de acdo do composto E5 e da sua relagdo com
BubR1

Inicialmente, para analisar o fenotipo das células, incubou-se uma cultura de
células HeLa com o composto E5 nas concentracfes de 150uM e 300uM. Estas
concentragdes foram escolhidas visto ser aquele que apresentava um maior
efeito.Através de microscopia de contraste de fase foi avaliado o fendtipo apos
incubagdo do composto, por comparacdo com culturas controlo ou tratadas com DMSO.

Observou-se que apds a incuba¢do com o composto, € possivel detetar uma
acumulacdo das células em mitose, sendo esta paragem mais evidente quando usada a

concentracdo de 300uM (Figura 3.1).

Controlo

- DMSO +DMSO (0,6%)

Figura 3. 1 - Fotos de microscopia de contraste de fase de células Hela tratadas com o
composto ES

Imagens de microscopia de contraste de fase de células controlo sem DMSO (- DMSO)
e controlo com DMSO (+ DMSO (0,6%)) usadas como controlo de citotoxicidade (A).
Células tratadas com composto E5 a150uM e 300uM, mostrando uma acumulagdo das
células em mitose (células redondas) ap6s 24h de incubacéo (B).

35



Resultados

De seguida realizou-se um ensaio em que 0 DNA das células foi marcado com
DAPI, permitindo assim observaros cromossomas condensados para confirmar a
acumulagdo em mitose bem como para detetar anomalias no processo da mitose. Foi
comparado o efeito do composto nas concentracfes de 150uM e 300uM com as células
controlo ndo tratadas, na presenca e auséncia de DMSO.

A marcacdo das células com DAPI revelou que apds 24h de incubacdo com o
composto, muitas células apresentavam cromossomas condensados, confirmando assim
a acumulacéo das celulas mitoticas observadas por microscopia de contraste de fase. Em
mesmo tempo verificou-se que a maioria destas células mitéticas apresentava
cromossomas desalinhos relativamente a placa metafésica. Este efeito era mais visivel a
concentracdo de 300uM (Figura 3.2). A presenca de cromossomas desalinhados
coincide com o papel da BubR1 na estabilidade das liga¢cdes cinetocoro-microtubulos.
Assim € provavel que o composto esteja a inibir esta proteina cinase. No entanto, a
acumulacdo das células em mitose é inesperada para uma proteina envolvida no SAC.
Pelo contrario, a inibicdo de BubR1 deveria promover a saida prematura da mitose e

ndo a acumulacdo em mitose.

Controlo

-DMSO + DMSO (0,6%)
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B. 150 M

E5

300 pM

Figura 3. 2 - Células HeLa marcadas com DAPI, tratadas com o composto E5 (150uM e
300uM)

Controlo sem DMSO (- DMSO) e controlo com DMSO (+ DMSO (0,6%)) usadas como
controlo de citotoxicidade (A). As células marcadas com DAPI, tratadas com o composto
E5 mostram células mitdticas com cromossomas desalinhas (cabeca de seta amarelas),
24h apds de incubagdo com o composto (B).Bar, 5 um

Tendo em conta os resultados do fénotipo ap6s a marcacdo com DAPI, foi
realizado um ensaio de imunofluorescéncia na cultura de células Hela, apo6s a
incubacdo com o composto a 300uM, recorrendo a utilizacdo de anticorpos primarios
contra a proteina BuBR1 (verde) e contra proteina CREST (vermelho), usada com
marcador dos cinetocoros. Os resultados obtidos mostram que apds a marcacdo da
proteina BubR1 nas células controlo, verifica-se que em prometafase € evidente a
presenca da proteina nos cinetocoros. Quando a célula se encontra em metafase a
marcacdo da proteina ndo é detetada, visto que os cromossomas se encontram alinhados
no plano equatorial. Apds a adi¢do do composto E5, a célula apresenta 0s cromossomas
desalinhados no entanto a marcacéo da proteinaBubR1 é detetavel, demonstrando que

possivelmente a incubacdo do composto ndo interfere com a localizacdo da proteina
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BubR1 nos cinetocoros, estando presente a proteina nas células mesmo apds incubacao
com E5 (Figura 3.3). Este resultado sugere que o composto E5 estaria a inibir a
atividade ou interferir com a estrutura da BubR1 sem no entanto afetar a sua localizagéo
no cinetocoro. Assim, é possivel que o composto esteja a inibir a funcdo da BubR1 na
ligacdo cinetocoro-microtubulos sem afetar a sua funcdo no SAC. Tal explicaria a

presenca de cromossomas desalinhados e a acumulacdo das células em mitose.

DNA BubR1 CREST Merge

Figura 3. 3 - Fénotipo das células HelLa resultante da incuba¢do com o composto E5
(300uM)

As células foram tratadas incubadas com o composto E5 a 300uM durante 24h, de
seguida foram marcadas com um anticorpo anti- BubR1 e anti-CREST (marcador de
cinetocoros). O DNA foi marcado com DAPI. Foram usadas células sem qualquer
tratamento como controlo. PM= prometafase; M= metafase. Bar, 5uM. A incubacdo do

composto em células HelLa, ndo demonstra interferir com a localizacdo da proteina
BubR1 nos cinetocoros. Bar, 5 um

Controlo

E5 300 pM

2 Avaliacdo do efeito anti-proliferativo dadeplecdo da proteina Spindly e
da combinacg&o com Taxol

Aproteina Spindly desempenha um papel muito importante na ligacdo dos

cinetocoros aos microtubulos, como foi descrito anteriormente. Assim esta
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proteinapodera ser um novo alvo para interferir com o silenciamento do “checkpoint” e
provocar a paragem das células em mitose.PropGe-se entdo verificar esta possibilidade
bem como a capacidade da deplecdo da Spindly em potenciar o efeito do taxol num

tratamento combinado.

2.1 Eficiéncia da deplecdo da proteina Spindly

Com o intuito de verificar a eficiéncia da deplecdo da proteina spindly foi
realizada a técnica de imunofluorescéncia, 48h ap6s a transfecdo contra a
spindly.Através da observacdo das células MCF-7 controlo ao microscopio de
fluorescéncia, verificou-se a presenca da proteina Spindly nos cinetocoros durante a
prometafase, usando como controlo da posi¢do dos cinetocoros a proteina CREST.A
observacdo das células transfetadas com siSpindly ndo mostrou qualquer marcagdo para
a proteina Spindly, comprovando a eficiéncia do silenciamento da Spindly (Figura 3.4
A).

A deplecdo da proteina Spindly foi analisada também por Western Blotting.
Foram usados a extractos proteicos extraidos 48h apds a transfecdo com siRNA.
Utilizaram-se anticorpos anti-Spindly e anti-a-tubulina. O anticorpo contra a tubulina
foi para comprar as bandas obtidas no controlo e em siSpindly, representando um usado
controlo da quantidade de amostra. Verificou-se a presenca de uma banda nas células
controlo, correspondente a proteina Spindly (70kDA) e estando ausente nas células
transfetadas. Concluida a analise dos resultados da imunofluorescéncia e do Western
Blotting demonstrou-se que o silenciamento da proteina Spindly foi eficiente (Figura
3.4 B).

39



Resultados

Controlo siRNA

siSpindly

Spindly (70kDa)

Deple¢dao=90%

Figura 3. 4 - Eficiéncia da deplecéo da proteina Spindly

Imagens de imunofluorescéncia, de células MCF-7 em prometafase, marcadas com o0s
anticorpos anti-Spindly (vermelho) e anti-CREST (verde), demonstrando a auséncia da
proteina Spindly nos cinetocoros apds a transfecdo com RNAI. Bar, 5 um (A). A
eficiéncia da deplecdo da proteina Spindly foi também demonstrada atraves da técnica
de Western Blotting. Imunoblots de extractos proteicos isolados previamente e apds a
transfeccdo da linha celular MCF-7, demonstrando a deplecdo em 90% da proteina
Spindly (siSpindly) em compara¢do ao controlo (Controlo siRNA), com a a-tubulina
actuando como loading control (B).
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2.2 Fénotipo resultante da deplecdo da proteina Spindly

Ap06s comprovada a deplecao, fomos analisar o fendtipo das células resultante da
deplecédo da proteina Spindly. As células foram marcadas com DAPI, permitindo ver o
DNA das células 48h apos a transfecdo com siSpindly, comparando com o controlo.

Através da marcacdo do DNA ¢é possivel verificar que ap6s a deplecdo da
proteina Spindly as células exibem um fendétipo de desalinhamento, observando-se um

aumento de células mitoticas e maioria com cromossomas desalinhados (Figura 3.5).

ControlosiRNA siSpindly

Figura 3. 5 - Fenotipo resultante da deplecdo da proteina Spindly, por RNAI, na linha
celular MCF-7

Imagens de células controlo e células 48h ap6s a transfecdo com siSpindly, marcadas
com DAPI, mostrando que apds a deplecdo da Spindly se verificam células mitéticas
com cromossomas desalinhados.

Por microscopia de contraste de fase foi também possivel observar uma
acumulacdo de células mitoticas, 48h apds a transfecdo com siSpindly comparando com
as células controlo. (Figura 3.6, A) De seguida procedeu-se a contagem ApoOs a
determinacdo do indice mitdtico, verificou-se que a deplecdo de Spindly apresenta um
indice mitdtico elevado de 43%, com a mesma tendéncia que o efeito do Nocodozole
(63%), comparativamente com as células controlo, confirmando assim o fenétipo de
paragem em mitose causado pela deplecao da Spindly (Figura 3.6 B).Este fenétipo esta
de acordo com o esperado para a deplecdo da Spindly, comprovando a eficiéncia e a

especificidade dos siRNAs usados.
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Controlo siRNA siSpindly Nocodozole

100%
80%
60% %k %k %k

40%
2%

indice mitotico %

20%

0%
Controlo siRNA siSpindly Nocodozole

Figura 3. 6 - Indice mitético resultante da deplecdo da proteina Spindly, comprando
com células controlo e células com adicdo de Nocodozole

indice mitético, nas culturas controlo e transfectada com siSpindly. (A) Imagens de
contaste de fase mostrando uma acumulacdo de células mitéticas apds a deplecdo da
proteina Spindly, em comparagdo as células controlo. Acumulagdo em mitose nas
células transfetadas assemelha-se mais a cultura de células com a adi¢cdo do nocodozole.
(B) Os valores obtidos demonstram uma maior acumulacdo de células em mitose nas
células tratadas com siSpindly, comparativamente ao controlo. As percentagens obtidas
representam a média aritmética + desvio padrdo de trés experiéncias independentes.
***p<0,001

2.3 Efeito anti-proliferativo da deplec@o da Spindly e da combinacéo com Taxol

Nesta seccdo, pretendeu-se analisara viabilidade celular a curto prazo e a
proliferacdo a longo prazo, resultante da deplecdo da proteina Spindly, individualmente

e em combinacgdo com o taxol a diferentes concentracdes.
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2.3.1 Efeito anti-proliferativo a curto prazo

Através da técnica de MTT foi possivel avaliar a viabilidade celular 96h apds
transfecdo com siSpindly e 48h apds a adicdo do taxol. Foram usadas trés concentragdes
diferentes de taxol (2nM;4nM e 10nM), préximas das doses terapéuticas em uso no
tratamento do cancro da mama(43).

Verificou-se que a viabilidade das células transfetadas com siSpindly decresce
significativamente quando comparando com as células controlo (0 nM taxol). No
entanto, a viabilidade apresentada pelas células transfetadas em combinagdo com as
diferentes concentragfes de taxol, ndo sofreu efeito cumulativo em nenhuma das
combinagbes testadas quando comparadas com o efeito singular do siSpindly
(Grafico3.7).1sto sugere que a curto prazo, a simples deplecdo da Spindly tem um efeito
anti-proliferativo superior ao das doses de taxol testadas e que a combinacéo néo resulta

num efeito cumulativo detetavel.

. Controlo
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% Viabilidade celular
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Concentracdo de Taxol

Grafico 3. 6 - Avaliacdo do efeito do silenciamento da proteina Spindlye da
combinacédo com o taxol na viabilidade celular da linha MCF-7.

A deplecgéo da Spindly leva a diminuicdo da viabilidade celular comparando o controlo
a deplecdo da proteina. Nas quatro concentracfes de taxol, comparando com a
combinagdo, ocorre um ligeiro decréscimo na viabilidade celular. As percentagens
obtidas representam a média aritmética + desvio padrdo de trés experiéncias
independentes. *p<0,05
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2.3.2 Efeito anti-proliferativo alongo prazo

Analisada a viabilidade das células a curto prazo, procedeu-sea uma analise da
proliferacdo celular a longo prazo através do ensaio de formagdo de coldnias.Apos 96h
da transfeccdo e 48h apo6s a adicdo do Taxol, foi trocado 0 meio as células e deixadas a
proliferar durante 8 dias. No fim dos 8 dias foi realizado um ensaio de formacédo de
colonias onde o nimero de colonias formadas foi determinado para cada condicao.

Podemos verificar que ap6s a deplecdo da Spindly, o nimero de colonias
decresceu significativamente em comparacao ao controlo (0 nM taxol), baixando de 429
colobnias para 311 coldnias na deplecdo. Apds a adicdo do taxol a 2nM observou-se uma
reducdo significativa no nimero de col6nias comparativamente ao controlo, baixando
de 429 para 346. Este efeito foi mais acentuado apés a adi¢ao do taxol a 4nM, visto que
0 namero de coldnias decresceu de 429 para 278. Quando comparada adi¢do do taxol a
2nM com a combinacdo a 2nM, é visivel um decréscimo significativo no namero de
colonias apds a combinacdo. Na combinacdo a 4nM o efeito € mais evidente,
observando-se um maior efeito na reducdo do numero de colonias comparando com o
taxol 4 nM. (Gréfico 3.8). Apo6s a realizagdo deste ensaio a uma combinacdo de 10nM,
ndo se verificaram quaisquer coldnias formadas, tanto no taxol a 10nM como na
combinacdo a 10nM, sendo que nos replicados da experiéncia ndo foi usada estar
concentracdo. Assim concluiu-se que a combinacdo a 4nM apresenta um efeito mais
evidente na reducdo da proliferacdo celular, comprando ndo sé com o taxol a 4nM como

também comparando com as células controlo e ap6s a deplecdo da spindly.
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Figura 3. 7 - Avaliacdo do efeito do silenciamento da proteina Spindly e da
combinagdo com o taxol na proliferacdo celular a longo prazo da linha MCF-7.

Através do ensaio de formacdo de coldnias podemos verificar que a deplecdo da
Spindly leva & diminui¢do do nimero de col6nias comparando o controlo & deplegdo da
proteina, assim como nas diferentes concentracdes de taxol, em combinacdo com a
deplecdo (A). Os mesmos resultados sdo suportados pela imagem relativa aos pogos
das culturas testadas 8dias ap6s a incubacdo. A imagem presente apenas representa
uma experiéncia (B).Os valores obtidos representam a media aritmética = desvio
padréo de trés experiéncias independentes. ***p<0,001 ****p<0,0001

2.3.3 Analise da morte celular ap6s deplecdo da proteina Spindly

Tendo em conta o efeito anti-proliferativo, apds a deplecdo da spindly e da sua
combinagdo, demonstrado no ensaio anterior, fomos verificar qual seria 0 mecanismo
adotado pelas células MCF-7 para atingir este efeito.Foi realizado um ensaio de
TUNEL,96h apds a transfecdo com siSpindly e 48h apos a adicdo do taxol, com o
objectivo de detetar células em apoptose. Foram testadas 5 culturas distintas, referentes
ao controlo positivo, onde se induziu a fragmentagdo do DNA por DNAses; um
controlo negativo, siSpindly, Taxol a 4nM e a combinacdo da deplecdo com taxol a
4nM.

Verificamos que ap6s a deplecdo da proteina Spindly foi possivel detetar a
presenca de células apoptoticas em relacdo ao controlo negativo. O mesmo se verificou
para a cultura de taxol a 4nM e para combinagdo, em que foi possivel detetar células

apoptdticas em comparagdo com o controlo negativo. No entanto foi apenas realizada
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uma experiéncia nio sendo possivel tirar conclusées. E necesséria a realizacdo de mais
experiéncias para conclusdes definitivas, assim como uma quantificagdo da apoptose
permitindo uma melhor percepcéo do indice apoptotico entre os diferentes tratamentos
(Figura 3.9). No entanto, este resultado aponta para a morte celular por apoptose como
mecanismo que explica o efeito anti-proliferativo da deplecdo Spindly, sendo este efeito

ainda maior quando a deple¢do da Spindly é combinada com o taxol.

Taxol 4nM siSpindly Controlos (+)  Controlo (-)

siSpindly +
Taxol 4nM

Figura 3. 8 - Morte celular por apoptose, analisada através do ensaio de Tunel, na linha
MCF-7, na sequéncia do silenciamento da proteina Spindly e da combinag¢do com o
taxol.

Imagens de tanel (verde) e marcacdo com DAPI (azul), de células MCF-7,
demonstrando a presenca de corpos apoptoticos apos a deplecdo da proteina Spindly,
no taxol so e na combinagé&o.
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3 Avaliacédo do efeito anti-proliferativo da deplecéo da proteina Cdc20 e da
combinacédo com Taxol

A proteina Cdc20 é um co-factor essencial para a ativacdo do APC/C,
permitindo assim aprogressdo da célula na mitose. Quando ocorrem erros durante a
divisdo celular o “checkpoint” mitético é ativado, fazendo com que o complexo do
“checkpoint” mitdtico seja formado. Este complexo é responsavel por sequestrar a
proteina Cdc20, deixando o APC/C inativo. Enquanto a proteina Cdc20 néo ¢ libertada,
a celula ndo consegue transitar da metafase para a anafase. Portanto uma sobre
expressdo desta proteina pode levar a uma activagdo desregulada do APC/C e
consequente saida prematura da mitose. Uma saida prematura da célula da mitose pode
levar a aneuploidia nas células filhas, carateristica bastante comum em diversos cancros
solidos. Varios estudos ja descreveram uma sobre-expressdo da Cdc20 em variados
cancros, associando assim esta sobre-expressdo a proliferacdo desregulada das células
cancerigenas. (25, 44)Tendo em conta o seu papel,proteina Cdc20 podera representar
um novo alvo para interferir com o silenciamento do “checkpoint” e levar a uma
paragem das células em mitose. Assim, como objetivo desta sec¢do, propde-se verificar
esta capacidade,apds a deplegdo da proteina, bem como a sua capacidade de potenciar o

efeito do taxol num tratamento combinado.

3.1 Nivel de expressdo da proteina Cdc20

Neste trabalho foram usadas duas linhas de cancro de colo-rectal — Caco-2 e
SW480- onde primeiramente foi analisada a expressdo da proteina Cdc20 em ambas as
linhas, com o intuito de verificar se esta proteina se encontrava sobre-expressa nas
linhas em estudo,procedendo a sua deplecdo e analise do fendtipo.

Inicialmente, recorrendo a técnica de PCR quantitativo em tempo real, foram
analisados os niveis de expressao da proteina Cdc20 nas linhas celulares Caco-2 e
SW480, tendo como comparacdo uma linha normal de célon, NCM460. Os resultados
obtidos mostraram que 0s niveis de expressdo da proteina Cdc20 encontraram-se
aumentados em ambas as linhas analisadas, estando 3 vezes mais aumentado na linha
Caco-2 e 4 vezes superior na linha SW480 (Grafico 3.10). Verificou-se assim pela

primeira vez, que tanto na linhaCaco-2 como na linha SW480, a expresséo da Cdc20 se
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encontra aumentada, com maior expressdo na linha SW480 Atendendo a este resultado,

optou-se por usar apenas a linha celular SW480nas experiéncias que se seguiram.

Niveis de expressdo normalizados
w

NCM 460 Caco-2 SW480

Graéfico 3. 7 - Expressao relativa dos mRNAs da Cdc20 nas linhas celulares do cancro
colo-rectal.

Os valores obtidos foram normalizados com os niveis de expressdo da actina, e com
valor obtido na linha celular de NCM 460 estabelecido como 1 (100%). Em ambas as
linhas de cancro colo-rectal observa-se uma sobre-expressdo dos genes codificantes da
proteina Cdc20.

3.2 Eficiéncia da deplecdo da proteina Cdc20

Com o objectivo de verificar os efeitos da deplec¢éo da proteina Cdc20 nas linhas
de cancro de colo-rectal, foi utilizada a técnica de RNAI para a deplecdo a proteina.
Ap0s a deplecédo da proteina Cdc20, a eficiéncia da deplecdo foi comprovada através da
técnica de imunofluorescéncia. As células foram transfetadas e 48h depois foram usados
anticorpos primarios e secundarios, permitindo localizar a proteina de interesse nas
células controlo e apds transfec¢do. As células controlo foram inicialmente observadas
ao microscopio de fluorescéncia, onde se verificou a marcacdo da proteina Cdc20
durante a prometafase. A proteina CREST foi usada nesta técnica como controlo da
posicdo dos cinetocoros. Apds a transfecdo ndo se observou marcacdo da proteina
Cdc20. Comparando as células controlo onde se detetou a Cdc20, nas células

transfetadas é visivel uma auséncia da Cdc20, demonstrando a eficiéncia da deplecdo da
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proteina Cdc20 (Figura 3.11). No entanto ndo foi possivel demonstrar a eficiéncia da
deplecdo através da técnica de western blotting, visto que apo6s diversas tentativas a
técnica ndo demonstrou qualquer resultado, sendo apenas possivel verificar a eficiéncia

através de imunofluorescéncia.
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o
N
8]
o
<

(%]

Figura 3. 9 - Eficiéncia da deplecdo da proteina Cdc20 através de imunofluorescéncia,
na linha SW480.

Imagens de imunofluorescéncia, de células do cancro do colo-rectal, em prometafase,
marcadas com 0s anticorpos anti-Spindly (vermelho) e anti-CREST (verde),
demonstrando a auséncia da proteina Cdc20 nos cinetocoros apés a transfeccdo com
RNAI, na linha SW480. Bar, 5 um

3.3 Fenotipo resultante da deplecéo da proteina Cdc20

Apobs a comprovada a eficiéncia da deplecdo da proteina Cdc20, fomos verificar
o efeito da deplecdo sobre a acumulacdo em mitose como seria expetavel, através do
calculo do indice mitético, sendo analisado em culturas controlo, transfetadas com
siCdc20 e na adi¢do do composto nocodozole, como controlo positivo.

Através da observacao por microscopia de contraste de fase, procedeu-se com a
determinacdo do indice mitdtico, em que foi possivel observar um aumento mais
significativo no numero de células mitoticas na cultura transfectada comparando com o
controlo. Verificou-se com estes resultados que a deplecdo da proteina Cdc20 resulta

num aumento, de células em mitose.
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Figura 3. 10 - indice mitético resultante da deplecdo da proteina Cdc20, em linhas
celulares de cancro colo-rectal.

Imagens de contaste de fase de culturas controlo e ap6s a deplecéo da proteina Cdc20,
na linha celular SW480 (A). Os valores obtidos demonstram que existe uma
acumulacdo de células mitéticas apo6s a transfecdo, comprando o controlo (B). As
percentagens obtidas representam a meédia aritmética + desvio padrdo de trés
experiéncias independentes. **p<0,001

3.4 Tratamento combinado siRNAs e Taxol

3.4.1 Efeito a curto prazo da combinagao siRNA com Taxol

Fomos verificar o efeito na viabilidade celular, através do ensaio de MTT,da

combinacdo da deplecdo da proteina Cdc20 com a adicdo do Taxol a cinco
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concentragdes diferentes (2nM;5Nm;10nM;50nM e 100nM), em duas linhas de cancro
de colo-rectal.

Analisada a viabilidade celular, na linha SW480, as células transfetadas
apresentaram um decréscimo significativo, de aproximadamente 25%, da viabilidade
qguando comparando com as células controlo. Quando comparada a combinacdo a 2nM
com o taxol a 2nM verificamos um decréscimo significativo da viabilidade celular, no
entanto este efeito ndo foi cumulativo tendo em conta que comparando com a deplecéo
da cdc20, ndo houve um decréscimo da viabilidade. Por outro lado, nas concentracdes
de 5,10 e 50nM observamos um efeito aditivo, tendo em conta que ocorreu um
decréscimo significativo da viabilidade comparando ndo s6 com o taxol sozinho como
com também com a deplecdo da Cdc20 (Gréfico 3.13). Concluindo, a combinacéo da
deplecdo com a adicdo do taxol nas concentracfes de 5,10 e 50nM apresenta um efeito

aditivo na reducéo da viabilidade celular a curto prazo, na linha SW480.
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Grafico 3. 8 - Avaliacao do efeito do silenciamento da proteina Cdc20 na viabilidade
celular da linha SW480.

A deplecdo da proteina Cdc20 leva a diminuicdo da viabilidade celular comparando o
controlo (0 nM). Observou-se um decréscimo significativo da viabilidade celular apos a
combinacdo a 2nM, 4nM, 10nM e 50nM comparando com o taxol das respetivas. As
percentagens obtidas representam a média aritmética + desvio padrdo de trés
experiéncias independentes. *p<0,05 ***p<0,001
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3.4.2 Efeito alongo prazo da combinacgdo siRNA com Taxol

Procedeu-se a analise da proliferacao celular a longo prazo através do ensaio de
formacéo de colonias 96h apos a transfecdo com siCdc20 e 48h apés a adicdo do Taxol
nas doses terapéuticasde 2nM e 5nM.

Foi visivel através do ensaio de formacdo de col6nias uma diminuicdo
significativa do numero de coldnias apds a deplecdo da Cdc20 em comparagdo com o
controlo(Figura 3.14).Ap6s a comparacdo da combinacdo a 2nM com o taxol
verificamos um ligeiro decréscimo no numero de coldnias. Por outro lado na
concentracdo de 5nM o efeito foi mais evidente, observando-se um decréscimo muito
significativo no nimero de coldnias ap6s a combinacdo (80), quer comparando com 0

taxol a 5nM (118) quer com a deplecao (250).
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Controlo siRNA Taxol 2nM

siCdc20 + Taxol 2nM 5iCdc20 + Taxol 5nM

Figura 3. 11 - Avaliacdo do efeito do silenciamento da proteina Cdc20 na proliferacédo
celular a longo prazo da linha SW480.

Através do ensaio de formacdo de coldnias podemos verificar que a deplecdo da Spindly
leva a diminuicdo do namero de colénias comparando com o controlo. Comparando as
diferentes concentracGes de taxol a respetiva combinacéo também é possivel verificar um
decréscimo no nimero de colonias formadas apds a combinacéo da deple¢do com adicédo
do taxol (A.). Os mesmos resultados sdo suportados pela imagem relativa aos pogos das
culturas testadas 10dias apds a incubacdo. A imagem presente apenas representa uma
experiéncia (B). Os valores obtidos representam a média aritmética + desvio padrdo de
trés experiéncias independentes. *p<0,05 **p<0,001
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Parte IV —Discussao/Conclusao

O presente trabalho consistiu em dois objetivos: i) Avaliagdo de pequenas
moléculas com potencial inibidor da proteina do checkpoint mitético; ii) combinar
drogas anti-mitéticas com o silenciamento de proteinas do SAC, pretendendo combater

as limitagdes e a resisténcia que alguns cancros apresentam a estes agentes.

A necessidade da descoberta de novos compostos com atividade anti-tumoral € uma
realidade hoje em dia, no combate ao cancro.Nesse sentido, foi avaliada a capacidade de
cinco pequenas moléculas em inibir a proteina BubR1, presente no SAC e nas corretas
ligacbes dos cinetocoros aos microtubulos. Inicialmente verificou-se que a apenas
molécula E5 apresentava um efeito mais acentuado e promissor, reduzindo em maior
percentagem a viabilidade celular nas diferentes concentragdes testadas.Com o intuito
de analisar acapacidade desta moléculaeminterferir com a proteina BubR1, foi analisado
o fendtipo apds a incubacdo com a molécula E5 as concentracbes 150uM e 300uM.
Observou-se um aumento inesperado de células mitdticas, visto ndo ser uma
consequéncia da deplecdo desta proteina. No entanto a presenca de cromossomas
desalinhados, sugere que o composto pode estar a inibir a proteina BubR1 interferindo
com a sua funcdo/localizacdo. Para verificarsea molécula E5 apresenta a capacidade de
interferir com a proteina BubR1, realizou-se um ensaio de imunofluorescéncia, que
através da marcacao da proteina BubR1, foi demonstrado que a localizacdo da proteina
ndo e afectada.No entanto a molécula E5 pode estar a interferir com o papel da proteina
na ligacdo dos cinetocoros aos microtubulos. Apesar dos resultados obtidos, ndo é

excluidaa possibilidade desta molécula poder estar a interferir com outras proteinas.

Asegunda parte deste trabalho foi dividida em duas sec¢des, em que a primeira
teve como objetivo avaliar o efeitoda deplecdo da proteina Spindly combinando este
efeito com o agente anti-mitotico- Taxol.

A proteina Spindly esta descrita como uma proteina envolvida nas ligagbes dos
cinetocoros aos microtubulos, contribuindo para o silenciamento do SAC. A sua
deplecdo resulta na incapacidade da dineina de atingir os cinetocoros resultando na

paragem da célula em mitose. Assim sendo, foi proposta a hipotese de que a deplecdo
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da proteina Spindly representa um novo alvo no combate ao cancro, tendo a capacidade
de sensibilizar as células cancerigenas a agéo do taxol.

Apo6s comprovada a eficiéncia da deplecdo da proteina Spindly na linha celular
MCF-7, demonstrou-se que a deplecao da spindly induz uma paragem significativa das
células em mitose.De seguidafoi avaliado o efeito anti-proliferativo da deplecéo
juntamente com a adi¢do do taxol. Verificou-se que ao nivel da viabilidade celular, a
deplecéo da spindly apresentou um melhor efeito anti-proliferativo, tendo em conta que
a combinacdo ndo demonstrou um efeito cumulativo a curto prazo. No entanto, a longo
prazo observou-se um decréscimo significativo da capacidade proliferativa das células
apos a deplecdo da spindly, sendo mais evidente na combinacéo desta com o taxol.Apos
estes resultados verificou-se qual o mecanismo resultante do efeito anti-proliferativo
observado. Apesar dos resultados obtidos serem insuficientes e considerados
preliminares, sugerem que 0 mecanismo por detras deste efeito é a apoptose.

Deste modo, analisando o conjunto de resultados obtidos pode-se concluir que a
hipétese inicialmente proposta foi confirmada. Este trabalho demonstrou assim pela
primeira vez, que a Spindlypodera representar um novo alvo terapéutico e a sua
combinacdo com o taxol revela uma nova estratégia no combate a resisténcia aos

agentes anti-mitéticos

A segunda secc¢do procurou demonstrar o efeito da deplecdo da proteina Cdc20 e
da sua combinacdo com o Taxol.

A proteina CDC20 é uma proteina essencial para a progressdo da célula na
mitose. Mas quando ocorrem erros durante a divisdo celular o SAC é activado, fazendo
com a proteina Cdc20 seja sequestrada impedindo activacdo do APC/C, causando uma
paragem da célula em mitose. Varios estudos demonstraram gque uma sobre-expressao
da Cdc20 esté associada a proliferacdo desregulada das células cancerigenas.

Assim sendo foi proposta a hipotese de confirmar a potencialidade da deplegéo
da Cdc20 como alvo terapéutico assim como o sua capacidade em sensibilizaras células
aos efeito do taxol num tratamento combinado.

Inicialmente foi avaliada a expressdo da proteina Cdc20 nas linhas celulares
Caco-2 e SW480 derivadas do cancro do colo-rectal. Observou-se que 0s niveis de
expressao da proteina Cdc20 encontraram-se 3 vezes mais aumentado na linha Caco-2 e
4 vezes mais na linha SW480, demonstrando assim pela primeira vez uma sobre-

expressdo da Cdc20 nas linhas celulares Caco-2 e SW480.Tendo em conta estes
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resultados optou-se por trabalhar apenas com a linha celular SW480, aquela que
apresentou uma maior expressdo da Cdc20. Apesar de ndo ter sido possivel comprovar a
deplecdo da Cdc20 por western blotting, esta foi demonstrada através da técnica de
imunofluorescéncia. Apos a deplecdo, como seria de esperar, a célula apresenta um
aumento no numero de células mitoticas, no entanto apesar de significativo ndo foi
acentuado, comprando com o controlo. No entanto, observando o efeito combinatorio
da deplegdo juntamente com o taxol, a curto prazo, verificou-se que apés a deplecédo da
Cdc20 a viabilidade celular reduziu significativamente, assim como nasconcentracdes
de 5,10 e 50nM, onde se observou um efeito cumulativo apdés a combinacdo das
diferentes concentragescom a deplegéo da Cdc20. O mesmo se observou a longo prazo,
verificando-se um impacto significativo na reducdo da proliferacdo celular, com maior
énfase na concentracdo de 5nM combinada com a deplecdo. Apesar da proteina Cdc20
ser ja vastamente estudada em diversos cancros, a apresentacdo destes resultados,
confirma-se a hipdtese inicial que a deplecdo da Cdc20 representa um potencial alvo
terapéutico, mediando a saida da mitose por parte da célula, assim como esta possui a

capacidade de sensibilizar as células a acdo do taxol.
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Parte V — Perspetivas futuras

Através do trabalho realizado durante este projeto, foi possivel abrir novas
portas a investigacdo na area da Oncobiologia. O conjunto de resultados obtidos
demonstrou uma contribuicdo para a descoberta de novas terapias anti-tumorias. No

entanto é preciso fortificar os resultados adquiridos.

Dentro do estudo das pequenas moléculas, é necessaria a realizacdo de réplicas do
ensaio de viabilidade celular da molécula E5, com o intuito de validar o resultado
primeiramente obtido. De seguida seria interessante a marcacdo de outras proteinas
envolvidas no SAC, com o intuito de verificar a possibilidade da molécula E5 estar a

inibir outras proteinas.

No ambito da deplecdo da proteina Spindly e da sua combinacdo com o taxol, apesar
dos resultados apresentados se revelarem bastante promissores sera importante uma
consolidacao destes, através de mais estudos, comecando primeiramente pela analise da
expressao da Spindly na linha em estudo, visto nédo ter sido possivel durante a realizacédo
deste trabalho. Através darepeticdo noutras linhas celulares cancerigenas assim como
em linhas celulares normais. O passo seguinte seria estudar este efeito num modelo in
vivosendo a percecdo mais proxima da realidade. Seria importante a analise do ciclo
celular, através do ensaio de citdbmetria de fluxo, permitindo confirmar ndo s6 a
acumulacdo de células na fase M como também reforcar possivelmente a ideia da morte
celular por apoptose. Também para uma melhor compreensdo do que se passa em tempo
real com a célula e de qual o seu destino ap6s a paragem prolongada em mitose, era uma

Otima abordagem a realizacdo de live-cell imaging.

Na ultima sec¢do deste trabalho os resultados obtidos, apesar de complementares
a outros estudos ja realizados, demonstraram mais uma vez o potencial da deplecédo da
Cdc20 como alvo futuro e da sua combinacdo com o taxol. Assim sendo seria
interessante e curioso a passagem destes ensaio de in vitro para in vivo, podendo se
aproximar mais da realidade e dar mais consisténcia aos resultados obtidos. A analise
do ciclo celular representa uma experiéncia muito importante permitindo descobrir a
capacidade da deplecdo e da combinacdo em parar as células na mitose, sendo

adicionalmente acompanhada de live-cell imaging.
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