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RESUMO

O cancro é uma doenga complexa e devastadora que afeta milhdes de pessoas em todo
o mundo, caracterizada pelo crescimento descontrolado de células anormais no organismo. A
quimioterapia € um dos tratamentos mais comuns para o cancro, consistindo na administracao
de agentes quimicos que visam destruir as células cancerigenas ou inibir o seu crescimento.
Dentro dos agentes quimicos, os complexos metalicos tém despertado o interesse na investi-
gagdo médica, pois mostram elevado potencial como agentes quimioterapéuticos eficazes,
devido as suas propriedades Unicas que permitem a combinacdo com diversos ligandos exis-
tindo uma maior seletividade no ataque as células malignas, minimizando o impacto nas célu-
las saudaveis. Este avango representa uma promissora perspetiva para o tratamento do cancro,
em busca de alternativas mais eficazes, menos tdxicas e que evitem o aparecimento de resis-
téncias.

Neste trabalho, varios complexos de cobre (Cu(ll)) e de platina (Pt(ll)) foram testados em
termos de atividade antiproliferativa em culturas 2D de carcinoma colorretal, carcinoma color-
retal resistente a doxorrubicina, carcinoma do ovario e em fibroblastos primarios humanos.

Entre os complexos testados, os complexos Cula, Culb e Pt1a mostram-se como os mais
promissores com maiores indices de seletividade para as células de carcinoma de colorretal
resistente a doxorrubicina (HCT116doxR; ICso de 0,239, 0,290 e 0,683 respetivamente). Os re-
sultados revelam que estes complexos sdo capazes de internalizar nas células HCT116doxR ao
fim de 3h levando a formagdo de ROS com consequente alteracdo do potencial de membrana
mitocondrial e indu¢do de morte celular programada pela via apoptotica intrinseca e por au-
tofagia. Estes complexos interferem ainda na progressdo do ciclo celular com formagdo de
células senescentes, conseguem clivar o DNA plasmidico através de mecanismos oxidativos e

interagir com a albumina sérica bovina (BSA). Verificou-se ainda que os trés complexos atrasam
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o processo de migragdo celular, mas apenas o complexo Pt1a parece ter algum efeito na re-

tardacao da neovascularizacao.

Palavras-chave: Cancro, Quimioterapia, Complexos metalicos, Cobre, Platina, Citotoxicidade
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ABSTRACT

Cancer is a complex and devastating disease that affects millions of individuals world-
wide. It is characterized by the uncontrolled growth of abnormal cells within the body. Chem-
otherapy is one of the most common treatments for cancer, involving the administration of
chemical agents aimed at destroying cancer cells or inhibiting their growth. Among these
chemical agents, metal complexes have attracted considerable garnered interest in medical
research due to their high potential as effective chemotherapeutic agents. This can be credited
to their unique properties that enable them to combine with various ligands, allowing for
greater selectivity in targeting malignant cells while minimizing the impact on healthy cells.
This advancement represents a promising perspective for cancer treatment, seeking more ef-
fective and less toxic alternatives while mitigating the development of resistance.

In this study, several copper (Cu(ll)) and platinum (Pt(ll)) complexes were assessed for
their anti-proliferative activity in 2D cultures of colorectal carcinoma, doxorubicin-resistant col-
orectal carcinoma, ovarian carcinoma, and primary human fibroblasts.

Among the tested complexes, Cula, Culb, and Pt1la complexes emerged as the most
promising ones, displaying higher selectivity indices for doxorubicin-resistant colorectal carci-
noma cells (HCT116doxR) with I1Cso values of 0.239, 0.290, and 0.683, respectively. The results
demonstrate that these complexes are capable of internalizing HCT116doxR cells within 3
hours, leading to the generation of reactive oxygen species (ROS), subsequent alteration of
mitochondrial membrane potential, and induction of programmed cell death through the in-
trinsic apoptotic pathway and autophagy. Furthermore, these complexes interfere with cell cy-
cle progression, induce cellular senescence, cleave plasmid DNA via oxidative mechanisms, and
interact with bovine serum albumin (BSA). It was also observed that all three complexes delay
the cell migration process, although only Pt1a appears to have some effect on retarding neo-

vascularization.
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INTRODUCAO

1.1 Definicdo de Cancro

O cancro é um conjunto de doengas multifatoriais que envolvem complexas modifica-
¢des no genoma das células, podendo manifestar-se em qualquer tecido do corpo. Estas do-
encas caracterizam-se pela desregulacdo dos processos de divisao (ver seccdo 1.3), prolifera-
cao celular e morte celular (ver secces 1.4 e 1.5), resultando num crescimento excessivo inici-
almente reversivel, mas que, devido a acumulagdo sucessiva de alteracdes genéticas e/ou epi-
genéticas, culmina numa elevada instabilidade genética levando ao desenvolvimento de neo-

plasias malignas (Abbas & Rehman, 2018)(Adjiri, 2016).

1.2 Incidéncia, Distribuicdo e Mortalidade

O cancro representa a segunda causa mais comum de morte e constitui um desafio
para o aumento da expectativa de vida em todo o mundo. No ano de 2020, estimaram-se 19,3
milhdes de novos casos e 10 milhdes de mortes por cancro em todo o mundo de acordo com
a Organizacdo Mundial de Saude (Hossain et al., 2022)(Ferlay et al., 2021).

Em 2020, os cancros mais prevalentes foram o cancro de mama, pulmao, célon, reto e
prostata. Para ambos os sexos, a maioria das mortes por cancro ocorreu na Asia com uma
estimativa de 58,3%, onde residem cerca de 59,5% da populagdo global (Sung et al,, 2021).
Apesar de representar 9,7% da populagdo mundial, a Europa é responsavel por cerca de 22,8%

dos casos totais e por 19,6% das mortes por esta doenca.



Os demais casos ocorrem na América do Sul e do Norte cuja incidéncia corresponde a
20,9% e 14,2% da mortalidade mundial (Sung et al., 2021). Em termos de diagndstico, o cancro
da mama é o mais comumente diagnosticado, representando aproximadamente 11,7% dos
casos, seguido pelo cancro de pulmao (11,4%), colorretal (10,0%), prostata (7,3%) e estdbmago
(5,6%) (Sung et al., 2021).

A maior causa de morte por cancro, € o cancro de pulmao responsavel por 18,0% de
todas as mortes seguido do colorretal (9,4%), figado (8,3%), estdmago (7,7%) e cancro de
mama feminino (6,9%). Apesar de uma variagdo regional significativa, a taxa de incidéncia de
todas as neoplasias combinadas foi superior em homens em relacdo a mulheres em 2020
(Sung et al,, 2021).

Segundo a WHO ( do inglés World Health Organization), em Portugal no ano de 2020,
para ambos os sexos foram registados novos casos de cancro. O mais prevalente com 17,4%
dos casos foi o cancro colorretal, seguido o cancro da mama com 11,6 % e cancro do pulmao
com 9%. Analisando a incidéncia especifica por género, em homens a maior ocorréncia foi de
cancro da prostata, representando 20% dos casos, seguido do cancro colorretal com 19%. Ja
em mulheres, o cancro da mama foi o mais comum com 26,4% seguido do cancro colorretal
com 15,3%. Em Portugal, em termos de mortalidade o cancro do pulméo lidera como principal
causa seguido do cancro colorretal (Globocan, 2021).

Estes dados sdo relevantes para compreender a necessidade de novas estratégias de
prevencao, diagnostico precoce e de tratamento, com o objetivo de reduzir o impacto destas

doencas nas populagoes.

1.2.1 Carcinoma colorretal e de ovario

O cancro do colorretal € o terceiro cancro mais frequente no mundo em homens e o
segundo mais comum em mulheres (Sung et al., 2021). Atualmente ocupa o segundo lugar em
termos de mortalidade da populacdo. As estatisticas sdo consequéncia de diagnosticos tardios
em estadios clinicos avangados (Sung et al., 2021). Em 2020, foram diagnosticados mais de 1,9
milhdes de novos casos de cancro com um registo de 935 000 mortes relacionadas a doenga.

O numero de casos de cancro do colorretal apresenta uma incidéncia aproximada-
mente quatro vezes maior em paises desenvolvidos em comparacao com paises em desenvol-
vimento, contudo ocorre maior mortalidade em paises em desenvolvimento (Rawla et al,

2019). Em paises desenvolvidos, a incidéncia do cancro colorretal tende a aumentar



normalmente com o indice de desenvolvimento humano e por isso é considerado um marca-
dor de desenvolvimento socioecondmico (Keum & Giovannucci, 2019). O padréo de alimenta-
cao ocidental, estilo de vida sedentario e o aumento da obesidade estao entre os fatores de
risco que aumentam com o indice de industrializacdo do pais e com o crescimento econémico
(Keum & Giovannucci, 2019). Assim, ao evitar tais fatores é possivel diminuir os casos de cancro
colorretal até 40% (Sung et al., 2021).

O cancro colorretal pode ser prevenido através de uma triagem em massa através de
servicos de diagndsticos e de tratamento. Os principais métodos de diagnéstico sdo a colo-
noscopia e testes imunoquimicos fecais (Keum & Giovannucci, 2019). Através de sintomas es-
pecificos gastrointestinais pode-se suspeitar da doenca. O encaminhamento para um diagnos-
tico esta relacionado com o aparecimento de sangramentos retais, habitos intestinais irregu-
lares, a presenga de uma massa e dor abdominal, perda de peso sem explicagdo e anemia por
deficiéncia de ferro (Sawicki et al.,, 2021).

O cancro do ovario é uma doenca grave e devastadora ocupando o lugar de maior
causa de morte no mundo entre as neoplasias ginecoldgicas, com o pico de incidéncia em
mulheres com idades entre os 55-64 anos. E considerada a quinta causa de morte mais fre-
quente em mulheres com a estimativa de cerca de 295 000 mulheres diagnosticadas a cada
ano (Croft et al,, 2021; Debela et al., 2021).

A taxa de sobrevida dos doentes num estadio inicial é de 90%, cerca de 75% em casos
de difusdo regional e de 29% em casos de metastase (Debela et al., 2021) O cancro do ovario
é responsavel por 5% das mortes relacionadas com cancro em mulheres, uma vez que o diag-
néstico sé é possivel em estados avangados da doenca, que normalmente estdo associados a
um mau prognostico e elevadas taxas de mortalidade (Mogos et al.,, 2022).

Varios sao os fatores de risco associados: mulheres em pds-menopausa, aumento da
idade, estadio avangado da doenga e menores taxas de sobrevida. Este tipo de cancro apre-
senta varios sintomas, entre eles dor pélvica e abdominal, aumento do inchaco abdominal e

dificuldade na alimentacao (Dilley et al., 2020).



1.3 Regulagao do Ciclo Celular

Tal como descrito acima, o desenvolvimento de cancro pressupde a desregulagdo de
processos intrinsecos na célula, como a divisdo e proliferagédo celular. O controlo do ciclo ce-
lular é um processo estritamente regulado e organizado de modo a assegurar a correta dupli-
cagao do DNA (replicagdo), segregagao dos cromossomas homodlogos para lados opostos na
célula e a divisdo de uma célula em duas células filhas (citocinese) (Otto & Sicinski, 2017).
Todos estes processos sdo complexos e por isso altamente controlados por varias proteinas
essenciais, em pontos chave do processo, permitindo que quaisquer alteracdes sejam deteta-
das a tempo (Vermeulen et al., 2003).

O ciclo celular depende de quatro fases claramente definidas: a fase G1, S, G2 e M. Na
fase G1 (Fase 1), ocorre o aumento do tamanho da célula e inicia-se a transcricdo de genes,
que sao traduzidos em proteinas reguladoras do ciclo celular, as ciclinas. Na fase S, também
conhecida como fase de sintese, ocorre a replicacdo de todo o genoma da célula (Tan et al.,
2017). Na fase G2 (fase 2), a célula prepara-se para a divisdo celular e sdo verificados erros de
tamanho e de duplicacdo do DNA. A fase M inclui a mitose e a citocinese, desintegra¢do da
membrana nuclear, condensa¢do de cromatina e segregacdo do DNA (4n) em duas células
filhas diploides (2n). A mitose é ainda dividida em cinco subfases: profase, prometafase, meta-
fase, anafase e teléfase (Wang, 2021).

Cada fase depende da conclusao adequada da fase anterior caso contrario as células
podem ficar retidas na fase GO temporariamente ou de forma permanente (Coller, 2020)
(Wang, 2021).

O ciclo celular progride sob a regulacao de duas classes de proteinas, nomeadamente
as ciclinas e as cinases dependentes de ciclinas (CDK em inglés: cyclin-dependent kinases). As
CDK pertencem a familia de proteinas quinases serina/treonina que, em pontos especificos do
ciclo sdo ativadas por sinais mitogénicos ou inibidas por inibidores de CDK (CDKI) (Barnum &
O’Connell, 2014). Durante a progressao do ciclo celular, os niveis de proteinas CDK permane-
cem estaveis, porém podem ocorrer flutuacdes, em momentos apropriados, pela ativacao de
diferentes ciclinas (Barnum & O'Connell, 2014).

Durante o ciclo celular, existem proteinas especificas ativas em cada fase: CDK4, CDK6
e CDK2 durante a fase G1, CDK2 na fase S e CDK1 nas fases G2 e M (Figura 1.1) (Vermeulen et
al., 2003). Na fase GO/G1, ocorre a fosforilacao da proteina do retinoblastoma (RB, retinoblas-

toma protein) através de complexos CDK-ciclinas, formadas por ciclinas do tipo D em conjunto
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com CDK4 e CDK®6. A proteina do retinoblastoma estimula a libertagdo de fatores de transcri-
¢ao, como E2F e ativam a transcricdo dos genes responsaveis pela producao das ciclinas do
tipo A e E. A transicdo da fase G1 para a fase S é facilitada pela ciclina E, que se associa com
CDK2 e completam a fosforilacdo de Rb (Wang, 2021).

Durante a fase S, os niveis de ciclina A aumentam e formam um complexo com CDK2,
essencial para a progressao do ciclo. No final da fase G2, o complexo ciclina A-CDK1 inicia a
fase M (Vermeulen et al., 2003). Nesta fase ultima fase, os complexos CDK1/ciclina B conduzem

a conclusao da mitose (Figura 1.1) (Wang, 2021).

CDK4/6
H Ciclina D
(Fase Gn) E2F RB
repouso
S CDK2
6
Ciclina E
Checkpoint M/G,;
CicloCelular  .______.. Checkpoint G./S
CDK1 M

6 S

Checkpoint G, /M

CDK1

Figura 1.1- Representacdo da regulacdo do ciclo celular. Identificagdo dos checkpoints e componentes envolvidos

na regulacdo, CDK e ciclinas. Adaptado de (Vermeulen et al., 2003). Criado através do Biorender.

De modo a prevenir quaisquer erros que possam ocorrer, o ciclo celular é altamente
controlado por checkpoints durante as mudancgas de fase (Tan et al., 2017). Sao trés os pontos
de controlo do ciclo celular: G1/S, G2/M e M/G1 (Figura 1.1). Em resposta a danos no DNA,
existem proteinas que detetam e sinalizam esses danos de forma a interromper ciclo (Visconti

et al, 2016).

CheckpointG1/S: quando ocorrem quebras na cadeia dupla de DNA, em G1, é acionada
a quinase ataxia telangiectasia mutated (ATM) que sinaliza a presenga de danos para proteinas
reguladoras do ciclo. A ATM fosforila a quinase do checkpoint 2 (Chk2) que ativa a sua fungédo

de verificacdo e desta forma, as células sdo impedidas de prosseguir para a fase S.



Este checkpoint é ainda dependente da proteina supressora tumoral codificada pelo
gene 7P53, a p53 que é fosforilada pela ATM. Quando a p53 ¢ ativada e estabilizada induz a
expressao de varias proteinas, incluindo p21. A p21 é uma proteina inibidora dos complexos
ciclina A/CDK?2 e ciclina E/CDK2 que impede que o ciclo progrida para a fase S (Visconti et al.,
2016).

Checkpoint G2: os danos provenientes da fase S podem ser de vérios tipos entre eles a
estagnagao das forquilhas de replicagdo, excisdo/reparo de nucleétidos ou quebras na dupla
cadeia de DNA. O dano é normalmente detetado pela proteina Ataxia Telangiectasia and Rad3-
related (ATR) que mobiliza o checkpoint G2/M impedindo que as células entrem em mitose
(Visconti et al.,, 2016). Este bloqueio é fundamental para garantir que danos no DNA nao sejam
transmitidos para as células filhas formadas na mitose. As células que entram forcosamente
em mitose podem sofrer interrupgdo do crescimento ou catastrofe mitotica.

As células cancerigenas muitas vezes possuem checkpoints defeituosos, maioritaria-
mente devido a mutagdes no 7P53 e/ou em vias de reparo de danos no DNA, que leva a que
a divisdo celular progrida sem controlo. No entanto € possivel interromper o ciclo celular e
evitar a morte por danos se os restantes checkpoints funcionarem corretamente (Visconti et
al., 2016).

14 Carcinogénese

A carcinogénese é assim, um processo complexo em que células saudaveis se transfor-
mam em células tumorais hiperproliferativas por perda do controlo do ciclo celular, incapaci-
dade de reparar danos no DNA e acumulagdo sucessiva de mutagdes que originam uma ins-
tabilidade genética exacerbada (Smith et al., 2020).

Conforme Hanahan e Weinberg, o desenvolvimento tumoral engloba varias caracteristicas
especificas (Hallmarks) que sdo inerentes as células tumorais (Figura 1.2) (Hanahan & Wein-
berg, 2011; Welch & Hurst, 2019). Entre elas encontram-se a resisténcia aos inibidores de cres-
cimento, autonomia, a resisténcia a morte, alteracbes no metabolismo, imortalidade, capaci-
dade de produzir angiogénese sustentada e inflamacdo/invasdo (Abbas & Rehman,
2018)(Welch & Hurst, 2019) (Figura 1.2). A sobrevivéncia das primeiras células com caracteris-
ticas tumorigénicas deve-se em parte a falhas nos mecanismos de reparacao e de indugao de
apoptose ou falhas na indugdo de senescéncia (Adjiri, 2016).

6



Nos estadios mais avancados da doenca as células passam por processos de invasao local

e de metastizagdo para outras localizacbes/tecidos ou 6rgaos (Adjiri, 2016).
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Figura 1.2 -Representacdo de caracteristicas especificas inerentes no desenvolvimento de cancro criadas por Ha-

nahan e Weinberg. Adaptado de (Hanahan & Weinberg, 2011) Criado com Biorender.

A carcinogénese pode ser subdividida em quatro fases fundamentais:

Iniciacdo do tumor:

A iniciacdo tumoral envolve alteracdes celulares espontaneas ou iniciadas maioritaria-
mente devido a acdo de um agente carcinogénico endégeno ou exdégeno que normalmente,
causa danos genéticos irreversiveis em células proliferativas que adquirem caracteristicas que
Ilhes permite sobreviver ao longo do tempo (Choudhuri et al., 2018; M. Yang & Park, 2012).
Assim, os tumores desenvolvem-se através da aquisi¢do de alteracdes ou mutagdes epigeneé-
ticas em genes que controlam a divisao celular. Estes sdo considerados eventos iniciadores

tumorais pois comprometem o normal funcionamento do ciclo celular (Choudhuri et al., 2018).

Promocao do tumor:
A promocao tumoral compreende a expansao clonal de células iniciadas produzindo

uma populagdo de células com maior propensdo a novas alteragdes genéticas. Isso afeta genes



envolvidos em importantes vias de sinalizacdo de proliferacao, resultando num crescimento
descontrolado. A taxa de acumulagdo de mutagdes é proporcional a taxa de divisdo celular
(Choudhuri et al., 2018).

Conversao maligna:

A conversdo maligna é o processo pelo qual uma célula pré-neoplasica se transforma
numa célula com fendétipo maligno através de um processo que requer alteragdes genéticas
adicionais, suficientes para conferir autonomia (ex. reparacdo do DNA, etc). Conforme o nu-
mero de mutacdes somaticas aumenta, a probabilidade de formagédo do tumor aumenta igual-

mente (Hyndman, 2016).

Progressdo do tumor/ metastase:

A progressdo tumoral € um processo gradual em que o fenotipo maligno é expresso e as
células tendem a adquirir caracteristicas cada vez mais agressivas e invasivas ao longo do
tempo. Isso inclui a ativagdo da angiogénese e a invasdo de tecidos adjacentes (Choudhuri et
al. 2018). A capacidade das células disseminarem para novos locais ocorre através de uma série
de regulacbes positivas de protéases, que degradam a lamina basal, possibilitando a invasdo

para os vasos sanguineos e linfaticos (Hyndman, 2016).

1.4.1 Oncogenes e Genes Supressores

Existem trés tipos de genes importantes cuja regulacdo é alterada em contexto de de-
senvolvimento tumoral: genes de reparo de DNA, proto-oncogenes e genes supressores de
tumor. Em condi¢des normais, estes genes permitem a protegado das células evitando a fixacao
de mutagdes no DNA mas, quando desregulados, podem levar ao desenvolvimento de cancro
(Vogelstein & Kinzler, 2004).

A ativagdo de oncogenes (geralmente associado a presenca de mutacdes ativadoras
em proto-oncogenes) tem um papel relevante no desenvolvimento tumoral uma vez que ati-
vam vias de sinalizacdo muitas delas associadas a progressdo do ciclo celular e proliferacdo
(Asimgil et al., 2022).



O gene Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog (KRAS) é um dos oncogenes
mais frequentemente mutado em multiplos tipos de cancro, bem como no cancro colorretal
(Asimgil et al., 2022). O gene codifica a proteina de ligacdo GTP/guanosina difosfato (GDP),
que pertence a familia RAS da guanosina trifosfatase (GTPase). A proteina KRAS atua alter-
nando o seu estado inativo ligado a GDP ou um estado ativo ligado a GTP (Zhu et al., 2021).
Quando ocorrem mutacdes no local de ligagdo do GTP gera resisténcia a hidrolise de GTP pelas
proteinas ativadoras de GTPases (GAPs) resultando em KRAS constitutivamente ativo. As mu-
tagdes no gene KRAS podem impulsionar o crescimento celular descontrolado, bem como a
transicao epitelial-mesenquimatosa, o que o torna um alvo de interesse para investiga¢oes
como potencial aplicagdo terapéutica (Asimgil et al., 2022).

Os genes supressores de tumor sdo genes que desempenham um papel crucial na re-
gulagdo do crescimento/progressao do ciclo celular. As mutacdes que causem a perda da fun-
cao destes genes foram detetadas em varios tipos de cancro, incluindo o cancro do pulmao,
colorretal, ovario, entre outros (Joyce et al., 2022). Estes genes sdo normalmente recessivos em
tumores, o que significa que ambos os alelos se encontram inativos, resultando na perda total
da funcdo do gene. O gene supressor 7P53, também conhecido como “"Guardido do genoma”,
codifica para a proteina 53 (p53) que controla eventos celulares como senescéncia, expressao
de proteinas reguladoras do ciclo celular, mecanismos de reparo de danos no DNA e despoleta
quando necessario, 0 mecanismo de morte celular programada (Feroz & Sheikh, 2020; Goh et
al., 2011). Em caso de dano nado reparavel, a p53 ira ativar proteinas pré-apoptoticas desenca-
deando a apoptose (Weston, 2003). Na maioria dos cancros observa-se uma mutacao bialélica

com perda de funcao do gene 7P53 (Joyce et al., 2022).

1.4.2 Microambiente tumoral e Metastase

Os tumores desenvolvem-se num microambiente complexo relativamente dinamico e
organizado que influencia o crescimento, a invasdo e metastase de células cancerigenas (Ar-

neth, 2020).

1.4.2.1 Microambiente do tumor

O microambiente tumoral (em inglés Tumor microenvironment- TME) é constituido por
células tumorais, fibroblastos, imunes, endoteliais, matriz extracelular, e moléculas de sinaliza-

cao (Arneth, 2020). As células tumorais e o TME estdo em constante comunicacao através de



interacOes célula-célula e via moléculas mediadoras dessas interagdes (moléculas, vesiculas
extracelulares, entre outros fatores). Essas interacdes sao responsaveis pela transferéncia hori-
zontal de informacao genética entre os diferentes componentes (Baghban et al., 2020). Além
disso, o TME desempenha um papel essencial na sobrevivéncia das células tumorais em todos
os estadios da carcinogénese (Arneth, 2020).

O TME é altamente variavel e depende das caracteristicas do tumor, da localizacao e o
estadio de progressdo. Este ambiente complexo também desempenha um papel central na
regulacdo de fendmenos de resisténcia a farmacos, progressao do tumor e o progndstico do
doente (Anderson & Simon, 2020; Arneth, 2020). Para além disso, favorece a heterogeneidade
intratumoral e intertumoral.

As células endoteliais estdo envolvidas ndo apenas na fase inicial da evolugao do tumor,
promovendo a oxigenagdo do tecido tumoral e fornecimento de nutrientes (Fares et al., 2020),
mas também tém um papel preponderante a medida que o tumor aumenta de tamanho. Estas
células auxiliam o tumor a superar as condi¢des héstis no seu centro, como a deficiéncia de
nutrientes e a hipoxia, promovendo a formacdo de vasos por meio da excrecdo de fatores de
crescimento endotelial vascular A (VEGFA) (Arneth, 2020).

As células imunes tém diversas fungdes no TME, nomeadamente os macréfagos asso-
ciados ao tumor (em inglés Tumor-Associated Macrophages- TAMs) que apresentam a capa-
cidade de suprimir resposta imunoldgica anti-tumoral e cuja presenca tem sido diretamente
relacionada com um prognostico desfavoravel (Arneth, 2020).

A matriz extracelular (MEC) é uma estrutura semelhante a um hidrogel que compreende
uma vasta rede de macromoléculas, tais como proteinas, enzimas, glicoproteinas e colagénio,
entre outras, com uma influéncia bastante importante no desenvolvimento e progressao de
tumores. Adicionalmente, contém componentes teciduais ativos que interferem com a adesao,
proliferagdo celular e comunicagdo célula-célula através de integrinas (Arneth, 2020).

Os fibroblastos associados ao cancro (conhecidos em inglés como Cancer associated
fibroblasts - CAFs) sao parte integrante do estroma do TME com um papel crucial na progres-
sao do tumor, migragao celular e imunossupressao (Bauleth-Ramos et al., 2020).

A plasticidade fenotipica das células cancerigenas permite que estas se adaptem a mi-
croambientes diversos, modelando a composi¢ao estromal de modo a irem adquirindo vanta-
gens competitivas promovendo assim um ambiente propicio a metastizacao (Fares et al., 2020;
Ganesh & Massagué, 2021).
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14.2.1 Metastase

A metastase é o termo usado para o desenvolvimento de tumores secundarios distan-
tes do primeiro local de origem. Ocorre quando as células tumorais deixam o local primario
onde o tumor se originou, circulam através da corrente sanguinea ou do sistema linfatico,
fixando-se num novo local e conseguindo escapar de novo ao sistema imunoldgico. O pro-
cesso de metastase esta dividido em varias etapas: invasdo e migragao, intravazamento, disse-

minacao e transporte (Figura 1.3) (Welch & Hurst, 2019).
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Figura 1.3- Representacdo do processo de metastase. O tumor primario invade e migra através do epitélio do tumor.
O intravazamento através de vasos linfaticos ou sanguineos permite o inicio do processo de metastase. As células
tumorais disseminam-se para outras partes do corpo e colonizam. Adaptado de (Ruiz-Espigares et al., 2021). Criado
através do Biorender.

A transicao epitelial-mesenquimal (do inglés Epithelial-mesenchymal transition- EMT)
esta a ser explorada como papel fundamental no processo de metastizacao. As células capazes
de invadir metastaticamente geralmente precisam passar por varias etapas de reprogramacao,
assim como de adaptagdo metabdlica e sobrevivéncia (Fares et al.,, 2020).

Ao contrario dos tumores primarios, que podem ser tratados por cirurgia local ou ra-
dioterapia, um tumor metastatico passa a ser tratado como uma doenca sistémica (Ganesh &
Massagué, 2021). Além de estar diretamente correlacionada com a malignidade do cancro e a
falha de tratamento, a metastase é a principal causa de mortalidade em mais de 90% dos
doentes (Fares et al., 2020).

A compreensdo das interagdes do microambiente tumoral ajuda a implementagdo de
normas terapéuticas que visam a interrupcdo das interagdes das células tumorais com outros

componentes.
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1.5 Mecanismos de morte celular

O processo de morte celular é essencial que mantém a homeostase e o equilibrio dos
organismos multicelulares. No cancro frequentemente ocorrem alteragdes na indugao/regu-
lacdo da morte celular. De modo a desenvolver tratamentos contra o cancro é essencial enten-
der os varios mecanismos despoletados que levam a perda de viabilidade celular pela indugdo

de morte celular (D'Arcy, 2019).

1.5.1 Apoptose

Apoptose é uma das formas de morte celular considerada como programada (tipo 1)
que se manifesta por alteraces morfoldgicas da membrana celular, retraimento das células,
formacao de corpos apoptoticos, condensagdo da cromatina, fragmentacdo do DNA e lise da
membrana nuclear (Nirmala & Lopus, 2020). Este mecanismo de morte normalmente é um alvo
da terapéutica anticancerigena (Baskar et al., 2012).

A apoptose é despoletada por trés diferentes vias: via intrinseca, via extrinseca e stress
do reticulo endoplasmatico (via induzida) e distingue-se dos restantes mecanismos de morte
pela auséncia de dano sistémico e de inflamacao. A auséncia de inflamacdo deve-se essenci-
almente a libertacao de nucledtidos de adenosina 5'-trifosfato (ATP) e uridina-5'-trifosfato
(UTP) que servem como sinalizadores para os macroéfagos que tém um papel fundamental na

supressao da inflamacdo (Figura 1.4) (Nirmala & Lopus, 2020).

Via extrinseca: Conhecida como via dos recetores de morte desencadeada por estimu-
los externos (Cooper, 2018). O processo de apoptose extrinseca € iniciado pela ligagado de li-
gantes extracelulares, como o fator de necrose tumoral (TNF) e o ligante Fas (Fas-L) aos rece-
tores de morte transmembranares, fator de necrose 1 tumoral (TNFR1) e o recetor Fas (FasR),
respetivamente (Nirmala & Lopus, 2020). A ativacao destes recetores, leva ao recrutamento de
outras proteinas adaptadoras e procaspases iniciadoras (pro-caspase-8 e procaspase-10) com

dominios de morte e com locais de ligagdo para diferentes caspases (Nirmala & Lopus, 2020).
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A procaspase-8 é recrutada e ativa o complexo de sinalizacdo indutor de morte (DISC).
resultando na ativagdo de caspases iniciadoras, geralmente a caspase-8 ou a caspase-10. As
caspases iniciadoras ativam procaspases executoras (procaspase-3, procaspase-6 e procas-

pase-7) desencadeando a apoptose (Figura 1.4) (Nirmala & Lopus, 2020).

Via intrinseca é medida através do stress celular e mediada por mitocondrias.

Esta via desencadeia a permeabilizacdo da membrana mitocondrial (do inglés MOMP
com o auxilio de proteinas pro-apoptoticas da familia BCL-2 que inclui Bc/-2 associated X pro-
tein (Bax)/Bcl-2 homologous antagonist/killer BaK) com a capacidade de criar poros na mem-
brana mitocondrial (Cavalcante et al., 2019). Esse processo, por sua vez, desencadeia a liberta-
¢ao do citocromo C que se associa ao fator de ativacdo da protease apoptética 1 (APAF-1) e
procaspase 9 formando o apoptossoma (Bedoui et al., 2020). No apoptosoma, a procaspase 9
é ativada em caspase 9 que ativa outras caspases a jusante (caspases 3 e 7) (Figura 1.4) (Bedoui
et al., 2020). As mitocdndrias ainda libertam outras proteinas pré-apoptoticas, entre elas o
fator indutor de apoptose (AIF) que se transloca para o nucleo e facilita a fragmentacao do
DNA e condensacao da cromatina. Além disso, a endonuclease G e a Second mitochondria-
derived activator of caspase (SMAC) inibem as proteinas inibidoras de apoptose (IAPs) impe-
dindo a inibicao da caspase 9. Para além das proteinas mencionadas, a proteina Bim quando
é ativada mantém a proteina anti-apoptética B-cell lymphoma-2 (BCL-2) inativa (Figura 1.4)

(Nirmala & Lopus, 2020).
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Figura 1.4- Mecanismos de morte celular através de apoptose. Duas vias estdo representadas: via extrinseca (na
direita) e via intrinseca (na esquerda). A via intrinseca é despoletada por estimulos internos (exemplos: Bax, BCL-2
que permitem a libertagdo do citocromo c e subsequente ativagdo das caspases. A via extrinseca é dependente de
estimulos externos despoletada por recetores de morte e os seus ligantes com consequente ativacdo de caspases.
Abreviacdes: Bcl-2-associated X protein (Bax); B-cell ymphoma-2 (BCL-2); mitochondrial outer membrane permea-
bilization (MOMP); Apoptotic protease activating factor 1 (Apaf-1); Second mitochondria-derived activator of
caspase (SMAC); X-linked inhibitor of apoptosis protein (XIAP); BH3 Interacting Domain Death Agonist (BID); Fas
Associated Via Death Domain (FADD); cellular FLICE-inhibitory protein (C-Flip); B-cell lymphoma-extra large (BCL-
xl); tumor protein p53. Adaptado de (Cavalcante et al., 2019). Criado através do Biorender.

1.5.2 Autofagia

Autofagia € uma forma de morte celular programada que esta intimamente ligada ao
reticulo endoplasmatico. Neste processo, os componentes celulares sejam eles de origem en-
dogena ou exdgena, sdo degradados pela agdo dos lisossomas, que reciclam componentes
celulares danificados ou envelhecidos (Yun & Lee, 2018).

Existem 3 tipos principais de autofagia: macroautofagia (referida como autofagia), mi-
croautofagia e autofagia mediada por chaperonas (Denton & Kumar, 2019). A microautofagia
distingue-se das restantes pelo mecanismo de transferéncia dos componentes celulares atra-

vés de invaginagdes membranares diretamente para o lisossoma. A autofagia mediada por
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chaperonas envolve uma transferéncia seletiva de proteinas através da membrana do lisos-
soma mediado por chaperonas (Denton & Kumar, 2019).

A autofagia é ativada em resposta a patologias, flutuagdes nos niveis de nutrientes e
condicdes de stress como hipoxia, stress oxidativo ou agregagdo anormal de proteinas (Denton
& Kumar, 2019). E um processo complexo que abrange diversas etapas distintas de iniciacdo,
nucleacdo, alongamento e maturacao, fusao, degradagao e reciclagem do conteldo do auto-
fagolisossoma (Dikic & Elazar, 2018).

A macroautofagia tem inicio com a formacao de estruturas de dupla membrana deno-
minados de autofagossomas, que degradam componentes celulares como proteinas com
tempo de semi-vida longo, agregados de proteinas e organelos em excesso ou danificados.

O processo de autofagia é particularmente conservado e regulado por genes relacio-
nados com a autofagia (ATGs) (Denton & Kumar, 2019). A ativacdao ocorre através da combi-
nacao de cinases, entre elas, proteina cinase ativada por AMP 5' (do inglés 5' AMP-activated
protein kinase -AMPK) e o alvo mecanistico da rapamicina (mTOR), que sdo os principais re-
guladores positivos e negativos da autofagia, respetivamente (Yun & Lee, 2018). Em condigdes
de stress, mTOR é inativado e permite a expressao de proteinas codificadas por genes ATG
que ativam o processo de autofagia (Figura 1.5) (Yonekawa & Thorburn, 2013).

O inicio da autofagia é mediado pela ativacdo de complexos de proteinas Unc-57-like
autophagy-activating kinase (ULK), capazes de transduzir sinais que induzem o recrutamento
de outras proteinas necessarias a formagdo do autofagossoma (Denton & Kumar, 2019). Este
complexo desencadeia a fosforilacdo de componentes do complexo fosfatidilinositol 3- cinase
de classe Il (PI3KC3) essencial para a iniciacdo e maturacdo do autofagossoma (Figura 1.5).

Os autofagossomas fundem-se com endossomas e lisossomas e formam os autofago-
lisossomas (Lim et al., 2021). Através do efluxo de protdes, enzimas hidroliticas e lipases, os
autofagolisossomas libertam corpos autofagicos capazes de sofrer acidificacao, permitindo a
degradacdo do seu conteudo. Este processo de reciclagem permite a biossintese de novos
componentes bioldgicos essenciais durante as condi¢des de stress mantendo a sobrevivéncia

celular e homeostase (Dikic & Elazar, 2018).
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Figura 1.5- Mecanismo de autofagia. A ativacdo da via deve-se a condi¢des de stress que despoletam a formacéao
de um autofagolisossoma que a partir da agdo de enzimas degrada o conteudo citosélico para reciclagem de com-
ponentes. Adaptado de (Hansen et al., 2018). Abreviacdes: mammalian target of rapamycin (mTOR); 5" AMP-acti-
vated protein kinase (AMPK); Unc-51-like kinase 1 (ULK1); Autophagy Related (ATG); Vacuolar protein sorting (VSP).
Criado através do Biorender.

1.5.3 Necrose

A necrose € outro tipo de morte celular alternativa, porém descontrolada e inflamatoria
que é induzida por lesdo externa (inclui hipéxia ou inflamacéo). E um tipo de morte caracteri-
zado pela rutura da integridade da membrana celular com subsequente perda dos componen-
tes celulares para o espaco extracelular (Nirmala & Lopus, 2020). Ao contrario da apoptose, a
necrose é uma morte independente de energia caracterizada por danos severos (D'Arcy, 2019).
O mecanismo de necrose pode ser desencadeado por niveis intracelulares elevados de espé-
cies reativas de oxigénio (ROS), inibicao de caspases e niveis baixos de ATP (D'Arcy, 2019).

A necroptose descoberta recentemente é uma forma de morte necrética, mas regulada,
que surgiu como mecanismo de prote¢ao contra o desenvolvimento tumoral, quando os me-
canismos de morte como a apoptose estdo comprometidos (Choi et al., 2019).

Durante a necroptose e quando a caspase 8 se encontra inativa, os receptor-interacting
protein 1 (RIPK1) e receptor-interacting protein 3 (RIPK3) interagem entre si, resultando na
formagdo de um complexo heterodimero funcional o necrossoma. Este complexo promove a
oligomerizacdo do mixed lineage kinase domain-like (MLKL) fosforilando-o (Bedoui et al.,
2020). A forma oligomérica de MLKL transloca-se para a membrana plasmatica, resultando na

formagdo de um poro que induz a resposta inflamatéria (Dhuriya & Sharma, 2018).
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A rutura da membrana plasmatica de células necroptoticas extravasa o conteddo celular
como padrdes moleculares associados a dano (do inglés DAMPs)(Bedoui et al., 2020) reconhe-
cidos por recetores semelhantes a Toll (TLRs) que despoletam respostas inflamatdrias mais

robustas (Gong et al,, 2019).

1.6 Fatores de Risco

Nos ultimos anos, a nossa compreensao das causas do desenvolvimento tumoral deu
aso a criacdo de novas metodologias que visam a prevencao, a detegdo precoce e tratamento
0 mais personalizado possivel (Wu et al., 2018). De forma a reduzir o risco de incidéncia e de
mortalidade as estratégias que se devem adotar passam por prevencdes primarias e estraté-
gias secundarias de triagem (Rawla et al., 2019). Sdo varios os riscos que causam o apareci-
mento de uma neoplasia maligna.

Os riscos intrinsecos ndao modificaveis estao relacionados principalmente com caracte-
risticas genéticas como, mutagdes espontaneas a partir de erros aleatérios na replicacdo do
DNA.

Os riscos nao intrinsecos compreendem fatores (Wu et al., 2018):

e Externos/exdgenos modificaveis como: fisicos (radiacdo ionizante, radiacao ul-
travioleta, exposicao a campos eletromagnéticos); quimicos (tabaco, alcool e
radiacdo ionizante) e bioldgicos (infecOes virais (Hepatite B e C), bacterianos
(Helicobacter pylori) e fungicas;

e Estilo de vida (tabagismo, alcool, sedentarismo, atividade fisica e terapia hor-
monal);

e Fatores enddgenos do hospedeiro (metabolismo, resposta a danos no DNA,

niveis de hormonas).

1.6.1 Risco do Cancro Colorretal

O risco de desenvolvimento do cancro colorretal é influenciado pelo microbioma intestinal,
género, idade e status socioecononimo. Uma histéria familiar positiva de cancro pode definir
um risco duas vezes maior (em média) quando comparado com casos sem histéria familiar. A
obesidade também esta associada ao desenvolvimento da doenga uma vez que a acumulagdo

de gorduras excessivas e alteragdes hormonais podem causar efeitos mitogénicos nas células.
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Estes efeitos podem promover stress oxidativo e até mesmo suprimirem a resposta imune fa-
cilitando a progressao tumoral (Rawla et al., 2019; Sawicki et al., 2021).

O sedentarismo é outro fator que aumenta o risco de desenvolvimento de cancro colorretal
até 50% e por isso a atividade fisica € fundamental para melhorar a fun¢édo do sistema imuno-
l6gico, reducdo de stress e inflamacdo melhorando o bem-estar do doente (Rawla et al., 2019;
Sawicki et al., 2021).

O tabagismo é reconhecido como um fator de risco amplamente estabelecido para varios
tipos de cancro, incluindo o cancro do colorretal. Estudos mostram que o tabagismo esta as-
sociado ao aumento 2 a 3 vezes do risco em individuos fumadores uma vez que o tabaco é
constituido por varios agentes carcinogénicos. A ingestao de alcool pode afetar as células in-
testinais, que interfere com a absorcao de nutrientes contribuindo para o desenvolvimento do
cancro colorretal (Sawicki et al., 2021).

A medida que as pessoas envelhecem, o risco de desenvolver a doenca aumenta gradual-
mente, e a partir dos 65 anos, esse risco é trés vezes maior (Hossain et al., 2022; Sawicki et al.,
2021). As condigdes médicas pré-existentes como colite ulcerativa e doenca de Crohn aumen-
tam a suscetibilidade para o desenvolvimento deste tipo de cancro (Hossain et al., 2022).

A adogdo de um estilo de vida mais saudavel e a participagdo em programas de triagem

podem diminuir os riscos de cancro colorretal e melhorar a saude dos individuos.

1.6.2 Risco do Cancro do Ovario

Um dos maiores contributos para o aparecimento do cancro de ovario é o nimero de
ciclos ovulatorios. Por este motivo pode se considerar que a supressao da ovulagao através de
uso de pilulas anticoncecionais, amamentacao e gravidez possam contribuir como fatores de
protecdo para o cancro do ovario (Budiana et al,, 2019). O aumento do indice de massa cor-
poral, terapias de reposicdo hormonal e gravidez tardia (idade avancada) sdo dos maiores con-
tribuintes para o aparecimento da doenga assim como o tabagismo. Um dos maiores riscos da

doenca sao os fatores genéticos, responsaveis por cerca de 20% dos casos (Whelan et al., 2022).
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1.7 Cancro do Colorretal- Biologia e Genética

Os cancros colorretais (CCR) sdo carcinomas que se desenvolvem a partir de células do
colon e reto. As células epiteliais do revestimento do colén alteram a sua morfologia através
de uma série de mutagdes genéticas e/ou epigenéticas conferindo-lhes vantagens seletivas,
como replicacado e sobrevivéncia anormalmente aumentadas (Rawla et al., 2019). Quando se
tornam hiperproliferativas, as células podem dar origem a adenomas benignos, conhecidos
como polipos. Estes pélipos sdo considerados a principal lesdo precursora do cancro colorretal
(Pandurangan et al., 2018).

Existem trés tipos de polipos coldnicos: polipos hiperplasicos, adenomatosos e malig-
nos. Os mais comuns sdo pélipos adenomatosos que tém um maior potencial para se tornarem
cancerigenos (adenocarcinomas), no entanto quando diagnosticados precocemente, durante
a triagem, podem ser removidos (Pandurangan et al., 2018). O risco de malignidade dos péli-
pos é influenciado pelo local do tumor, tamanho e caracteristicas histolégicas (Hossain et al.,
2022). Cerca de 15% destes adenomas podem ser promovidos a um estado carcinogénico num
periodo de 10 anos (Marmol et al., 2017).(Figura 1.6)

Os cancros colorretais podem ainda ser classificados em: esporadicos, hereditarios e
familiares. Aproximadamente 70 % dos cancros colorretais sé@o esporadicos, ou seja, sem que
haja historico familiar. Neste tipo de cancro, a acumulacao de alteracSes genéticas e epigené-
ticas podem atingir oncogenes, genes supressores tumorais ou genes relacionados com repa-
racao do DNA (Marmol et al., 2017).

O cancro colorretal pode evoluir através de varias vias carcinogénicas incluindo insta-
bilidade microssatélite (do inglés MSI), instabilidade cromossémica (do inglés CIN) e fenétipo
metilador das ilhas CpG (do inglés CIMP) (Marmol et al., 2017).

A via de instabilidade cromossdémica é a via classica responsavel por 85% dos casos,
que pode induzir a formagdo de tumores aneuplddicos ou perda de heterozigotia. Esta via
afeta criticamente genes envolvidos na manutencdo do equilibrio celular como os genes Ade-
nomatose Polyp Coli (APC), KRAS, PI3K (do inglés Phosphoinositide 3-Kinase) e TP53 (Hossain
et al., 2022).

A mutacao inicial ocorre no gene supressor de tumor APC, resultando na sobreexpres-
sao da via Wnt/B-catenina. A B-catenina é translocada para o nucleo, estimulando a transcri¢do
de genes tumorigénicos, desencadeando proliferagdo celular desregulada e a formacao de

polipos benignos (Figura 1.6). A mutacdo APC é seguida por mutacdes em KRAS e no gene
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supressor tumoral Deleted in Colorectal Cancer (DCC) que codifica para um recetor de mem-
branar (Duman-Scheel, 2012) que ativam proliferacdo celular (Figura 1.6). Finalmente, a perda
de funcao da 7P53 causa a entrada descontrolada das células no ciclo celular, levando a for-

macao de um carcinoma (Figura 1.6) (Marmol et al., 2017)(Tariq & Ghias, 2016).
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Figura 1.6- Fases do desenvolvimento de um carcinoma colorretal. Adaptado de (Hossain et al., 2022). Criado a
partir do Biorender Legenda- Adenomatose Polyp Coli (APC), Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog (KRAS),
Deleted in Colorectal Cancer (DCC) e Tumor Protein 53 (TP53).

No cancro colorretal verificam-se também anormalidades na linhagem germinativa afe-
tando apenas um alelo do gene mutado, conhecidas como a sindrome de Lynch e polipose
adenomatosa familiar, que representam apenas 5 % dos casos (Currais et al., 2022). Neste con-
texto, qualquer mutagdo pontual que haja no par alelo desencadeia o aparecimento tumoral.

O cancro colorretal familiar representa 25% de todos os casos, causado igualmente por
mutacdes hereditarias, embora ndo sejam classificados como cancro hereditario uma vez que
nao se encaixam em nenhuma variante deste (Hossain et al., 2022).

As células epiteliais das vilosidades do intestino delgado e do célon sdo normalmente
resistentes a apoptose. As mudancas nos padrdes de expressado de varias proteinas apoptoticas
durante a transformacao nos adenomas sao importantes durante a progressao tumoral. Como
a maioria dos casos do cancro estao associados a mutagdes no gene supressor tumoral p53, a
transicdo de adenoma-carcinoma envolve a falha no mecanismo de apoptose. Por este motivo
as quimioterapias que se destinam a estimulacdo de mecanismos de apoptose seriam funda-

mentais para retardar a doenca (Pandurangan et al., 2018).
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1.8 Cancro do Ovario- Biologia e Genética

O cancro do ovario é das neoplasias mais recorrentes em mulheres em todo o mundo.
A doenca tem origem nos tecidos do ovario, onde as células anormais proliferam de forma
descontrolada e podem posteriormente disseminar-se para os tecidos circundantes. Os can-
cros ovarianos sao em 90% dos casos de origem epitelial e frequentemente o doente nao
apresenta sintomas claros numa fase inicial (Akter et al., 2022). Os cancros de ovario podem
ser geneticamente divididos em tumores do tipo | e tipo I, que se distinguem por diferentes
padrdes de carcinogénese, desordens genéticas, progressao, tratamento e prognostico (Mo-
gos et al., 2022).

O cancro do tipo | cresce lentamente na forma de tumores benignos de baixo grau,
quimiorresistentes, geneticamente estaveis e com prognostico favoravel (Otsuka, 2021) (Mo-
gos et al,, 2022). Este tipo de tumor apresenta mutagdes genéticas em genes como KRAS, V-
Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1 (BRAF), Phosphatidylinositol-4,5-bisphos-
phate 3-kinase catalytic subunit alpha (PIK3CA), entre outros, capazes de ativar a via oncogé-
nica MAPK (Budiana et al.,, 2019).

Os carcinomas serosos de elevado (do tipo Il) apresentam geralmente um prognostico
desfavoravel devido a sua sensibilidade a quimioterapia e instabilidade genética, com recor-
réncia de recisivas. Estes tumores sdo altamente agressivos e, quando diagnosticados, geral-
mente ja se encontram em estadios avancados (Mogos et al., 2022). Cerca de 50 a 80% dos
casos de tumores do tipo Il apresentam uma mutagdo no gene supressor tumoral 7P53 que
codifica para uma proteina mutada que ganha caracteristicas cada vez mais oncogénicas e
aumenta a agressividade e quimiorresisténcia do tumor (Mogos et al,, 2022). Para além disso,
cerca de metade dos casos estdao associados a mutacdes no Breast Cancer Gene 1/2 (BRCA
1/2) (Budiana et al.,, 2019).
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1.9 Abordagens Terapéuticas

O cancro é uma doenca complexa e desafiadora que apesar dos esforcos de prevencao,

muitos doentes necessitam de terapéuticas que levem a uma cura.
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Figura 1.7- Tipos de modalidade de tratamento. Terapéutica neoadjuvante usada para reduzir o tamanho do tumor
primério e eliminar as células que se espalham. Terapéutica priméria implementada com o objetivo de eliminar o
tumor primario. Terapéutica adjuvante tem o objetivo de eliminar as células remanescentes. Adaptado de (Caley &
Jones, 2012). Criado através do Biorender.

Muitas das estratégias utilizadas atualmente ndo sdo totalmente eficazes, mesmo com o
elevado nimero de recursos. O tratamento contra o cancro normalmente segue uma forma
sequencial: terapia neoajuvante, terapia primaria e terapia adjuvante (Figura 1.7) envolvendo
uma combinagdo de diferentes abordagens tal como cirurgia, radioterapia ou quimioterapia
(Caley & Jones, 2012).

Em estadios iniciais do desenvolvimento tumoral, os doentes sao submetidos a ressecao
cirurgica quando o tumor permanece localizado. Contudo, na maioria dos casos sao necessa-
rios outros tratamentos, uma vez que a cirurgia pode ndo ser suficiente para eliminar todas as
células cancerigenas, fazendo aumentar o risco de recidiva. Face a isto, uma série de modali-
dades terapéuticas adjuvantes sdo necessarias para completar a abordagem cirdrgica. Quando

o tumor atinge um estadio avancado, metastatico, o tratamento adotado passa por uma
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abordagem sistémica, geralmente através da corrente sanguinea que inclui terapéuticas dire-
cionadas e quimioterapia (Bhosle & Hall, 2009) (Sak, 2012).

A radioterapia é um dos principais métodos de tratamento de cancro, pois possui a
capacidade de eliminar células proliferativas tumorais assim como aquelas que Ihe estdo ad-
jcentes (Adjiri, 2016). A radioterapia utiliza feixes de radiacdo ionizante para controlar o tumor,
preservando os tecidos normais e minimizando o impacto a nivel sistémico. Embora a radio-
terapia seja uma opcdo valiosa, a aquisicdo de radiorresisténcia decorrente dos ciclos pode
levar a falha do tratamento (Chen & Kuo, 2017). Este tipo de tratamento falha igualmente
quando o doente adquire metastases, uma vez que, dada a sua natureza localizada, deixa de
ser eficaz no controlo de células distantes do local primario de tratamento (Adjiri, 2016). Para
além disso, as radiagdes em doses subletais podem causar instabilidade genética que resulta
em rearranjos cromossémicos que permitem propiciar a migracao celular e a metastizacao
(Adjiri, 2016).

Estratégias como hormoterapia sdo uma opcao de valor para tumores dependentes de
hormonas cujo objetivo é suprimir ou antagonizar a agcdo das hormonas que estimulam a ne-
oplasia (Debela et al., 2021). No cancro do ovario existe a expressao frequente de recetores
hormonais pelo que, este tipo de cancro pode ser sensivel a este tipo de terapias. As terapias
direcionadas tém o objetivo de suprimir processos especificos que estdo associados a sobre-

vivéncia das células (Debela et al., 2021).

1.9.1 Quimioterapia

A quimioterapia € um dos metodos de tratamento mais eficazes e amplamente utilizado
em doentes com cancro, que atua interferindo com vias bioquimicas envolvidas na replicagdo
ou morte celular. Pode ser aplicada isoladamente ou em combinagdo com radioterapia. A
quimioterapia tem capacidade de induzir a morte das células cancerigenas através da indugao
de ROS, interferéncia em processos metabdlicos, na divisdo celular e proliferacdo celular (H.
Yang et al., 2018).

O principal alvo da quimioterapia é interrupcdo da maquinaria do ciclo celular especial-
mente apds, por exemplo, ocorrerem mutac¢des adquiridas em genes supressores tumorais ou
oncogenes, que tornam as células insensiveis aos inibidores de crescimento (Bhosle & Hall,
2009). Contudo, muitos dos agentes quimioterapéuticos causam efeitos secundarios em célu-

las saudaveis, especialmente em células com uma divisao/crescimento rapido.
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A quimioterapia tem sido associada ao desenvolvimento de resisténcias ao tratamento que
representa um desafio significativo no combate ao cancro. Os tumores podem adquirir resis-
téncia apds inicio do tratamento ou podem ser intrinsecamente resistentes (Debela et al,
2021). Um fator que contribui para a resisténcia é a heterogeneidade do TME que apresenta
condicbes desfavoraveis (hipdxia, baixo pH extracelular, alta pressdao do fluido intersticial) e
atua como uma barreira a quimioterapia uma vez que, o transporte e entrega de farmacos
através do tecido tumoral é dificultado (Sak, 2012).

A quimioterapia convencional possui diversas limitacGes, entre elas, a dificuldade de sele-
cao da dosagem adequada de farmaco, falta de especificidade, metabolismo rapido do far-
maco ou efeitos colaterais prejudiciais (Debela et al., 2021).

Sdo inUmeros os mecanismos de resisténcia a quimioterapia que promovem falhas no tra-
tamento de varios tipos de tumores. A resisténcia a medicamentos pode ser causada pela re-
ducéo da absorcao do farmaco, uma vez que a alteracao no transporte afeta a quantidade de
farmaco que deveria atingir o alvo, aumento do seu efluxo através de transportadores de ABC,
alteragdes na proteina alvo, aumento da reparagdo do DNA, inibicdo da apoptose e aumento
da destoxificacdo (Fernando & Jones, 2015).

Durante o crescimento do tumor, as células centrais tornam-se cada vez mais hipoxicas,
reduzindo o seu contacto com 0s vasos sanguineos e por isso expostas a concentra¢des mais

baixas de farmacos que induzem o aparecimento de resisténcias (Fernando & Jones, 2015).

Tipos de quimioterapéuticos

e Agentes alquilantes- formam ligacSes covalentes com moléculas de DNA e RNA. For-
mam adutos de DNA (Cisplatina, carboplatina, clorambucil, clofosfamida, ifosfamida)

e Anti-metabolitos- sdo analogos dos metabolitos naturais envolvidos na sintese de DNA
e RNA. Podem substituir ou competir por uma ligagao catalitica. (5-Fluorouracil, meto-
trexato, pemetrexed, mercaptopurina, gemcitabina).

e Antibioticos anti-tumorais- intercalam com a dupla hélice do DNA levando a quebra
das cadeias através da criacao de radicais livres. Antraciclinas (doxorrubicina, epirubi-
cina), bleomicina e mitoxantrone. As antraciclinas tém mecanismos de acao semelhante
a topoisomerase | e I, importantes para o desdobramento e sintese do DNA

¢ Inibidores de topoisomerases- as topoisomerases sao enzimas responsaveis pela aber-
tura da dupla hélice do DNA durante a replicacdo.

e Farmacos que ligam a tubulina- alcaloides vinca (viscristina, vinorelbina) ligam-se a tu-

bulina e previnem a formacao dos microtubulos importantes para a mitose e para
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outros processos celulares. Os taxoides (paclitaxel, docetaxel) previnem a separacao
dos microtubulos estabilizando-os inibindo a divisdo celular normal (Bhosle & Hall,
2009)(Fernando & Jones, 2015).

1.10 Complexos metalicos para o tratamento

Os metais sdo sistemas modulares com grande adaptabilidade, fundamentais para proces-
sos que envolvem a transferéncia de eletrdes, catalise e até funcdes estruturais na célula (Shumi
et al,, 2022). Em condicdes normais, a concentracao de ides metalicos tais como o ferro, cobre,
zinco, entre outros, é altamente regulada e crucial para o funcionamento de varios processos
bioquimicos (Moustakas, 2021). Os metais tém a capacidade de formar ides carregados posi-
tivamente em solu¢des aquosas e de se ligar negativamente a moléculas bioldgicas. A carga
do metal pode ser ajustada dependendo do ambiente em que esta envolvido (Frezza et al.,
2010). Por esta razdo, os farmacos baseados em metais tém suscitado um maior interesse como
possiveis agentes anticancerigenos devido a sua atividade redox e reatividade com substancias
organicas (Komarnicka et al., 2021).

Os complexos de coordenacdo metalicos tém a capacidade de coordenar diferentes ligan-
dos (agentes organicos) numa estrutura tridimensional, cuja funcionalizagdo pode ser adap-
tada de acordo com o alvo molecular, alterando assim a absorcao celular, o acimulo e direci-
onamento desses farmacos (Leliévre et al., 2020) (Shumi et al., 2022). Geralmente, os complexos
metalicos apresentam uma acdo terapéutica distinta dos agentes organicos, devido as suas
variadas configuracdes de coordenacao, geometrias e propriedades cinéticas (Shumi et al,,
2022).

No entanto, alteracSes nas concentragdes destes metais podem estar associados ao de-
senvolvimento de doencas (Frezza et al., 2010). Portanto, quando se administram farmacos
baseados em metais de transicdo deve ter-se especial cuidado, uma vez que o excesso ou a
deficiéncia destes pode resultar numa toxicidade indesejavel em células normais (Lelievre et
al., 2020).

A investigacdo sobre o potencial terapéutico de metais de transicao teve inicio com a des-
coberta da cisplatina (cis-diamina dicloroplatina (11), cis-[Pt(NH3)2CI2]) na década de 1960, que
apesar de aprovada pela FDA para o tratamento de diversos cancros, vé a sua utilizagdo res-

tringida devido a toxicidade (Frezza et al., 2010).
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Consequentemente, inUmeros estudos foram conduzidos na tentativa de identificar novas
moléculas que permitissem superar os efeitos secundarios téxicos e a resisténcia adquirida ou
intrinseca. De forma a ultrapassar estas dificuldades e de melhorar o perfil de toxicidade, foram
descobertos varios analogos de platina, como a carboplatina e a oxaliplatina (Sazonova et al.,
2021). A carboplatina demonstra eficacia no tratamento de cancro do ovario, pulmdo e cancro
da cabeca e pescoco. A oxaliplatina foi clinicamente aprovada para o tratamento de cancro
colorretal em doentes resistentes a cisplatina (Simpson et al., 2019).

Outros complexos metalicos tém recebido um interesse consideravel como agentes que-
lantes de zinco (Zn(ll)), ouro (Au(ll)) e cobre (Cu(ll)) (Ndagi et al., 2017).

1.10.1 Complexos Metalicos de Platina

Como acima descrito, sdo varios os farmacos a base de platina usados na pratica clinica de
cerca de metade dos doentes no tratamento de tumores sélidos (Hato et al., 2014). O meca-
nismo de acao desses farmacos é notadamente caracterizado pela internalizagdo dos comple-
xos de platina na célula, onde sao hidrolisados. Isso culmina na formagdo de derivados alta-
mente reativos capazes de estabelecer ligagdes covalentes com moléculas bioldgicas (Hato et
al., 2014). Dentre essas moléculas, destacam-se grupos nucleofilicos (contendo atomos de oxi-
génio, nitrogénio ou enxofre) que se encontram nas cadeias laterais de aminoacidos das pro-
teinas e nas bases purinas de RNA ou DNA (Hato et al., 2014). Estas ultimas podem resultar
em distor¢des conformacionais que interferem com o processo de transcricdo e replicacao,
principalmente em células com rapida proliferacdo como as cancerigenas (Rottenberg et al.,
2021).

Os medicamentos baseados em platina representam atualmente um grupo notavel de
agentes quimioterapéuticos, entre eles a cisplatina, que € amplamente reconhecida (Sharma
et al., 2021). A cisplatina possui propriedades anti-neoplasicas eficazes que se estendem em
diversos tipos de cancro, incluindo cancro do célon, pulmao, testiculo, ovario e mama. Porém,
a cisplatina € um farmaco inespecifico que apresenta diversos efeitos secundarios, entre eles a
nefrotoxicidade, neurotoxicidade e ototoxicidade, que emergem como preocupagdes neste

contexto (Sharma et al., 2021) (Marmol et al., 2017).
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O desenvolvimento de outras substancias relacionadas com a cisplatina, como carboplatina
e a oxaliplatina, refletem avangos no campo da quimioterapia. Todos esses complexos interfe-
rem com a molécula de DNA, que é uma abordagem essencial na desativacao das células can-
cerigenas (Rottenberg et al., 2021).

A carboplatina, que pertence a segunda geracdo de fadrmacos exibe um perfil de toxicidade
relativamente reduzido em comparagdo com a cisplatina. Contudo, o uso prolongado deste
farmaco eventualmente desencadeia o desenvolvimento de resisténcia (C. Zhang et al., 2022).
Uma terceira geracao de complexos surgiu representada pela oxiplatina. Uma das principais
vantagens da oxaliplatina € ndo apresentar resisténcia cruzada com a cisplatina e ndo exibir a
mesma incidéncia de efeitos colaterais (Hossain et al., 2022).

Apesar dos avancos significativos no contexto clinico, estes farmacos ndo se encontram
isentos de desvantagens. Um dos desafios mais evidentes é a aquisi¢do de resisténcia aos
tratamentos atualmente aprovados por parte de alguns doentes (Johnstone et al,, 2014). O
aumento do reparo dos adutos de DNA produzidos pela cisplatina, a inativagdo do farmaco
no citosol, bem como a diminuicao da sua absorcao sao os principais mecanismos que tornam
os tumores resistentes a este farmaco (Marmol et al., 2017).

E, portanto, necessério o desenvolvimento de novos agentes quimioterapéuticos com mo-
dificagdes direcionadas que apresentem menor toxicidade em células normais e auséncia do

desenvolvimento de resisténcias (Salehi et al., 2022).

1.10.2 Complexos Metalicos de Cobre

O cobre é um metal enddégeno essencial em varios processos celulares fisiologicos,
fungdes enzimaticas e reagdes redox (Babak & Ahn, 2021). Em condigdes bioldgicas, o cobre
pode-se encontrar em dois estados Cu(l) e Cu(ll) que o torna ativo em reacdes redox em sis-
temas biolégicos (Babak & Ahn, 2021). E um metal que desempenha papéis importantes na
coagulagao, no processamento de energia e até mesmo na maturagdo de hormonas (Ji et al.,
2023). A sua concentracdo fisiologica é estritamente regulada pela ceruloplasmina, albumina
hepatica e por proteinas transportadoras de cobre, uma vez que ides de cobre livres sdo alta-
mente citotoxicos para as células (Lelievre et al.,, 2020).

O cobre atua em diferentes vias moleculares que podem estar associadas ao desen-
volvimento tumoral, angiogénese e metastase. Em algumas situagdes, a concentracao de cobre

pode estar aumentada em areas tumorais (Morais et al., 2018) (Leliévre et al., 2020). Embora
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niveis elevados séricos de cobre possam estar relacionados com diversos tipos de cancro, a
utilizacdo de complexos de cobre na quimioterapia é uma estratégia terapéutica que se baseia
em processos bioquimicos especificos (Lucaciu et al., 2022). Os complexos de cobre sdo pro-
jetados para interferir seletivamente em processos celulares especificos envolvidos na sobre-
vivéncia de células cancerigenas. Estes podem atuar como inibidores da proliferacao celular,
induzir mecanismos de morte programada e até afetar outras vias de sinalizacdo importantes
para o crescimento tumoral (Lucaciu et al., 2022). Devido a sua natureza, estes complexos po-
dem apresentar efeitos menos téxicos em células normais, permitindo a sua acumulagdo em
maiores concentragdes nas células tumorais de rapida divisdo, constituindo assim uma opcao
atraente para o desenvolvimento de novos agentes quimioterapéuticos (Lucaciu et al., 2022).

Os complexos metalicos de cobre fazem parte da classe de agentes antitumorais que
podem exercer o seu mecanismo de acao por meio de interagdes com o DNA. Podem interca-
lar-se entre dois pares de bases adjacentes na ligacdo Van der Waals ou ligar-se a nucleo6tidos
na minor groove da cadeia de DNA. Essas interacdes tém capacidade de causar danos no ma-
terial genético, indugdo de apoptose, producao de ROS e inibir do processo de angiogénese
(da Silva et al., 2022) (Sequeira et al.,, 2021).

A homeostase deste elemento esta altamente desregulada em varios tipos de cancro
podendo ser uma das causas da carcinogénese (Leliévre et al., 2020). Num tumor, as células
normalmente apresentam vascularizacdo e niveis de oxigénio reduzidos. Deste modo, é atra-
ente o desenvolvimento de novos farmacos que estejam ativos em ambientes redutores, como
a hipoxia tumoral. Neste sentido os complexos de cobre através dos seus dois estados redox

podem desencadear stress oxidativo pro-apoptético (Lucaciu et al., 2022).

1.11 Tratamento de Cancro Colorretal e Ovario

Os carcinomas colorretais compreendem um diverso numero de doencas causadas por
mutacoes em diferentes genes, que condiciona a escolha de uma terapéutica enquadrada para
todos os doentes (Hossain et al.,, 2022). Na primeira linha de tratamento ocorre uma aborda-
gem multimodal que tem em consideragdo as caracteristicas do tumor (nimero, localizacao
de metastases, progressdo do tumor e a presenca ou auséncia de marcadores quimicos) e do

doente (Marmol et al.,, 2017).

28



Os doentes com doenga metastatica sdo tratados com uma combinacdo de agentes
biologicos citotdxicos e direcionados. Sado quatro os estadios possiveis da doenca com abor-
dagens terapéuticas especificas para cada uma delas: assim, a cirurgia é o tratamento padrao
dos doentes no estadio 0 até ao Il, no entanto, nos estadios mais avancados (lll e IV) o doente
necessita de terapia adjuvante, nomeadamente quimioterapia e/ou outras terapias direciona-
das uma vez que ocorre invasdao do peritoneu visceral e metastizacao (Hossain et al., 2022).

A oxaliplatina é um farmaco que pertence a classe das platinas assim como a cisplatina,
mais comumente usado no tratamento do cancro colorretal em conjunto com o 5-fluorouracil.

Para o cancro do ovario o padrdo de tratamento comeca com cirurgia citorredutora
seguida de quimioterapia e /ou radioterapia. Os agentes quimioterapéuticos mais usados sao
baseados em platina, tais como a cisplatina e a carboplatina, assim como farmacos da familia

dos taxanos (docetaxel e paclitaxel)(Akter et al., 2022).

1.12 Modelos 3D no desenvolvimento de terapéuticas

A investigacdo para descoberta de potenciais complexos anticancerigenos tem aumentado
ao longo da ultima década. A partir de ensaios /n vitro utilizando culturas de células em mo-
nocamada evitam-se inUmeros testes /n vivo e todas as limitacSes associadas a legislacao e
principio dos 3Rs (Ekert et al., 2014). No entanto, estes modelos celulares em monocamada
(2D) estao muito longe de reproduzir o ambiente tumoral tridimensional complexo e, portanto,
torna-se importante desenvolver modelos celulares mais complexos que reproduzam melhor
os tecidos fisiologicos no contexto do microambiente tumoral, que ultrapassem as abordagens
classicas de culturas 2D (Ekert et al., 2014).

As culturas 2D sao incapazes de mimetizar a fisiopatologia das células tumorais, a matriz
extracelular e interagdes celulares fundamentais. Nao consegue igualmente mimetizar os gra-
dientes dos farmacos, de gases e dos nutrientes caracteristicos dos tumores (Chaicharo-
enaudomrung et al,, 2019; Ekert et al., 2014).

Neste modelo 2D, as interacdes célula-célula assim como célula-matriz sdo reduzidas e o
nivel de resposta celular é, portanto, restrito e limitado. Deste modo, os modelos 3D foram
desenvolvidos de forma a mimetizar as condicdes e propriedades do tecido /n vivo, crucial para

o metabolismo e o seu crescimento (Figura 1.8) (Sambale et al., 2015).
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Figura 1.8- Diferencas entre os modelos 2D e modelos 3D /n vitro de esferdides. Adaptado de (Salinas-Vera et al.,
2022). Criado através do Biorender.

Os esferdides sdo modelos de sistemas tridimensionais bem caracterizados e usados para
identificacdo de novas moléculas. Apresentam caracteristicas como: simplicidade, reprodutibi-
lidade e semelhanca com os tecidos fisioldgicos. Os esferdides sao aglomerados de células
que prezam pela interacdo célula-célula e em que as células se encontram em diferentes esta-
dos metabdlicos (células necroticas, hipoxicas, quiescentes e proliferativas) (Chaicharo-
enaudomrung et al,, 2019; Ekert et al., 2014).

As culturas 3D sdo utilizadas extensamente nas investigagdes do cancro, nomeadamente
na avaliacao de toxicidade de substancias e eficacia de potenciais farmacos. Para além destas
vantagens, este modelo permite a existéncia de elevados niveis de marcadores especificos e
padroes de expressdo genética ndo reproduziveis em cultura 2D (Biatkowska et al., 2020).

Os modelos 3D permitem ainda estudar os efeitos dos farmacos ao longo prazo uma vez
que podem ser cultivados até trés semanas. A aplicagdo destes modelos parece ser a aborda-
gem mais adequada de replicar do ambiente fisiolégico /n vivo, com elevado potencial para

ser utilizado para testagem de farmacos (Fang & Eglen, 2017).
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1.13 Contexto e Motivagao

Atualmente os desafios associados ao uso de agentes quimioterapéuticos sdo elevados.
Trés das principais desvantagens sao: a notoria falta de especificidade para um alvo, efeitos
secundarios adversos para os doentes e o inevitavel surgimento de resisténcia por parte das
células cancerigenas.

Neste sentido, a identificacdo de novas moléculas que consigam ultrapassar estas des-
vantagens € crucial. Esta tese tem assim como principal objetivo, a avaliagdo do potencial ci-
totoxico de novos complexos metalicos de Cobre (Cu(ll)) e de Platina (Pt(ll)) em linhas celulares
tumorais de carcinoma colorretal sensivel e resistente a doxorrubicina e em carcinoma de ova-
rio e comparar com a respetiva atividade em células normais humanas (fibroblastos dérmicos).
A partir destes ensaios é possivel identificar e selecionar os complexos mais seletivos e mais
citotdxicos para uma das linhas celulares tumorais. Posteriormente sdo analisados os mecanis-
mos de morte celular ativados por estes, paralelamente é estudada a interferéncia dos com-
plexos na despolarizacdo da membrana mitocondrial e a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS). Foram conduzidos outros estudos de forma a entender a capacidade dos com-
plexos interagirem com o ciclo celular e material genético (DNA). Finalmente, a analise es-
tende-se na avaliacdo do efeito na migracao celular e na formagdo de novos vasos sanguineos
em modelos /n vivo.

Desta forma, este estudo almeja contribuir substancialmente para o desenvolvimento

de abordagens mais eficientes e menos prejudiciais no tratamento de cancro.
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MATERIAIS E METODOS

2.1 Complexos em estudo

Nesta tese foram estudados sete complexos metalicos de platina (Pt(ll)) e sete comple-
xos metalicos de cobre (Cu(ll)) (Tabela 2.1) contendo ligandos especificos (L1a, L1b, L1d, L2a,
L2b, L2c e L2d), previamente sintetizados pela Doutora Anna Maron do Instituto de Quimica
na Universidade de Silensia, em Katowice. Por questdes de protecdo da propriedade industrial,
os ligandos bem como a estrutura dos complexos metalicos nao serdo aqui apresentados, mas,
a sua sintese foi baseada nos resultados obtidos para os complexos metalicos de Au(ll), Pt(Il)
e Cu(ll) contendo ligandos de 2,2"6"2"-terpiridina (L1c) descritos em Dalton Trans., 2018,47,
6444-6463.

Estes complexos encontram-se em forma de po, tendo sido armazenados a tempera-
tura ambiente (~25°C) em eppendorfs. Uma vez que os complexos apresentam baixa solubili-
dade em agua foi utilizado o dimetil sulféoxido (DMSO) como solvente.

O DMSO é um solvente organico de natureza anfipatica usado em coordenacdo com
metais de transicdo (Ridgway et al., 2017). E um solvente com capacidade de dissolver molé-
culas polares e apolares pouco soluveis e amplamente utilizado em farmacologia (Verheijen et
al., 2019). Todos os ensaios biolégicos foram realizados partindo de solugdes stock frescas dos
respetivos complexos e ligandos em 100% (v/v) DMSO. Posteriormente, estas solu¢des foram
diluidas em meio de cultura para as concentra¢des de interesse, garantindo que a concentra-
¢ao de DMSO final no meio de cultura ndo excedesse os 0,1% (v/v) para evitar toxicidade ce-

lular.
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Tabela 2.1 Propriedades dos complexos Cu(ll) e Pt(ll) utilizados no estudo: designagdo e massa molecular.

Complexos Massa Molar (g/mol)
Cula 493,87
Culb 493,87
Culd 523,90
Cu2a 505,93
Cu2b 505,93
Cu2c 535,96
Cu2d 535,96
Pt1a 739,02
Pt1b 739,02
Pt1d 769,05
Pt2a 751,08
Pt2b 751,08
Pt2c 781,10
Pt2d 781,10

2.2 Estabilidade e Solubilidade dos Complexos

Antes de avaliar qualquer atividade bioldgica € crucial verificar a estabilidade dos com-
plexos metalicos tanto em meio de cultura como no respetivo solvente (DMSO) através da
técnica de espectroscopia de UV-Visivel (Evolution 300, Thermo Scientific, MA, EUA). Deste
modo, solu¢des dos complexos metalicos foram preparadas em DMSO e em meio RPMI
(Roswell Park Memorial Institute medium (Invitrogen, EUA)) sem fenol reda concentragao final
de 50 uM (garantindo que a concentracao final de DMSO né&o exceda os 0,1% (v/v)). A absor-
vancia foi medida na gama de 220-800 nm utilizando cuvettes (percurso 6tico de 1 cm). Os
espetros foram analisados no tempo inicial (Oh) e apds 3h, 6h, 24h e 48h de incubag¢do numa
estufa a 37°C, com CO2 a 5% (v/v) e humidade relativa a 99% (v/v) (SANYO CO2 Incubator,

Electric Biomedical Co., Osaka, Japao).
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2.3 Linhas Celulares Humanas Estudadas

2.3.1 Caracteristicas

Nesta tese foram utilizadas trés linhas celulares tumorais, HCT116 (linha celular deri-
vada de um doente com carcinoma colorretal), HCT116 resistente a doxorrubicina (Dox) (ob-
tida a partir da linha sensivel HCT116 por exposicdo consecutiva a concentracdes crescentes
de Doxorrubicina, e a sua manutencgado por exposicao constante a 3,6 uM de Dox (Pedrosa et
al., 2018)) e A2780 (linha celular derivada de um doente com carcinoma de ovario) e uma
linhagem primaria ndo tumoral de fibroblastos neonatais dérmicos.

As linhagens celulares utilizadas foram obtidas da American Type Culture Collection

(ATCC) (www.atcc.org/) (Choroba et al., 2023) e as suas caracteristicas estdo descritas na tabela

2.

Tabela 2.2- Caracteristicas das linhas celulares tumorais e ndo tumorais (origem, morfologia celular e meio de cultura
correspondente) utilizadas nos ensaios bioldgicos dos complexos metélicos em estudo. DMEM — Dulbecco’s Mod/-
fied Eagle Medijum (Invitrogen, EUA); RPMI — Roswell Park Memorial Institute medium (Invitrogen, EUA); FBS — Feta/
Bovine Serum (Invitrogen, EUA); Pen/Strep — Penicilina/ Estreptomicina (Invitrogen, EUA) Adaptado de (Almeida,
2018).

Linha Celular Origem Morfologia Meio de Cultura %
(v/v)
HCT116 Carcinoma colorretal Epitelial DMEM, FBS 10%,
Pen/Strep 1%
HCT116doxR Carcinoma colorretal Epitelial DMEM, FBS 10%,
HCT116 Pen/Strep 1%
A2780 Carcinoma de ovario Epitelial RPMI, FBS 10%,

Pen/Strep 1%

Fibroblastos Derme neonatal

Mesenquimatosas
(fusiformes)

DMEM, FBS 10%,
Pen/Strep 1%
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2.3.2 Manutencao das Culturas Celulares (2D)

As linhas celulares HCT116, HCT116doxR, A2780 e fibroblastos foram cultivadas em
meios de cultura de acordo com a Tabela 2.2 tendo sido mantidas numa estufa a 37°C, com
CO; a 5% (v/v) e humidade relativa e 99% (v/v) (SANYO CO2 Incubator, Electric Biomedical Co.,
Osaka, Japao) em frascos de cultura de 25 cm? (SPL Life Sciences, Coreia do Sul). A confluéncia
das culturas foi avaliada utilizando um microscopio invertido (Nikon TMS, Nikon Instruments,
Toéquio, Japao) e sempre que a confluéncia atingiu os 80% foram feitas subculturas de modo
a prevenir a exaustao de nutrientes essenciais para o crescimento celular e a inibi¢do por con-
tato.

Para tal, o meio de cultura presente no 7-flask 25 cm? foi removido, adicionou-se 2 mL
de TrypLE TM Express (Invitrogen, EUA) e as células incubadas por 5 minutos a 37°C. Em se-
guida foi adicionado 1 mL de meio de cultura (neutralizacdo da acao da tripsina) e a cultura
celular foi transferida para 2 eppendorfs, centrifugada (5 minutos a 500xg) (Sigma 1-14, Ale-
manha) descartado o sobrenadante e o pellet resssuspendido num mL de meio completo.

A fim de determinar do nimero de células viaveis realizou-se o método de exclusdo
com Trypan Blue. A contagem foi realizada num hemocitometro (Hirschmann, Eberstadt, Ale-
manha) utilizando uma solucao composta por 50 uL de suspensao celular, 350 uL de meio
completo e 100 pL do corante 7rypan Blue 0,4% (v/v) (SigmaAldrich, EUA). O corante identifica
as células que possuem a membrana comprometida permitindo diferenciar as células vivas
(brancas) das células mortas (azuis). Este procedimento foi adaptado de (Carvalho, 2020). A
concentragado celular (células/mL) foi calculada multiplicando o nimero de células contadas
pelo volume do hemocitémetro (10* mL™") e pelo fator de diluicdo (10), a dividir pelo nimero
de quadrantes onde foram contadas células (Almeida, 2018), conforme representado na equa-

¢ao 1:

Ne de células viaveis contadas x 10*x 10

Densidade Celular (células/mL) = equagao 1

N¢ de quadrantes
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A equagdo 1 permite o calculo do volume de suspensao celular necessario para trans-
ferir para um novo frasco de cultura contendo 5 mL de meio completo (Adaptado de (Cabral,

2020).

2.4 Ensaios de Viabilidade Celular

O potencial antiproliferativo (/n vitro) dos complexos metalicos foi avaliado através da
analise da viabilidade mitocondrial determinada usando o kit Ce//Titer 96® AQueous One So-
lution Cell Proliferation Assay (Promega, Madison, WI, USA) (Lenis-Rojas et al., 2021), de acordo
com as instrucdes do fabricante, apds a exposicao das células tumorais e ndo tumorais a con-
centracdes crescentes dos complexos e respetivos ligandos. Neste método, o reagente 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il) -5-(3-carboxymetoxifenil) -2-(4-sulfofenil) -2H-tetrazélio)] (MTS, tetrazélio
amarelo sollvel) é reduzido intracelularmente pelas desidrogenases mitocondriais de células
saudaveis formando o formazan (roxo) (Lenis-Rojas et al., 2021).

Para isso, as células foram cultivadas em placas high attachment de 96 pocgos (SPL Life
Sciences, Coreia) numa densidade celular de 0,75x10° células/mL e incubadas durante 24 horas
numa estufa a 37°C, 5% (v/v) CO, e 99% (v/v) de humidade relativa (SANYO CO?2 Incubator,
Electric Biomedical Co., Osaka, Japado), permitindo a adesao das células. Apds a incubagao, o
meio dos po¢os foi descartado e substituido por meio fresco contendo uma determinada con-
centracao de cada complexo e/ou ligando (entre 0,1 e 50 uM), juntamente com um controlo
negativo (DMSO na mesma % presente no complexo e ndo superior a 0,1%), controlo positivo
(doxorrubicina a 0,4 uM), um controlo s6 com meio completo e outro controlo com meio com-
pleto e com cada complexo mas sem células (este Ultimo para verificacdo se os complexos/Ii-
gandos nao interferem nas medicdes). A placa foi incubada por 48 horas nas condigdes acima
descritas.

ApOs esta incubagdo, o meio presente em cada poco foi descartado e substituido por
100 pl de uma solucao do reagente MTS e meio de cultura fresco numa proporcao de 20:80
(v/v). A placa foi colocada a incubar na estufa durante 25 minutos para HCT116, 30 minutos
para HCT116 resistente a doxorrubicina, 1 hora para A2780 e 1 hora e 20 minutos para fi-

broblastos.

37



Apods o tempo de incubagdo as placas foram medidas num leitor de microplacas (Infi-
nite® M200, Tecan, Suica) a uma absorvancia de 490 nm. Através da equagao 2 é possivel
calcular a viabilidade celular:

Abs amostra—Abs complexo

o o -
Viabilidade Celular (%) = A5 DMSO—Abs meio sem CélulasX 100 Equacao 2

Os valores de ICsorelativos - concentragdo de complexo/ligando relativa que leva a uma
reducao de 50% no valor da viabilidade celular foram calculados pelo software GraphPadPrism
8 (Graph Pad Software Inc., San Diego, EUA)(Almeida, 2018). A partir dos valores de 1Cs é
possivel calcular os indices de seletividade (IS) que representam uma medida da seletividade
dos complexos/ligandos para cada linhagem e é calculada com base no racio ICs fibroblas-
tos/ICso da célula tumoral e que quando se aproxima de 1 € um indicador de elevada citotoxi-
cidade em células normais.

Através destes calculos foi possivel selecionar os complexos mais promissores e a res-
petiva linha celular onde a citotoxicidade é maior nas células tumorais. Assim, os ensaios bio-
logicos subsequentes foram realizados para esses complexos na linha celular selecionada.

A determinacédo da viabilidade celular e dos respetivos ICso, foi realizada igualmente em
culturas 3D (esferdides) de HCT116 resistentes a doxorrubicina para os complexos Cula, Culb
e Pt1a para efeitos comparativos com os valores obtidos em culturas 2D (acima descritos).
Antes do inicio do ensaio em 3D, as células foram mantidas num 7-flask 25 cm? numa densi-
dade de 5x10* células/mL tal como indicado na seccdo 2.3.2.

Para a obtencdo dos esferoides, as células foram cultivadas outras placas Ultra-Low
Attachment surface de 96 pocos (SPL Life Sciences, Coreia) durante 6 dias até a incubagdo com
cada um dos complexos (durante 48 h) (Figura 2.1) tal como descrito anteriormente (Choroba

et al,, 2023). O restante procedimento foi realizado como acima descrito.
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Figura 2.1- Esferdide constituido por células tumorais de HCT116doxR com 6 dias de incubagdo a 37°C. A imagem

foi obtida a partir de um microscépio invertido com ampliagdo de 4x.

2.5 Potencial Apoptético

2.5.1 Marcagao com Anexina V-FITC e IP

Foi utilizado o Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit (v13245) (Invitrogen, EUA). A
anexina V (conjugada com um fluoréforo Fluorescein Isothiocyante (FITC)) tem elevada afini-
dade para a fosfatidilserina externalizada na superficie da membrana celular em fases iniciais
de apoptose e emite fluorescéncia quando excitado no comprimento de onda de 494 nm e
um maximo de emissdo a 518 nm (Zeinabad et al., 2016). Além disso, o kit inclui um fluoréforo
intercalante do DNA que apenas penetra em células com membranas comprometidas desig-
nado iodeto de propidio (IP), cujo comprimento de onda maximo de excitacdo e emissao €
535 nm e 617 nm, respetivamente. As células viaveis ndo irdo apresentar qualquer fluorescéncia
(Zeinabad et al., 2016).

O objetivo deste ensaio é quantificar a % de células viaveis (sem marcacao) versusa %
de células em apoptose inicial (marcacao com anexina V), apoptose tardia (marcagao com ane-
xina V e IP) e as células em necrose (marcagao com IP).

As células HCT116doxR foram cultivadas em placas de 6 pocos (SPL Life Sciences, Co-
reia) numa densidade celular de 1x10° células/mL. De seguida, as placas foram incubadas a

37°C, 5 % (v/v) de CO; e 99 % de humidade relativa (SANYO CO?2 Incubator, Electric Biomedical
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Co., Osaka, Japao), durante 24 horas. Na sequéncia, o meio foi substituido por meio fresco
contendo o ICso dos complexos Cu 1a, Culb e Pt1a ou o controlo negativo (DMSO 0,1%), e os
dois controlos positivos doxorrubicina (Dox 6 uM) e cisplatina (Cis 5 uM), células marcadas nao
tratadas com doxorrubicina e células ndo tratadas ndo marcadas.

As células foram incubadas sob as condi¢des previamente mencionadas durante 48
horas. Apds este tempo, as células foram lavadas com PBS 1x, tripsinizadas, recolhidas em
eppendorfs e centrifugadas (Sigma 1-14, Alemanha) a 500 xg durante 5 minutos. O sobrena-
dante foi descartado e o pellet ressuspendido em 1 mL de PBS 1x. As células foram centrifu-
gadas novamente (Sigma 1-14, Alemanha) a 800 xg durante 5 minutos. O pellet foi ressuspen-
dido em 100 pL de tampao de ligacdo Anexina V-FITC 1x, 5 uL de Anexina V-FITC e 1 ul de IP.
De seguida, as amostras foram incubadas (temperatura ambiente) na auséncia de luz durante
15 minutos. Apds a incubacao foram adicionados 400 pl de tampao de ligagcdo da Anexina V-
FITC 1x. Este procedimento foi adaptado de (Cabral, 2020)(Choroba et al., 2023).

As amostras foram analisadas conforme anteriormente mencionado na seccao 2.5.1.

2.6 Potencial de Membrana Mitocondrial

Neste ensaio foi avaliado o potencial mitocondrial (AWM) através do JC-7 Mitochondrial
Membrane Potential Assay Kit (KA1324) (Abnova Corporation, Walnut, California, EUA). As
mudancas no potencial mitocondrial sdo refletidas nas mudancas de fluorescéncia da sonda
55,6,6-tetrachloro-1,1,3,3 - tetraethylbenzimi-dazolylcarbocyanine iodide (JC-1). JC-1 pode
apresentar dois tipos de fluorescéncia, quando encontrada em forma de agregados apresenta
uma intensa fluorescéncia vermelha (excitacdo/emissao=535/590 nm) e na forma monomérica
exibe fluorescéncia verde (excitacdo/ emissao = 485/535 nm) (Abnova Corporation, Walnut,
California, EUA).

As células foram inicialmente cultivadas numa placa de 6 pocos ( fabricada pela SPL
Life Sciences, Coreia) com uma densidade celular de 1 x 10° células/mL em meio completo. A
placa foi colocada a incubar numa estufa a 37°C, CO; a 5% (v/v) com humidade relativa a 99%
(v/v) (SANYO CO2 Incubator, Electric Biomedical Co., Osaka, Japdo) e mantida por 24 horas

permitindo que as células aderiram ao fundo dos pocos da placa. Apos este periodo de
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incubacdo, o meio foi substituido por meio contendo os complexos a testar em concentracdo
igual ao 1Cso.

Foi ainda utilizado como controlo negativo veiculo DMSO 0,1% (v/v), enquanto a do-
xorrubicina (6 uM) e cisplatina (5 pM) foram utilizados como controlos positivos. As células
foram incubadas nas condi¢des acima referidas durante 48 horas. Apds a incubacao, procedeu-
se a remogao do meio de cultura, lavagem com PBS 1x seguido da adicao de 1 mL de tripsina
a cada poco. A placa foi mantida incubada a 37°C durante 5 minutos.

O conteudo dos pocos foi centrifugado (Sigma 1-14, Alemanha) durante 5 minutos a
500 xg. Apds descartar o sobrenadante, o sedimento celular foi ressuspendido em 1 mL de PBS
1x e novamente centrifugado a 750 xg durante 5 minutos (Sigma 1-14, Alemanha). Apds a
centrifugagdo, o sobrenadante foi novamente removido. A ressuspensao do sedimento foi efe-
tuada recorrendo a uma solugdo composta por DMEM sem fenol red contendo 5% (v/v) FBS e
a sonda JC-1. As amostras foram incubadas durante 20 minutos na auséncia de luz a tempe-
ratura ambiente. Depois, as amostras foram centrifugadas a 750 xg durante 5 min e o pellet
ressuspendido em 1 mL de DMEM sem fenol red com 5% (v/v) de FBS. Procedimento adaptado
de (Cabral, 2020; Choroba et al., 2023).

Posteriormente, as amostras foram analisadas através da técnica de citometria de fluxo
onde foram adquiridos pelo menos 10 000 eventos por amostra. O programa Attune® Cyto-

metric software foi utilizado para anélise dos resultados.

2.7 Western Blot

A analise da expressao de proteinas Bax e BCL-2 através de Western Blot foi realizado

pela aluna de Licenciatura Rita Sequeira sob minha supervisao.

2.7.1 Preparagao das amostras de proteina

As células HCT116 resistente a doxorrubicina foram cultivadas num 7-flask 25 cm? (SPL
Life Sciences, Coreia do Sul), numa densidade de 2x10° células/mL. Apds uma incubacio de
24h a 37 °C, 5 % (v/v) de CO, com 99 % de humidade relativa (SANYO CO2 Incubator, Electric
Biomedical Co., Osaka, Japdo), o meio do T25 foi substituido contendo o ICso dos complexos
Cula, Culb e Pt1a e o controlo negativo de DMSO 0,1%. As amostras foram incubadas durante

48h. Apds este tempo, o sobrenadante foi retirado, as células aderentes lavadas com 3 mL de
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PBS 1x e posteriormente, adicionou-se 2 mL de PBS 1x frio aos T25 para recolher as células
com o apoio de um raspador. As amostras foram centrifugadas (Sigma 1-14, Alemanha) du-
rante 5 minutos a 700 xg e o pellet posteriormente ressuspendido com 1 mL de PBS 1x.

No seguimento, as amostras foram centrifugadas (Sigma 1-14, Alemanha) a 750 xg por
5 minutos. O sobrenadante foi excluido e feito um spin para remogdo do restante sobrena-
dante. O pellet foi ressuspendido em 50 pul de solucao de lise contendo NaCl Tris- EDTA (NaCl
150mM; 50 mM Tris, pH=8; EDTA 5 mM), inibidores de protéases 1x (Complete ULTRA tablets,
mini, eazypack, Roche), inibidores fosfatase 1x (PhosStop, Roche), NP-40, DTT 10% e PMSF 100
mM. Posteriormente, as amostras foram armazenadas no minimo durante 2 horas a -80°C.

Apods o tempo de armazenamento, as amostras foram descongeladas através de pulsos
de ultrassons continuos (sonicador Elma, D-78224 Singen/Htw, Alemanha) durante 2 minutos
e 30 segundos. O processo foi repetido por 5 ciclos com as amplitudes de 60, 70, 80, 70 e 60.
Apos os 5 ciclos as amostras foram centrifugadas a 10000 xg durante 5 minutos (Sigma 1-14,

Alemanha) e o sobrenadante recuperado para um tubo eppendorfde 1,5 mL.

2.7.2 Quantificagdo da proteina extraida

Para a quantificacdo de proteina extraida foi necessario realizar-se uma curva de cali-
bracdo com solu¢des padrdo de BSA do it Pierce Protein Assay (ThermoFisher Scientific, MA,
EUA), com concentra¢des de 0 a 2000 pg/mL (125, 250, 500, 750, 1000, 1500 e 2000 ug/mL)
(Thermo Scientific, MA, EUA). Como controlos foi utilizada uma solucao de agua MiliQ (18.2
MQ.cm-1 a 25 °C) e de tampao de lise numa proporcao de (1:10 com agua). Apos a preparagao
das solugdes padrao de BSA, foi adicionada a cada uma 150 plL de reagente Pierce (Thermo-
Fisher Scientific) e posteriormente estas foram incubadas por 5 minutos a temperatura ambi-
ente na auséncia de luz.

A absorvancia das amostras foi analisada a partir de um leitor de microplacas Tecan
Infinite F200 Microplate Reader (Tecan, Mannedorf, Suica) a um comprimento de onda de 660
nm. Apos a quantificacdo das amostras de proteinas extraidas anteriormente, transferiu-se
para um novo tubo eppendorfcontendo uma solugdo de /oading buffer constituida por tam-
pao de Dodecilsulfato de Sodio (SDS) 4x, DTT 30 % (p/v) e 20 ug de proteina. As amostras

foram incubadas pelo menos 16 horas a temperatura ambiente.
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2.7.3 Preparagao do SDS-PAGE e Transferéncia

Preparou-se o sistema com os vidros e espacadores, previamente limpos com etanol. O

gel de SDS-PAGE foi preparado conforme indicado na Tabela 2.3.

Tabela 2.3-Reagentes constituintes de um gel SDS-PAGE de 10% de poliacrilamida.

Gel de Gel de Concentra-
~ N Marca
Resolucdo cédo

H.O destilada 5mL 34 mL FCT
Acrilamida/Bisacrilamida
(37,5:1) 2,5mL 830 uL Merck, Alemanha
Tampao resolugdo/concentragao 4x 2,5mL 630 pL FCT
SDS 20% 25 uL 25 L VWR, Europa
APS 10% 100 pL 50 pL Amresco, EUA

Sigma, St
TEMED 10 pL 5uL Louis, EUA

Apds a montagem do sistema sdo adicionados os tampdes catddicos e anddicos inici-
ando a corrida a 120 Volts durante 1 hora e 20 minutos. Apos a conclusado da eletroforese em
gel SDS-PAGE procedeu-se a transferéncia para uma membrana de fluoreto de polivinilideno
(PVDF) (GE Healthcare Life Sciences, Alemanha) por 45 minutos a 130 mA. Apds a transferén-
cia, o gel de SDS-PAGE foi submetido ao corante azul de Coomassie e colocado a incubar
durante 30 minutos a 55 °C. A membrana foi posteriormente submetida a uma incubagdo com
Ponceau S. por 5 minutos e, posteriormente lavada com agua destilada até remover comple-

tamente o reagente.

2.7.4 Processo de Incubacdo com o Anticorpo Primario e Se-

cundario

De forma a bloquear a membrana contra intera¢gdes nao especificas é usada uma solu-
cao de Blocking contendo 5% (p/v) de leite em pd desnatado em TBST 1x (50 mM Tris, 150
mM NaCl e 0,1% (v/v) Tween 20, pH = 7,5). A membrana foi incubada durante 1 hora, a tem-
peratura ambiente com agitacdo. De seguida, foi novamente incubada durante Th em agitagao
com solucdes 5 % (p/v) de leite ndo gordo em TBST 1x contendo os diferentes anticorpos
primarios (anti-Bax (diluicdo de 1:5000) ou anti BCL-2 (diluicdo de 1:1000)) (Tabela 2.4). Apos
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a incubacdo, a membrana foi lavada 3 vezes com TBST 1x por 5 minutos, em constante agita-
¢ao. Para a incubacao com o anticorpo secundario realizou-se o procedimento anteriormente
descrito para os anticorpos primarios, tendo-se apenas substituido pelos anticorpos secunda-
rios (Tabela 2.4).

Para controlo da quantidade de proteina em cada membrana e normalizacdo dos re-
sultados, as membranas foram incubadas, tal como descrito acima, mas utilizando como anti-
corpo primario o anticorpo da B-actina (Tabela 2.4). No entanto, antes de se proceder a estas
incubacgodes, foi feito o strjpping de todas as membranas a fim de remover os anticorpos pre-
viamente hibridados. Assim, as membranas foram submetidas a uma incuba¢do com tampao
stripping contendo 0,1 M de glicina, 20 mM de acetato de magnésio e 50 mM de cloreto de
potassio durante 30 minutos e de seguida, incubadas com o anticorpo primario da actina e

posteriormente o respetivo secundario (Tabela 2.4).

Tabela 2.4-Anticorpos primarios e secundarios usados no ensaio do Western Blot.

Diluicao Marca
BCL-2 1:1000 Sigma, B3170
Primérios Bax 1:5000 Abcam, 32503
Anticorpos B-actina 1:5000 Sigma, A5441
Anti-rabit (Bax) 1:2000 Cell signalling
Secundarios
Anti-mouse (BCL-2, actina) 1:3000 Cell signalling

2.7.5 Revelacdo das bandas

Para a revelacdo das membranas foi preparada uma solugdo com Hyperfil ECL (GE He-
althcare). O ECL (do inglés Enhanced Chemiluminescence) é um substrato quimioluminescente
usado para detetar a atividade da peroxidase de rabano induzida pelos anticorpos secundarios.
A membrana foi completamente imersa pelo reagente e incubada durante 5 minutos na au-
séncia de luz. Sequencialmente, a membrana foi exposta a um filme numa sala escura para
capturar a imagem das bandas de proteinas reveladas. A quantificacdo das intensidades das

bandas foi realizada usando o software ImageJ.
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2.8 Autofagia

O mecanismo de morte celular por autofagia foi detetado recorrendo ao Autophagy
Assay Kit (ab139484, Abcam, Cambridge, Reino Unido). O kit utiliza um fluoréforo verde que
marca as vesiculas autofagicas cujo comprimento de onda excitacdo ~480 nm e emissdo ~530
nm.

As células foram cultivadas em meio DMEM completo numa densidade de 1 x 10° cé-
lulas/mL numa placa de 6 pogos (SPL Life Sciences, Coreia do Sul). A placa foi incubada numa
estufa a 37°C, 5% (v/v) CO, e 99% (v/v) de humidade relativa (SANYOCO?2 Incubator, Electric
Biomedical Co., Osaka, Japao), durante 24 horas.

No final da incubacao, procedeu-se a substituicdo do meio de cultura por meio fresco
contendo o complexo em avaliacao na concentragéo igual ao seu ICso. Foi igualmente utilizado
DMSO 0,1% (v/v) como controlo negativo (veiculo), e doxorrubicina (6 uM) e cisplatina (5 uM),
ambos como controlos positivos. As células foram incubadas novamente na estufa a 37°C du-
rante 48 horas. Foi igualmente adicionada rapamicina (1500 nM) como controlo positivo, tendo
esta sido adicionada 18 horas antes do fim da incubacao de 48h. No fim deste periodo, o meio
do poco foi recolhido para tubos eppendorfs e centrifugado (Sigma 1-14, Alemanha) durante
5 minutos a 500 xg. O sobrenadante foi descartado e cada poco lavado com 1mL de PBS 1x e
posteriormente adicionou-se 1 mL de tripsina para destacar as células aderentes ( na estufa a
37°C durante 5 minutos). A solugdo de células tripsinizadas foi transferida para um eppendorf
e centrifugada a 500 xg durante 5 minutos (Sigma 1-14, Alemanha). Ap6s descartar o sobre-
nadante, o sedimento foi ressuspendido em 1 mL de meio DMEM sem fenol red (incolor) con-
tendo 5% (v/v) de FBS. Uma nova centrifugacao foi realizada durante 5 minutos a 800 xg (Sigma
1-14, Alemanha). O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 250 uL de
Green Stain Solution diluida 1:1000 em meio DMEM incolor contendo 5% (v/v) FBS. As amos-
tras foram incubadas durante 30 minutos numa estufa a 37°C na presenca da sonda. Seguido
este tempo, as amostras foram centrifugadas (Sigma 1-14, Alemanha) durante 5 minutos a
750 xg e posteriormente tendo-se descartado o sobrenadante. O sedimento foi ressuspendido
em 500 ulL de Assay Buffer 10x em agua. Realizou-se uma nova centrifugacao durante 5 minu-
tos a 700 xg (Sigma 1-14, Alemanha). Apds descartar o sobrenadante, o sedimento foi ressus-
pendido novamente em 500 pL de Assay Buffer 10x em agua.

Através de citometria de fluxo as amostras foram analisadas de forma a adquirir pelo
menos 10 000 eventos por amostra e os dados adquiridos a partir do programa Attune® Cy-

tometric software.
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2.9 Producgao de Espécies Reativas de Oxigénio

A quantificacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) foi realizada utili-
zando a sonda diclorofluoresceina di-acetato (H.DCF-DA) (Molecular Probes: Reactive Oxygen
Species (ROS) Detection Reagents, Invitrogen, EUA). Esta sonda, na presenca de espécies rea-
tivas de oxigénio converte-se no composto fluorescente 2,7- diclorofluoresceina (DCF) (Ex/Em:
~492-495/517-527 nm) (Mucha et al., 2019).

As células foram cultivadas numa placa de 6 pocos com uma densidade de 1 x 10°
células/mL em meio DMEM completo e deixadas a incubar numa estufa a 37°C, 5% (v/v) de
COz e 99% (v/v) de humidade relativa (SANYO CO2 Incubator, Electric Biomedical Co., Osaka,
Japao), durante 24 horas para adesdo celular. Concluido o periodo de incubacdo, o meio foi
substituido por meio fresco contendo os complexos a testar numa concentracdo igual aos
respetivos |Cso. Utilizou-se como controlo negativo DMSO a 0,1% (v/v) e como controlos po-
sitivos doxorrubicina (6 uM), cisplatina (5 uM) e Tert Butyl Hydroperoxide (TBHP) (42 puM). As
células foram novamente incubadas na estufa a 37°C nas mesmas condicdes acima referidas
durante 48 horas. Apds a incubacdo, procedeu-se a remog¢do do meio de cultura, lavagem
com TmL de PBS 1x e a adicdo de 1 mL de tripsina a cada pogo tendo-se deixado a incubar
durante 5 minutos. Apds este tempo, o conteddo dos pocos foi transferido para um tubo ep-
pendorfe centrifugado (Sigma 1-14, Alemanha) durante 5 minutos a 500 xg. Apos a remogao
do sobrenadante, o sedimento foi ressuspendido em 1 mL de PBS 1x e novamente centrifu-
gado a 800 xg durante 5 minutos (Sigma 1-14, Alemanha). Finalizada a centrifugagao, o sobre-
nadante é novamente descartado e o sedimento ressuspendido numa solugéo de PBS 1x com
H.DCF-DA a 10 uM. As amostras foram incubadas a 37°C durante 20 minutos na auséncia de
luz.

As amostras foram posteriormente analisadas por citometria de fluxo (adquiridos pelo
menos 10 000 eventos por amostra) no Attune® Acoustic Focusing Flow Cytometer (Life Te-
chnologies, Carlsbad, EUA). A analise dos resultados foi efetuada com o programa Attune®

Cytometric software.
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2.10 Analise da Progressao do Ciclo Celular

Neste ensaio, as células foram cultivadas em placas de 6 pogos (SPL Life Sciences, Co-
reia do Sul) com uma densidade de 1 x 10° células/mL em meio DMEM completo e deixadas a
incubar numa estufa a 37°C, 5% (v/v) de CO; e 99% (v/v) de humidade relativa (SANYO CO2
Incubator, Electric Biomedical Co., Osaka, Japao), durante 8 horas. Para assegurar que as células
se encontravam na mesma fase do ciclo celular, estas foram submetidas a um duplo bloqueio
com timidina para sincronizacdo. No final da incubacdo, o meio de cultura foi substituido por
2 mM de timidina em meio completo e as células colocadas a incubar numa estufa de 37°C
por 16 horas.

Apos a incubacdo, o meio de cultura com timidina foi substituido por meio completo
sem timidina e as células incubadas por mais 8h. Apds este tempo, foi aplicado um segundo
bloqueio com timidina, conforme descrito anteriormente.

No final da incubagdo, o meio de cultura com timidina foi substituido por meio fresco
contendo os complexos numa concentragao igual ao seu ICso. Foi igualmente utilizado, DMSO
a 0,1% (v/v) (veiculo), doxorrubicina (6 uM) e cisplatina (5 uM), ambos controlos positivos. As
células foram novamente incubadas numa estufa a 37°C durante 9, 12, 18 e 24 horas. Imedia-
tamente apos a exposicao (0 h) e no final de cada incubagao, o meio foi removido e adicionado
1 mL de tripsina a cada poc¢o e a placa deixada a incubar durante 5 minutos a 37 °C. Apos este
tempo, o conteudo dos pogos foi recolhido em eppendorfs e centrifugados (Sigma 3-16K
10280, Tuttlingen, Alemanha) durante 5 minutos a 650 xg a 4 °C. Depois de descartar o sobre-
nadante, o sedimento foi ressuspendido em 1 mL de PBS 1x frio e centrifugado (Sigma 3-16K
10280, Tuttlingen, Alemanha) a 3000 xg durante 5 minutos a 4°C. Apos esta centrifugacao o
sobrenadante foi novamente descartado e o sedimento ressuspendido em 100 pL de PBS 1x
frio. No passo seguinte, a cada tubo foi adicionado 1 mL de etanol 80 % (v/v) a 4°C gota a
gota.

As amostras foram mantidas a 4°C por um minimo de 16 horas. ApoOs este tempo, as
amostras foram centrifugadas (Sigma 3-16K 10280, Tuttlingen, Alemanha) durante 10 minutos
a 7500 xg e 4°C. O sobrenadante descartado e as amostras deixadas a secar ao ar de forma a
evaporar o etanol. De seguida, o pellet foi ressuspendido em 250 pL de RNAse 50 pg/mL em
PBS 1x (incubacdo de 30 minutos a 37°C). Ap&s isso, foram adicionados 100 pL de IP 25 pg/mL
em PBS 1x e 650 uL de PBS 1x.
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As amostras foram submetidas a analise utilizando um citometro de fluxo Attune®
Acoustic Focusing Flow Cytometer (Life Technologies, Carlsbad, EUA) (adquiridos pelo menos
10 000 eventos). A interpretacdo dos resultados foi conduzida por meio do software Attune®

Cytometric.

2.11 Senescéncia Celular

Neste ensaio foi utilizado o Senescence Assay Kit (Beta Galactosidase, Fluorescence)
(ab228562) (Abcam, Reino Unido).

As células foram cultivadas em placas de 24 pocos (SPL Life Sciences, Coreia do Sul) em
meio DMEM completo numa densidade de 5x10° células/poco e colocadas a incubar numa
estufa a 37°C, CO2 a 5% (v/v) e 99% (v/v) de humidade relativa (SANYO CO2 Incubator, Electric
Biomedical Co., Osaka, Japao), durante 24 horas. Desta forma, as células aderem ao fundo dos
pocos da placa. Apos a incubacao, o meio de cultura foi substituido por meio contendo os
complexos a testar na mesma concentracao do ICso. Adicionalmente foi utilizado DMSO 0,1%
(v/v) como controlo (veiculo), doxorrubicina (6 uM) e cisplatina (5 yM) como controlos positi-
vos. As células foram incubadas na estufa a 37°C, nas condic¢des anteriores durante 48 horas.

Finalizado o periodo de incubacao, o meio foi removido e adicionado 500 pL de meio
DMEM com 1,5 pl de Senescence dye. As placas foram submetidas a uma segunda incubacéo
entre 1-2 horas numa estufa a 37° C. Seguidamente o meio dos pocos foi retirado e as células
lavadas duas vezes com Tampao de Lavagem (fornecido pelo Kit). As células dos pocos foram
tripsinizadas em 200 uL de tripsina modificada e recolhidas em eppendorfs. Posteriormente
foram centrifugadas (Sigma 1-14, Alemanha) durante 5 minutos a 500 xg. Apos a centrifuga-
¢do, o sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 500 pL de Tampao de
Lavagem. As amostras foram novamente centrifugadas (Sigma 1-14, Alemanha) a 750 xg du-
rante 5 minutos. Apds a centrifugacao, o sobrenadante foi novamente descartado e ressus-
pendido em 500 pL de Tampao de Lavagem.

As amostras foram analisadas posteriormente por citometria de fluxo (adquiridos pelo
menos 10 00 eventos) num citometro Attune® Acoustic Focusing Flow Cytometer (Life Te-
chnologies, Carlsbad, EUA). A interpretacdo dos resultados foi efetuada com o programa

Attune® Cytometric.
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2.12 Interagdo dos complexos com o DNA Plasmidico

2.12.1 Cultura de Bactérias de Escherichia Coli (E. col)) e
isolamento de DNA plasmidico (pUC18)

Uma amostra de £ coli transformada com pUC18 (pDNA) foi inoculada numa placa
contendo meio LB-agar (Luria-Bertani) suplementado com ampicilina (100 ug/mL). O indculo
foi incubado durante 24 horas numa estufa a 37 °C, 5 % (v/v) de CO; e 99 % de humidade
relativa. Posteriormente as bactérias £ coli foram inoculadas em meio LB liquido, suplemen-
tado com ampicilina (50 pg/mL), durante 24 horas numa estufa a 37°C em constante agitacao.
ApOs este periodo de incubacao, extraiu-se o DNA plasmidico (pDNA) das bactérias recorrendo

ao Kit NZYSpeedy Minjprep (NZYtech) de acordo com o protocolo do fabricante.

2.12.2 Interagdo dos complexos com o DNA plasmidico
extraido

Foram realizados ensaios com o DNA de pUC18 extraido. O DNA plasmidico foi incu-
bado com os complexos para um volume final de 20 plL e todas as amostras foram incubadas
a 37°C durante 24 horas em tampao Tris-HCl, 50 mM NaCl (pH=7).

Desta forma, no primeiro ensaio, incubou-se 100 ng de DNA de pUC18 com concen-
tracoes crescentes dos complexos Cula, Cu 1b e Pt1a (5, 25, 50, 75 e 100 pM) ou na sua au-
séncia (apenas pUC18 com ou sem 0,1 % DMSO (v/v), ambos controlos negativos). Para este
ensaio, foi realizado um controlo positivo contendo DNA pUC18 (100 ng) incubado previa-
mente com a enzima HindlIl de forma a linearizar o plasmideo.

Apds os tempos de incubacao, foi adicionado a cada amostra 6 ulL de /oading buffer
6,6x (25 mM Tris—HCl, 25 mM EDTA (pH 8.0), 50 % glicerol, 0,1 % orange dye). De seguida, as
amostras foram aplicadas num gel de agarose 0,8% (p/v) e analisadas por eletroforese em
tampao TAE 1x com Ge/ Red 0,0015% e uma corrente constante de 70 V aplicada durante 80
minutos. Os géis obtidos apos cada eletroforese foram analisados e registados num sistema
Bio-Rad GelDoc EZ Gel Imaging System, usando o software Quantity One para aquisi¢do de

imagem. A quantificacdo das bandas foi feita recorrendo ao software Image..
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Apos este ensaio inicial foram realizados ensaios independentes pelo aluno de Licenci-
atura em Bioquimica Diogo Afonso sob supervisdo. Num dos ensaios subsequentes utilizou-
se diferentes concentragdes do complexo Pt1a com diferentes tempos de incubagdo de forma

a verificar se o tempo de incubacdo afetava a interacdo com o DNA plasmidico (Tabela 2.5).

Tabela 2.5-Solugdes stock preparadas do complexo Pt1a incubados com DNA plasmidico (pDNA) pUC18, durante
5 horas, 2 horas, 30 minutos, 15 minutos e 5 minutos a 37°C.

Complexo [Concentra¢des] uM Tempo de Incubagao (a 37°C)
10 UM, 25 uM 5 horas
10 UM, 25 uM 2 horas
Ptla 10 uM, 25 uM 30 minutos
10 uM, 25 pM 15 minutos
10 uM, 25 uM 5 minutos

2.13 Determinag¢ao do mecanismo de clivagem do pDNA

pelos complexos

De modo a determinar o mecanismo pelo qual os complexos conseguem clivar o pDNA
foram realizados varios ensaios por exposicao do pDNA obtido na sec¢do 2.12.1 com agentes
sequestradores de espécies reativas de oxigénio (ROS) nomeadamente azida de sédio (NaNs3)
que sequestra radicais singletos de oxigénio (Nsubuga et al., 2021); ou de um agente indutor
de danos oxidativos - perdxido de hidrogénio (H.O>) que via reacao de Fenton leva a formacao
de radicais hidroxilo. Assim, espera-se determinar se os complexos tém capacidade de clivar o
pDNA, se o mecanismo de clivagem ocorre pela presenga de radicais de oxigénio e se o H,O;
tem capacidade de potenciar o efeito.

Assim para o efeito foram feitos varios ensaios de acordo com as condicdes identifica-
das nas Tabelas 2.6, 2.7.
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Tabela 2.6-Solucdes stock preparadas de cada complexo de Cula, Culb, Pt1a e de agentes sequestradores de azida
de sédio (NaNs) incubados com DNA plasmidico (pDNA) pUC18, durante 24h a 37°C.

Amostras [Concentra¢des] uM

Azida de Sédio (NaNs) 50 pM

50 uM de Cula
Complexos 50 uM de Culb
50 uM de Pt1a
50 uM Cula+ 50 uM de NaNjs;
Complexos+ NaN3 50 uM Culb+ 50 uM de NaNj3,
50 uM Pt1a+ 50 uM de NaNj3

Foi realizado um terceiro ensaio com o agente azida de sédio (NaNs) e peréxido de

hidrogénio (H.0O,) (Tabela 2.7).

Tabela 2.7-Solugdes stock preparadas dos complexos Cula, Culb e Pt1a e de agentes sequestradores de azida de

sédio (NaNs) e o controlo positivo H,O, incubados com DNA plasmidico (pDNA) pUC18, durante 24 horas a 37°C.

Amostras [Concentra¢des] uM
Azida de S6dio (NaNs) 50 uM
H20: 50 uM

50 uM de Cula
Complexos 50 uM de Culb
50 uM de Pt1a
Complexos+ NaNj3 50 uM Pt1a+ 50 uM de NaNj3
50 uM Cula+ 100 uM H,0;
Complexos+ H,0; 50 uM Culb+ 100 pM H,0;
50 uM Pt1a+ 100 uM H,0;

Todas as amostras acima descritas foram programadas para um volume final de 20 uL in-
cubadas durante 24 horas, a 37°C.
Foram ainda preparadas amostras com 2 minutos de incubagdo a 37°C:

e 50 uMdePtla
e 50 uM Pt1a+ 100 uM H,0;
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Todas as amostras foram preparadas em tampao Tris-HCl, 50 mM NaCl (pH 7). Foram
também realizados controlos onde se exp6s 100 ng de pUC18 a: tampao Tris-HCI, 50 mM NaCl
(pH 7), DMSO 0,1% e a atividade da enzima de restricao Hindlll (controlo de plasmideo linea-
rizado) durante 24 horas. Todas as amostras acima descritas (Tabela 2.6 e 2.7) foram progra-
madas para um volume final de 20 pL incubadas durante 24 horas, a 37°C (salvo excec¢des
indicadas).

As amostras foram analisadas através de eletroforese em gel de agarose 0,8% (Tabela
2.6) e 1,0% (Tabela 2.7) em tampéao TAE 1x com Ge/ Red 0,0015% e uma corrente constante de
70 V aplicada durante 90 minutos. Os géis foram obtidos tal como mencionado anteriormente

(ver seccao 2.12.2).

2.14 Potencial angiogénico /n vivo

De forma a avaliar o potencial angiogénico dos complexos recorreram-se a modelos /n
vivo de ovos de galinha pelo método ex-ovo CAM (Chick Chorioallantoic Membrane). Estes
foram adquiridos no Bombarral através da empresa Pinto Valouro. Os ovos fertilizados foram
incubados a 37°C, durante 72 horas. Apos o tempo de incubacao os ovos foram abertos e
estabilizados durante 24h numa estufa a 37 °C em caixas individuais de pesagem (perfuradas),
garantindo que o embrido e vasos sanguineos se encontrassem visiveis.

Apos a incubacgao, 4 O-rings de silicone foram colocados sobre as zonas com maior
ndmero de vasos sanguineos. A cada O-Ring foram colocados 40 L de PBS 1x com concen-
tracdo igual ao 1Cso dos complexos Cula, Culb, Pt1a e o respetivo controlo veiculo de DMSO
0,1% (v/v) em PBS 1x.

A regiao limitada por cada O-ring foi fotografada imediatamente apds a adi¢do dos
complexos, bem como apds 24 horas e 48 horas de incubacéo a 37°C. As imagens foram cap-
turadas com uma camara microscopica digital USB (Opti-Tekscope OT-V1). A analise das ima-

gens foi realizada através do software ImageJ.

2.15 Migracao Celular

A motilidade e direcionamento das células cancerigenas constitui um desafio na efica-
cia de tratamentos contra o cancro. Por esse motivo foi realizado um ensaio que demonstra a
capacidade do complexo metalico interagir com fibroblastos através da sua capacidade mi-

gratoria.
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Numa placa de 24 pocos (SPL Life Sciences, Coreia do Sul) foram cultivados fibroblastos
numa densidade celular 1x10° células/mL. As placas foram incubadas durante 24h numa estufa
a 37°C, COz a 5% (v/v) e humidade relativa a 99% (v/v) (SANYO CO?2 Incubator, Electric Biome-
dical Co., Osaka, Japdo), até obter uma monocamada confluente de células.

Apos a incubacgéo, foi realizado um risco no centro de cada pogo das placas, usando
uma ponta de 200 plL estéril. Seguidamente, o meio foi substituido por meio com o ICso dos
complexos ou com os respetivos controlos de DMSO 0,1% (veiculo), cisplatina (5 uM) e doxor-
rubicina (6 uM), estes dois Ultimos como controlos positivos e as placas foram colocadas a
incubar numa estufa a 37°C. As placas foram fotografadas num microscopio invertido (Nikon
TMS, Nikon Instruments, Toquio, Japao) com ampliacao 4x (logo apds a exposicdo aos com-
plexos (0 h), 24 h e 48 h seguintes.

Através do software Image/ foi realizada uma medicdo a largura do risco e, com base
nesses dados foi calculada a percentagem de remissdo do mesmo (associada a capacidade de

migragao dos fibroblastos).

2.16 ICP-AES- Internalizagao dos Complexos

De forma a avaliar a internalizacdo dos complexos de cobre Cu(ll) e de platina, Pt(ll) nas
células recorreu-se a técnica de Espetrometria de emissdo atémica com plasma indutivo (ICP-
AES, do inglés: Inductively Coupled Plasma - Atomic Emission Spectroscopy) para a linha celu-
lar HCT116doxR e para os complexos Cula, Culb e Pt1a.

Para este ensaio, as células foram cultivadas numa densidade celular de 4 x 10° célu-
las/mL num frasco de cultura de 25 cm? (SPL Life Sciences, Coreia do Sul). As placas foram
incubadas durante 24 horas, numa estufa de CO,, a 37 °C, 5 % (v/v) de CO; e 99 % de humidade
relativa (SANYO CO2 Incubator, Electric Biomedical Co., Osaka, Japao).

Apds este tempo, o meio foi substituido por uma solucdo de meio DMEM completo
contendo 10 vezes a concentragdo igual ao 1Cso dos complexos ou 0,1 % (v/v) de DMSO (vei-
culo). As células foram incubadas nas mesmas condicdes anteriores durante 3 e 6 horas.

Apds os tempos de incubagdo, os 5 mL de meio em que se encontravam as células e
1ml de PBS 1x usado para lavar os pogos foram retirados e guardados em tubos fa/con de 15

ml (Tubos P) (SPL Life Sciences, Coreia do Sul) e centrifugados (800 xg durante 5 minutos)
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(Sigma 3-16K 10280, Tuttlingen, Alemanha). Depois da centrifugagao, os sobrenadantes foram
transferidos para num novo tubo de 15 mL (Tubos S) (SPL Life Sciences, Coreia do Sul).

As células contidas nos pocos foram tripsinizadas com 2 mL de 7rypLETM Express. A
tripsina é recolhida nos tubos falcon de 15 mL (Tubos S) e foram colocados a centrifugar a 750
xg, 5 minutos (Sigma 3-16K 10280, Tuttlingen, Alemanha). Antes das amostras serem analisa-
das foi adicionada Aqua-regia preparada de fresco.

Para a quantificacdo das amostras recorreu-se a um servico contratado (Laboratério de

analises, servi¢o de espectroscopia de emissdo atomica, Departamento de Quimica, FCT-UNL).

2.17 Interagao dos complexos com a albumina de soro bo-
vino (BSA)

A capacidade dos complexos Cula, Culb e Pt1a de interagir com proteinas foi avaliada
através de espetroscopia de UV-Visivel.

A albumina € a proteina plasmatica mais abundante nos organismos vertebrados e tem
sido fortemente utilizada como modelo proteico para avaliar a capacidade de interacao/afini-
dade de pequenas moléculas para a mesma (Topald et al., 2014) (Shi et al.,, 2018). Dada a se-
melhanca entre a albumina sérica bovina (BSA) e a albumina sérica humana (HSA) esta tem
sido usada em inUmeros estudos de complexos metalicos (Samari et al., 2012; Sengupta et al,,

2022; Wongsuwan et al., 2023).

2.17.1 Espetroscopia de absor¢ao de UV-visivel

Para os ensaios de espectroscopia UV-Vis usou-se uma concentragdo de BSA constante
de 200 uM e concentracSes de complexos a variar entre 10 e 100 uM. As amostras foram
preparadas e diluidas em tampao fosfato 10 mM pH 7/NaCl 150 mM. Os espetros de absor¢ao
UV-Visivel foram adquiridos através do espectrofotometro Evolution 300 UV-Vis (Thermo Fis-
her Scientific, Waltham, MA, USA) apds uma incubacdo de 24 horas numa estufa a 37°C
(SANYO CO2 Incubator, Electric Biomedical Co., Osaka, Japao). As absorvancias foram medidas

numa gama de comprimentos de onda entre 245-500 nm em cuvettes de quartzo.
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Paralelamente foram realizados controlos em que as solu¢des de BSA foram incubadas com

DMSO nas mesmas concentragdes presentes nas diferentes solu¢des de complexos.

2.17.2 Fluorescéncia

A fluorescéncia das amostras referidas na seccao 2.17.1 foi igualmente analisada no
fluorimetro CARY Eclipse (VARIAN, California, EUA), por excitacdo da molécula de BSA a 278
nm (pico maximo de absor¢do) e emissao entre os 290 e 500 nm. O setup foi colocado na
velocidade lenta (120 nm/minutos) utilizando slits de 5 nm. O valor de absorvancia do tampao

contendo DMSO (nas respetivas %) foi descontado a cada amostra.

2.18 Estatistica

Os resultados foram apresentados como a média + SEM de pelo menos dois a trés
ensaios biologicos independentes, com duplicados técnicos em cada um. Para analise dos re-
sultados foi conduzida utilizando o software GraphPadPrism 8.0 e os métodos estatisticos uti-
lizados foram One-way ANOVA ou Student’s t-test. Os resultados foram considerados estatis-

ticamente significativos para um p<0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Potencial Citotoxico

O ensaio de MTS é uma técnica comum e amplamente utilizada para avaliar a viabili-
dade celular (mais concretamente a viabilidade mitocondrial) e a citotoxicidade de complexos
em diferentes linhas celulares.

A viabilidade celular foi obtida apds a incubacdo durante 48 horas numa gama inicial
de concentragdes (0,1-50 uM) dos complexos de Cu(ll) e de Pt(Il) em trés linhagens de células
tumorais. As linhas celulares utilizadas tém o objetivo de proporcionar uma compreensao mais
aprofundada sobre a eficacia dos complexos em diferentes tipos de cancros, nomeadamente
cancro colorretal, HCT116, cancro colorretal com resisténcia a agentes quimioterapéuticos,
HCT116doxR, e carcinoma do ovario, A2780. Foi igualmente analisada a viabilidade celular em
fibroblastos primarios saudaveis originarios da derme, para efeitos comparativos de citotoxi-
cidade. Esta abordagem multifacetada foi adotada com a finalidade de identificar a linha celu-
lar mais seletiva e promissora para prosseguir com estudos subsequentes. Por meio desta ana-
lise foi possivel obter uma visdo mais abrangente da capacidade antiproliferativa dos comple-

xos em células tumorais especificas.

3.1.1 Ensaios viabilidade celular em 2D

As viabilidades celulares em HCT116 e HCT116doxR em funcdo das varias concentra-

¢oes de complexos de Cu(ll) e Pt(ll) estdo representadas nas Figuras 6.2 — 6.3 (Anexo 2).
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Por analise das Figuras 6.2 — 6.3 (Anexo A2), observa-se uma diminui¢do da viabilidade
celular a medida que as concentracdes dos complexos de cobre (Cula, Culb, Culd, Cu2c) e
dos complexos de platina (Pt1a, Pt1b e Pt1d) aumentam. A partir das Figuras 6.2-6.5, € possivel
verificar que os complexos Pt2a, Pt2b, Pt2c, Pt2d, Cu2a, Cu2b, Cu2d ndo apresentaram qual-
quer efeito antiproliferativo significativo para ambas as linhas celulares tumorais de carcinoma
colorretal (HCT116 e HCT116doxR) assim como na linha tumoral do carcinoma do ovario
(A2780) e em fibroblastos, uma vez que ndo se observa uma redugdo da viabilidade celular
significativa para concentra¢des até 50 uM.

A partir dos dados de viabilidade celular, foram calculados os valores de ICsq relativos
(concentragdo a qual se obtém 50% da viabilidade celular) de cada complexo para as linhas
celulares respetivas (Tabela 3.1) (Lenis-Rojas et al., 2021).

Ao comparar os valores de viabilidades celulares (Anexo 2) e os respetivos ICso (Tabela
3.1) entre as diferentes linhas celulares, a linha HCT116doxR destaca-se como a linha em que
a maioria dos complexos apresenta uma maior citotoxicidade (menor ICsp).

Acresce que ao analisar a Tabela 3.1 e a Figura 6.4 (em anexo), é possivel verificar que
todos os complexos testados exibem uma menor citotoxicidade na linha celular A2780, em
comparagdo com as outras linhas tumorais, seguindo a ordem de citotoxicidade:
Culd>Cula>Culb>Ptla>Pt1b>Pt1d>Cu2c.

Na linha celular HCT116doxR, os complexos Cula e Culb, bem como o complexo de
Pt1a destacam-se como os mais promissores dado que apresentam menores ICso (inferiores a
1 uM; ou seja, maior citotoxicidade), seguindo a ordem Cula<Culb< Pt1a, quando compara-
das com a linha celular HCT116 sensivel. Estes resultados sao particularmente relevantes dado
que esta linha celular mimetiza a resisténcia adquirida, por muitos dos doentes com cancro
colorretal, via a ativagdo da P-glicoproteina (Pg-P), um transportador de efluxo de farmacos
que constitui um alvo fundamental na resisténcia a doxorrubicina (Pedrosa et al., 2018). O
complexo Culd revelou ser o quarto mais citotéxico em HCT116 sensivel (Figura 6.2) e em
HCT116doxR (Figura 6.3), com ICso em torno de 0,3. Quanto ao complexo Pt1d, este exibiu
citotoxicidade moderada nestas linhagens com um ICso de cerca de 3 uM. O complexo Cu2c
foi o que apresentou menor citotoxidade dentro dos complexos com atividade antiprolifera-

tiva, apresentando um ICso de 15 pM em HCT116doxR e 22,25 uM em HCT116.
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Tabela 3.1-Valores de ICsq e IS relativo dos complexos nas linhas celulares HCT116, HCT116doxR, A2780 e fibroblas-
tos ap0s a exposicdo aos complexos por 48 horas. Estes valores correspondem ao valor médio + SEM de pelo menos
dois ensaios independentes.

ICso IS
HCT116 HCT116 A2780 Fibroblastos | HCT116 | HCT116 | A2780
Complexos doxR doxR

Pt1a 1,184 + 0,01 0,683 £ 0,03 2,317+0,1 1Cs0 >50 42,2 73,1 21,6
Pt1b 1,660+ 0,05 | 2,144+0,04 5,681 +0,04 1Cs0 >50 30,1 23,3 8,9
Pt1d 3,011+ 0,03 2,450+ 0,1 6,057 £0,2 1Cs0 >50 16,6 20,4 8,3
Pt 2a ICs0 >50 1Cs0>50 - 1Cs0 >50 - - -
Pt 2b ICs0 >50 1Cs0 >50 - 1Cs0 >50 - - -
Pt 2¢ 1Cs0 >50 - - 1Cs0 >50 - - -
Pt 2d ICs0 >50 1Cs0 >50 - 1Cs0 >50 - - -
Cu la 0,284+0,03 | 0,239+0,02 | 0,533+0,07 9,259 +0,9 32,5 38,6 17,4
Culb 0,213 £ 0,05 0,290+ 0,02 0,569 £ 0,06 13,3+1,0 62,4 45,8 23,4
Culd 0,359+0,04 | 0,310+0,01 | 0,481+0,08 6,421 +0,5 17,8 20,7 13,3
Cu 2a 1Cs0 >50 1Cs0 >50 - 1Cs0 >50 - - -
Cu2b 1Cs0 >50 1Cs0 >50 - 1Cs0 >50 - - -
Cu 2c 22,250 +0,2 | 15,220 +0,05 - 15,58 +1,1 0,7 1,0 -
Cu2d ICs0 >50 IC50 >50 - 1Cs0 >50 - - -

E importante salientar que na identificacdo de novos complexos metalicos para o trata-
mento do cancro, deve ter-se em consideracao o impacto que estas moléculas podem ter em
células saudaveis. Por essa razdo, este ensaio foi também realizado numa linhagem de células
humanas saudaveis de fibroblastos primarios (Figura 6.5 em anexo). Estas células desempe-
nham um papel crucial no microambiente tumoral, tornando seu estudo fundamental (Roma-
Rodrigues et al, 2019). Os valores de viabilidade celular e 1Cso foram determinados nos fi-
broblastos primarios, e os indices de seletividade IS (do inglés Selectivity Index) foram calcu-

lados como a razdo entre o ICsp dos fibroblastos e o ICsp da linhagem celular tumoral
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correspondente (Tabela 3.1). Quando analisamos os valores de 1Cso, em fibroblastos, para os
complexos mais promissores (Cula, Culb e Pt1a), estes apresentam-se relativamente mais ele-
vados que os valores nas respetivas linhagens tumorais, indicando a menor citotoxicidade
neste tipo de células saudaveis (Tabela 3.1). O complexo Cu2c é o Unico dos complexos testa-
dos que é mais citotdxico em fibroblastos comparativamente as linhas tumorais (IS <1), uma
indicacao de que este complexo ndo sera promissor para o tratamento destes tipos de cancro
(Tabela 3.1).

E de notar que, os complexos mais promissores (Cula, Culb e Pt1a) também sdo os que
apresentam maiores IS, na ordem Pt1a> Culb>Cula, em ambas as linhas celulares de carci-
noma colorretal, sensivel e resistente e com excecdo do Culb, estes valores sdo superiores em
HCT116doxR relativamente a HCT116 (Tabela 3.1). Assim na Tabela 3.1 destaca-se o complexo
Pt1a como um complexo que ndo apresenta qualquer efeito antiproliferativo em fibroblastos
(ICs0> 50 uM) e um IS de aproximadamente 73, que indica a sua capacidade de seletivamente
afetar as células HCT116doxR, e um elevado potencial como futuro agente quimioterapéutico
direcionado para esse contexto celular especifico. Pelo contrario, os complexos Cula e Culb,
embora apresentem um menor ICso entre os complexos (~2 pM), exibem alguma citotoxicidade
em fibroblastos. Ainda assim, estes complexos continuam a possuir os maiores indices de se-
letividade na linha HCT116doxR. Embora o Culb apresente menor ICso e maior IS, em HCT116,
a escolha da linhagem celular recaiu sobre a HCT116doxR pela capacidade de simular a resis-
téncia adquirida por muitos dos doentes.

Na linha celular A2780, a maioria dos complexos apresentou indices de seletividade in-
feriores em comparacao com as outras duas linhas tumorais (Tabela 3.1). Salienta-se que os 3
complexos mais promissores (complexos Cula, Culb e Pt1a) continuam a apresentar IS mais
elevados quando comparados com os restantes complexos, surgindo novamente como os
mais promissores.

Assim, os complexos Cula, Culb e Pt1a sdo os que apresentam uma maior janela tera-
péutica para todas as linhas, em particular HCT116doxR.

De modo a perceber se a citotoxicidade dos complexos é atribuida aos seus respetivos
ligandos, é importante avaliar igualmente a sua citotoxicidade em HCT116doxR (a linhagem

selecionada) e em fibroblastos. Os valores de ICso e de IS estdo detalhados na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2- Valores de ICsg relativo e IS dos ligandos nas linhas celulares HCT116doxR e fibroblastos. As células
foram expostas aos complexos durante 48 horas. Valores correspondem ao valor médio + SEM de pelo menos dois
ensaios independentes.

ICso 1S
Ligandos | HCT116doxR Fibroblastos HCT116doxR
Lla ~0,175 1Cs0 >50 285,1
L1b 0,241+0,4 1Cs0 >50 207,8
L1d 0,200 + 0,05 19,080 + 0,1 95,4
L2a 1Cs0 >50 1Cs0 >50 -
L2b 1Cs50>50 1Cs0 >50 -
L2c ~11,500 ~40,81 3,5
L2d ~14,650 1Cs0 >50 3,4

Através dos resultados de viabilidade (Figura 6.7, em anexo A2), podemos inferir que o
ligando L1a, compartilhado pelos complexos Cula e Ptla, apresenta citotoxicidade em
HCT116doxR, no entanto, ndo exibe qualquer citotoxicidade em fibroblastos. Isso sugere que,
o ligando quando complexado com o metal tém menor impacto citotéxico em células tumo-
rais. Por outro lado, o ligando L1b, que esta associado ao complexo Cu1b, demonstrou um
valor de ICsp praticamente equivalente ao do Culb nas células HCT116doxR, no entanto, nao
exibiu qualquer efeito citotdxico em fibroblastos. Ja o ligando L1d, que esta presente nos com-
plexos Culd e Pt1d, apresentou maior citotoxicidade em fibroblastos quando testado isolada-
mente. O ligando L2c compartilhado pelo complexo Cu2c mostra menor toxicidade em fi-

broblastos do que o proprio complexo.

61



3.1.2 Ensaios viabilidade celular em 3D

A citotoxicidade dos complexos mais promissores foi também avaliada em modelos 3D
de esferdides de HCT116doxR de modo a comparar o potencial antiproliferativo dos comple-
xos de Cu 1a, Culb e Pt1a em culturas 2D e 3D. O ensaio de MTS foi realizado em esferoides
com 6 dias de incubacao seguida de uma exposicao aos complexos por 48h. Os resultados das
viabilidades celulares e dos valores de ICso respetivos, encontram-se em anexo na Figura 6.6 e

na Tabela 3.3.

Tabela 3.3- Valores de ICs relativo e IS dos complexos selecionados na linha celular HCT116doxR e em modelos
esferdides constituidos por células de HCT116doxR. As células foram expostas aos complexos por 48 horas. Os
valores correspondem ao valor médio + SEM de pelo menos dois ensaios independentes.

ICso IS
3D 3D

Complexos HCTH6doxR 1 1y~ 6d0xR HCT116doxR
Ptla 0,683 + 0,03 1C50 75 0,7
Cula 0,239 +0,02 ~10 0,9
Cu1lb 0,290 +0,02 33,86 +0,4 0,4

O valor de ICsp dos esferdides expostos a Pt1a mostrou ser maior que 75 uM (110x maior),
enquanto o valor do ICso do Cula foi 50x e para o Culb foi 116x superior ao obtido em cultura
2D de HCT116doxR. O aumento de ICso a medida que aumenta a complexidade celular € um
fendbmeno comum em estudos de toxicologia e farmacologia (Zanoni et al., 2016). Isso sugere
que os esferdides requerem uma concentracao maior dos complexos metalicos para alcangar
o mesmo efeito bioldgico. Esta diferenca é atribuida essencialmente a complexidade dos tu-
mores solidos que apresentam um gradiente associado e um processo de difusdo mais lento
e irregular, que consequentemente leva a uma resposta celular diferencial. Deste modo a con-
centracdo usada para esferdides sera mais semelhante a concentragdo utilizada em ensaios /n

vivo (Choroba et al., 2023).
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Os modelos de cultura 2D séo limitados em reproduzir fielmente as propriedades en-
contradas nos tumores sélidos e ndo conseguem mimetizar adequadamente a resisténcia tu-
moral a terapia (Zanoni et al., 2016). Por outro lado, os esferdides (modelos 3D) proporcionam
uma estrutura mais organizada e complexa que é capaz de imitar as caracteristicas dos tumo-
res, incluindo um perfil de resisténcia semelhante ao observado /n vivo (Nunes et al.,, 2019).

Contudo, € importante salientar que, os ensaios em esferdides também tém algumas
desvantagens, como a falta de métodos padronizados e simplificados em comparacdo com os
modelos 2D (Nunes et al., 2019). Os modelos 2D tém a vantagem de contar com uma literatura
extensa e uma variedade de técnicas e tecnologias disponiveis para analises mais rapidas e
eficazes (Nunes et al,, 2019). Por essa razao, os ensaios subsequentes foram realizados em
modelos 2D pela necessidade de equilibrar a representatividade dos resultados com a pratici-

dade e a disponibilidade de recursos para a investigacao.

3.2 Estabilidade

Antes de continuar os estudos biolégicos é fundamental avaliar a estabilidade e a so-
lubilidade dos complexos, dado que estes fatores desempenham um papel crucial no sucesso
dos ensaios.

A estabilidade dos complexos foi avaliada por meio de espectroscopia de UV-visivel
através da variacao dos picos de absorvancia ao longo do tempo. No contexto desta analise,
os complexos em forma de pé foram inicialmente solubilizados no solvente DMSO 100% e,
posteriormente, em meio de cultura RPMI 0% FBS sem fenol red numa concentracao final de
50 pM. Estas solugdes, bem como os respetivos controlos negativos (meio RPMI sem a pre-
senca de complexos e com a mesma % de DMSO que em cada solucao de complexo) foram
incubados ao tempo Oh (apds dissolucao) e apds 3, 6, 24 e 48h numa estufa a 37°C. Apds este
tempo os espectros de absor¢ao (Anexo A1 Figura 6.1) foram tragados numa faixa de compri-
mentos de onda de 220-800 nm.

As bandas de absorcao de alta energia correspondem a transicbes m — n* e n — n*
com picos na faixa dos 230-330 nm e 330-400 nm que podem corresponder aos anéis aroma-
ticos de terpiridina presente em todos os complexos (Choroba et al., 2023; Maron et al., 2018).

Para os espetros correspondentes ao complexo Cula, € possivel identificar 3 picos nas
regides de 230-270 nm, 270-300 nm, 300-360 nm (Fig. 6.1 (A, B, C)). Analisando a Figura 6.1

(A), observa-se uma elevada perda de solubilidade entre a Oh e as 48h, salientando-se
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igualmente uma alteragdo espectral com reducdo do pico intermédio as 48h. Com o objetivo
de avaliar se esta alteracdao também é evidente em diferentes tempos de incubacéo, foram
realizadas incubacdes as 3, 6, e 24h (Fig. 6.1 (B) e (C)). Observa-se assim uma continua perda
de solubilidade, mas parece haver uma manutencao dos 3 picos caracteristicos até as 24h (Fig.
6.1 (B)).

Os espectros do complexo Culb apresentam igualmente as 3 bandas de absorvancia a
230-260 nm, 260-300 nm e um pico menor a 310-360 nm (Fig. 6.1 (D, E e F)). Este complexo,
apresenta uma grande perda de solubilidade e alteracSes espectrais entre as Oh e as 48h de
incubacao (Fig. 6.1 (D)). Quando se analisou outros tempos de incubacgdo, observa-se que até
as 6h apesar de haver uma reducao da intensidade dos picos, associada a uma perda de solu-
bilidade, mantém todas as caracteristicas (Fig. 6.1 (E e F)). As 24h, observa-se uma reducdo
quase total do pico maximo (pico em comprimentos de onda intermédios - 260-300 nm), que
é ainda mais significativa as 48h (Fig. 6.1 (D)).

O complexo de Pt1a exibe picos na mesma regido espectral que o complexo Culb (Fig.
6.1 (G, H)). Apds o periodo de incubacao de 24 horas, verifica-se uma diminuicdo na solubili-
dade do complexo (Fig. 6.1 (G, H)). No entanto, observam-se poucas varia¢cdes na intensidade
das absorvancias ao longo do tempo que possam acarretar problemas substanciais de solubi-
lidade e estabilidade (Choroba et al., 2023).

A estabilidade diminuida de complexos de cobre (Cu(ll)) quando comparada com com-
plexos de platina (Pt(ll)) ja tinha sido descrita por outros (Maron et al., 2018).

De uma forma geral, todos os complexos mantém a sua estabilidade nas primeiras
horas de incubacao (0-6h), tempo que geralmente é necessario para a internalizacdo dos com-
plexos nas células (Choroba et al., 2021, 2023; Lenis-Rojas, Roma-Rodrigues, et al., 2022) (Fi-
gura 6.1).

De qualguer modo, para garantir o maximo de solubilidade e estabilidade dos comple-
xos durante os ensaios, todas as solu¢des utilizadas nos ensaios biologicos foram preparadas

de fresco e bem homogeneizadas, antes de realizar cada ensaio.
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3.3 Potencial Apoptético

3.3.1 Marcacao dupla Anexina V-FITC e IP

De forma a perceber o mecanismo pela qual as células HCT116doxR perdem viabili-
dade, e nomeadamente o tipo de morte celular que esta a ser induzida, comegou-se por estu-
dar a uma das formas mais comuns de morte programada de células epiteliais, a apoptose
(Peng et al., 2022), inicialmente utilizando um ensaio quantitativo com dupla marcacdo com
anexina V-FITC (FITC, fluorescein issothiocyanate) e iodeto de propidio (IP) através de citome-
tria de fluxo (Maroh et al., 2018).

A anexina V-FITC é uma sonda que se liga preferencialmente ao fosfolipido idnico fos-
fatidilserina (PS) (Amiri Rudbari et al., 2022). Em células saudaveis, o PS esta localizado predo-
minantemente no lado interno da membrana plasmatica. Nos estadios iniciais de apoptose, a
membrana sofre alteracdes estruturais que permitem a translocacao do PS para a membrana
externa plasmatica (Mendo et al., 2015). Em contrapartida, o iodeto de propidio é um agente
intercalante do DNA que permite marcar células com comprometimento da membrana plas-
matica (geralmente estadios finais de apoptose ou necrose), emitindo fluorescéncia vermelha
quando interage com os acidos nucleicos (Lenis-Rojas et al.,, 2021).

Assim, este ensaio permite distinguir células em 4 diferentes condigdes: as células via-
veis (FITC-, IP-), em apoptose inicial (FITC+, IP-), apoptose tardia (FITC+, IP+) e necrose (FITC-
, IP+).

Os resultados da exposicao de células HCT116doxR aos complexos Cula, Culb e Ptla,
bem como ao controlo negativo de DMSO 0,1% (v/v) e ainda aos controlos positivos de do-
xorrubicina (6 uM) e cisplatina (5 uM) encontram-se na Figura 3.1 e Tabela 3.4. Assim, podemos
observar que, no controlo negativo de DMSO 0,1%, a taxa de viabilidade celular foi de 87,4%,
em conformidade com que era esperado (Choroba et al,, 2023) (Sequeira et al., 2021) (Figura
3.1 e Tabela 3.4). Verificou-se adicionalmente uma proporcao de 9,5% de células em apoptose
inicial, 1,6% de apoptose tardia e 1,5% de necrose. Em relagdo as células tratadas com doxor-
rubicina, observou-se uma menor percentagem de células viaveis, cerca de 59,8%, com 26,6%
de apoptose inicial, 13,9% de apoptose tardia e a maior percentagem de necrose de 9,8%,
dados que sdo corroborados em literatura (Sequeira et al., 2021). Como controlo positivo foi
utilizada a cisplatina, que exibiu a maior percentagem de células em apoptose inicial com

40,1% e 25,8% em apoptose tardia. Tais resultados estdo em concordancia com Susilo et al.
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em que demonstraram a inducdo de apoptose tanto pela cisplatina como pela doxorrubicina
(Susilo et al., 2021). As concentragdes de cisplatina e doxorrubicina usadas no estudo foram
determinadas com base em ensaios prévios realizados no laboratoério (Choroba et al., 2023).

Os resultados demonstrados na Figura 3.1 e Tabela 3.4 indicam que as células expostas
aos complexos Cula, Culb e Pt1a exibem um aumento estatisticamente significativo da per-
centagem de células em processo apoptdtico, quando expostas a concentragdes correspon-
dentes ao ICso.

No caso das células expostas ao complexo Cu1a, foi observada uma taxa de sobrevi-
véncia celular de 23,1%, sendo a maioria das células encontradas em apoptose inicial (55,2%),
21,7% em apoptose tardia e auséncia de necrose (Figura 3.1 e Tabela 3.4). Por outro lado, os
complexos Culb e Pt1a apresentam uma percentagem aproximadamente 30-40% de células
em apoptose inicial e 6-10% em apoptose tardia. O complexo Cula, a semelhanga com a cis-
platina, induz uma maior percentagem de células em apoptose comparado com os complexos

Culb e Pt1a (Palion-Gazda et al., 2021)(Figura 3.1 e Tabela 3.4).
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Figura 3.1- Quantificacdo de células tumorais HCT116doxR vidveis, em apoptose inicial, em apoptose tardia e em
necrose marcadas com Anexina V-FITC e IP foi realizada por citometria de fluxo apds exposicdo aos complexos Cu
1a, Cu 1b e Pt1a por 48 horas numa concentracdo correspondente ao ICso respetivo. Sdo representados igualmente
3 controlos (DMSO 0,1%, cisplatina e doxorrubicina). Os resultados fornecidos sdo representados em média + SEM
obtidos a partir de pelo menos dois ensaios biolégicos independentes. Para avaliar a significancia estatistica destes
resultados em relacdo ao grupo de controlo tratado com DMSO foi utilizado o método One-Way ANOVA (* p <
0,05; ** p< 0,005; *** p < 0,0005; **** p < 0,0001).
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Tabela 3.4- Percentagem de células vidveis, apoptéticas iniciais e tardias e necréticas em células HCT116doxR ex-
postas aos controlos de DMSO 0,1% (controlo veiculo), Doxorrubicina e Cisplatina como controlos positivos, expo-
sicdo ao ICsg dos complexos Cula, Culb e Ptla. As células foram expostas num periodo de incubagdo de 48h. Os
valores foram obtidos a partir da Figura 3.1.

Controlos Células Viaveis | Apoptose Inicial | Apoptose Tardia Necrose

Células Marcadas 73,5% + 7,9 22,7% + 8,8 3,3%+1,1 0,5% +0,4

DMSO 87,4% + 6,3 9,5% * 6,4 1,6% +1,5 1,5%+1,1

Cisplatina 33,4 % +55 40,1% + 11,8 25,8% +7,7 09 %=+1,1

Doxorrubicina 59,8% + 3,8 16,6% +5,5 13,9% + 1,9 9,8% +4,0
Complexos

Cula 23,1% +4,5 55,2 % + 4,9 21,7% £ 8,2 0,0% +0,1

Culb 59,3% + 7,8 33,1%+5,3 6,9 % 3,4 0,7% +0,6

Ptla 50% + 8,1 40,4% + 6,9 9,3% +1,8 0,3% +0,3

Notavelmente, o complexo Cula mostra um potencial terapéutico mais elevado e apre-
senta maior citotoxicidade (Tabela 3.1). As células tratadas com os complexos metalicos en-
contram-se predominantemente em apoptose inicial.

A capacidade de complexos de Cu(ll) e de Pt(ll) induzirem apoptose ja havia sido des-
crita anteriormente (Sequeira et al., 2021; Maron et al., 2018).

A percentagem de células que se encontram em necrose foi inferior a 1% em todas as
condigdes estudadas, com excecao das células expostas a doxorrubicina (9,8%) e DMSO (1,5%),
sugerindo que os complexos nao induzem necrose de modo significativo. Dado que o meca-
nismo de necrose envolve o recrutamento de moléculas inflamatérias e esta associado a pro-
gressao tumoral, os complexos parecem ser promissores neste sentido.

Em condicOes de stress, a proteina pré-apoptdtica BAX sofre uma mudanca conforma-
cional e adquire a capacidade de se translocar para a membrana externa mitocondrial. Isto
resulta na disrupgao do potencial de membrana e, consequentemente formacao de poros (Le-
nis-Rojas, Carvalho, et al,, 2022). Por este motivo, torna-se relevante investigar se o nivel das
proteinas pro- e anti-apoptoticas € alterado e se os complexos induzem altera¢des do poten-

cial de membrana (AWm) (Mendo et al., 2015).
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3.3.2 Potencial Mitocondrial

Em fases iniciais da apoptose, a rutura da membrana externa mitocondrial e a dissipa-
¢ao do potencial membranar (WM) sdo caracteristicas que a distingue (Roma-Rodrigues et al.,
2020). As alteragdes do potencial de membrana podem ser medidas através de técnicas como
citometria de fluxo e representam um parametro essencial indicador do estado funcional da
mitocondria.

Para realizar esta anadlise, foi utilizada a sonda catidnica lipofilica 5,5,6,6-tetrachloro-
1,1,3 3 -tetraethylbenzimi-dazolylcarbocyanine iodide (JC-1) que permite avaliar despolariza-
¢do ou hiperpolarizacdo da membrana mitocondrial (Perelman et al.,, 2012). Em células sauda-
veis, a JC-1 acumula-se no interior eletronegativo da mitocdndria sob forma de agregados
(fluorescéncia vermelha) quando o potencial de membrana é carregado positivamente (hiper-
polarizado) (Roma-Rodrigues et al., 2020). No entanto, quando ocorre a despolarizacao do
potencial da membrana mitocondrial existe uma diminuicdo na proporcao da intensidade de
fluorescéncia agregados/mondmeros JC-1. Assim quando a integridade da membrana mito-
condrial estd comprometida a sonda JC-1 permanece sob forma de mondmeros (fluorescéncia
verde)(Roma-Rodrigues et al., 2020) (Amiri Rudbari et al., 2022).

Deste modo, células HCT116doxR foram expostas a concentracdes correspondentes
aos ICso de Cula, Culb e Pt1a. Posteriormente, as células foram marcadas com a sonda JC-1 e
submetidas a analise por citometria de fluxo, com intuito de confirmar possiveis alteragdes no
potencial de membrana mitocondrial induzidas pelos complexos cujos resultados se encon-
tram na Figura 3.2.

A andlise da Figura 3.2, revela que o racio fluorescéncia vermelha para verde é inferior
a 1 para os trés complexos, bem como para o controlo positivo de cisplatina. O complexo Cula
foi o complexo que induziu a maior despolarizacdo com racio de aproximadamente 0,79, se-
guido pelo Pt1a com um racio de 0,82 e pelo Culb um racio de 0,88.

Isto indica que a sonda JC-1 se encontra predominantemente na forma monomérica
indicando uma perda do potencial de membrana e despolarizagdo com significancia estatistica.
Importa mencionar que a doxorrubicina ndo induziu despolarizacdo da membrana dado que
a linhagem celular utilizada é resistente a doxorrubicina e a concentragdo utilizada permite
manter a resisténcia (Pedrosa et al., 2018) mas nao é suficiente para uma alteracdo do potencial

mitocondrial tal como observado por Choroba et al (Choroba et al., 2023).

68



Estes resultados para os trés complexos vdo ao encontro dos resultados obtidos na

seccao 3.3.1 e indugdo de apoptose (Figura 3.1 e Tabela 3.4).
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Figura 3.2- Potencial mitocondrial em células tumorais HCT116doxR apds 48h de exposicdo a uma concentracdo
correspondente ao ICso dos complexos Cula, Culb e Ptl1a. As células foram expostas ao controlo veiculo de DMSO
0,1% e controlos positivos de cisplatina (5 uM) e doxorrubicina (6 uM). Os dados representados encontram-se
normalizados ao DMSO e apresentados como média + SEM de dois ensaios independentes utilizando o método T-
Student (** p< 0.005 * p< 0.05).

A perda da permeabilidade da membrana mitocondrial pode estar diretamente relaci-
onada com o aumento de poros na membrana pelas proteinas apoptoticas, como a Bax com
simultanea diminuicdo das proteinas anti-apoptoticas. Assim, é importante confirmar real-
mente este processo e se os complexos podem desencadear o mecanismo de apoptose pela

via intrinseca.

3.3.3 Western Blot

A desregulacdo da via mitocondrial da apoptose é um dos eventos mais cruciais no con-
texto da carcinogénese. A familia de proteinas BCL-2 desempenha uma func¢do crucial na re-
gulacdo desta via intrinseca compreendendo proteinas anti-apoptoticas (por exemplo, BCL-2
e BCL-xl) que previnem a disrupgcao membranar e prd-apoptoticas (por exemplo, Bax, Bak) que
promovem a apoptose (Khodapasand et al., 2015) (Lenis-Rojas, Carvalho, et al., 2022).

O equilibrio entre o racio BAX/BCL-2 determina a suscetibilidade das células em optar

pela via apoptdtica intrinseca (racio>1) ou favorecer a sobrevivéncia celular (racio<1) (Lenis-
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Rojas, Roma-Rodrigues, et al., 2022). Baixos niveis deste racio podem resultar na resisténcia
das células cancerigenas a apoptose. Portanto, existe uma clara relacao entre a razdo Bax/BCL-
2 e o impacto na progressao e na agressividade do tumoral (Khodapasand et al., 2015).

A expressao de ambas as proteinas foram quantificadas pelas bandas obtidas por Wes-
tern Blot apds as células HCT116doxR serem incubadas durante 48h a concentracdes corres-
pondentes ao ICso dos complexos Cula, Culb e Ptla (Anexo A3 Figura 6.9). Como controlo
negativo foi usado o DMSO 0,1% e a proteina B-actina utilizada para a normaliza¢do da quan-

tidade total de proteina.
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Figura 3.3- Racio BAX/BCL-2 em células HCT116doxR apos a incubagdo por 48h com o controlo veiculo de DMSO
0,1% e o ICso dos complexos Cula, Culb e Pt1a. Os dados foram normalizados ao controlo posteriormente norma-
lizados com os resultados de B-actina. Os resultados fornecidos sdo representados em média + SEM obtidos a partir
de pelo menos dois ensaios bioldgicos independentes. Para avaliar a significancia estatistica destes resultados em

relacdo ao grupo de controlo tratado com DMSO foi utilizado T-Student (* p< 0.05; ** p< 0.005).

Ao observar a Figura 3.3, € notério que, para todos os complexos o racio BAX/BCL-2 foi
superior 1, que indica de forma significativa niveis mais elevados da proteina pré-apoptética
BAX em comparagdo com a BCL-2, quando comparadas com o controlo com DMSO 0,1%. O
complexo Cula foi o complexo que apresentou os niveis mais elevados de expressdao, com um
racio de 1,80, seguido pelo Pt1a com racio 1,71 e por Ultimo Cu1b com racio 1,65. Estes resul-
tados, que vao ao encontro aos resultados obtidos nas sec¢es 3.3.1 e 3.3.2, que reforcam a
hipotese de todos os complexos desencadeiam morte por apoptose intrinseca ou mitocon-

drial.
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Apesar da confirmacdo da indugdo da apoptose, dada a heterogeneidade das células
tumorais, onde algumas células na populagdo total podem ter esses mecanismos inibidos
(Peng et al., 2022)(Fitzgerald et al., 2022), torna-se importante perceber se os complexos tém

capacidade de simultaneamente induzir outras vias de morte.

3.4 Potencial Autofagico

A autofagia é um processo catabdlico amplamente conservado e fundamental para
manter a homeostase celular. E um processo que envolve a degradacéo intracelular por meio
de autofagolissosomas responsaveis por degradar o conteudo luminal e permitir a reciclagem
dos componentes celulares (Cooper, 2018).

A avaliacao da capacidade dos complexos induzirem a autofagia foi realizada por cito-
metria de fluxo, utilizando a sonda CYTO-ID® Green Detection Reagent Cyto- ID. Esta sonda
emite fluorescéncia verde ao marcar os vacuolos autofagicos presentes na célula, sendo que
quanto maior a fluorescéncia maior a proporcao de autofagolissosomas (Lenis-Rojas, Roma-
Rodrigues, et al., 2022)

Foram utilizados trés controlos positivos: a doxorrubicina, a cisplatina e o controlo de
rapamicina (1500 nM) cuja concentracdo foi otimizada anteriormente em laboratério para a
linha celular HCT116doxR utilizada (Choroba et al., 2023). A rapamicina € conhecida por induzir
o processo de autofagia através do seu alvo mecanistico, o mTOR.

Na Figura 3.4, observa-se um aumento da intensidade da fluorescéncia verde em célu-
las expostas aos controlos de cisplatina, doxorrubina e rapamicina, assim como nos trés com-
plexos, em comparacao com o controlo de DMSO 0,1%. Ao analisar de forma especifica os
complexos Cula, Culb e Pt1a revelaram um aumento de cerca de 2 vezes mais vesiculas au-
tofagicas. A doxorrubicina foi o controlo positivo que apresentou a maior indugdo de autofagia
entre todos controlos, com um aumento de 2,2 vezes maior em compara¢do com o controlo
negativo (Figura 3.4).

Em resumo, os resultados reforcam a capacidade dos complexos induzirem o processo
de autofagia, exibindo niveis comparaveis com os controlos positivos de doxorrubicina e de

cisplatina, embora ligeiramente superiores a rapamicina.
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Figura 3.4- Quantificacdo das células tumorais HCT116doxR em autofagia por citometria de fluxo. Apds exposicao
por 48 horas aos complexos Cula, Culb e Pt1a em concentracdo correspondente ao ICso respetivo. Sdo represen-
tados igualmente 4 controlos (DMSO 0,1%, cisplatina e doxorrubicina e rapamicina). Os resultados fornecidos sdo
representados em média + SEM obtidos a partir de pelo menos dois ensaios bioldgicos independentes. Para avaliar
a significancia estatistica destes resultados em relacdo ao grupo de controlo tratado com DMSO foi utilizado o
método T-Student (**** p < 0,0001; *** p < 0,0005; ** p< 0,005; * p < 0,05).

E bem documentado que a autofagia desempenha um papel significativo em resposta
a exposicao de células tumorais a cisplatina, assim como em complexos de platina (Choroba
et al.,, 2021). Além disso, estudos anteriores tém evidenciado que complexos contendo deriva-
dos de terpiridina tém a capacidade de despoletar tanto mecanismos de apoptose como de
autofagia em células cancerigenas de forma simultanea (Choroba et al.,, 2021). Esta convergén-
cia de vias de morte pode derivar de uma resposta adaptativa da populacdo celular tumoral
heterogénea (Choroba et al., 2021). Neste sentido, torna-se importante perceber o mecanismo
pela qual as células perdem viabilidade na presenca dos 3 complexos com indugao simultanea
de morte por apoptose e autofagia. Encontra-se amplamente descrito na literatura a relacao
entre a indugdo destes tipos de morte celular programadas e a produgdo de ROS (Khan et al.,
2021; Nakamura & Takada, 2021; Poillet-Perez et al., 2015).
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3.5 Producado de ROS

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo produzidas naturalmente no decorrer do
metabolismo celular. Este grupo inclui radicais livres de oxigénio extremamente reativos, além
do peréxido de hidrogénio (H.0,). A geracdo de ROS acontece principalmente devido a liber-
tacdo de eletrdes nas mitocdndrias durante a cadeia transportadora de eletrées durante a res-
piragao celular (Cooper, 2018). Os ROS podem surgir de fontes enddgenas ou exdgenas que
desempenham um papel na carcinogénese e no desenvolvimento tumoral, causando danos ao
DNA. A acumulagdo de niveis elevados ROS resulta em stress oxidativo nas células cancerige-
nas, uma condigao que pode ser explorada, potenciando limites que ultrapassam a capacidade
antioxidante intrinseca das células tumorais, como uma abordagem terapéutica direcionada
(Khan et al.,, 2021). Sabe-se que complexos de Cu(ll) e Pt(ll) levam a indugdo de ROS (Choroba
et al., 2021).

A producao de espécies reativas de oxigénio foi quantificada através da sonda 2, 7-
dichlorodihydrofluorescein diacetate (H.DCF-DA) que é rapidamente oxidada na presenca de
ROS, originando o composto 2, 7- dichlorodihydrofluorescein (DCF), cuja fluorescéncia emitida
a 530 nm pode ser detetada por citometria de fluxo (Roma-Rodrigues et al., 2020). A intensi-
dade da fluorescéncia é diretamente proporcional a quantidade de ROS formadas.

No ambito deste ensaio, as células HCT116doxR foram expostas durante 48h a 37°C
aos complexos Cula, Culb, Pt1la. Como controlos positivos, foram utilizados a cisplatina, a
doxorrubicina e como controlo veiculo o DMSO 0,1%. Foi usada como controlo positivo, uma
solucao de hidroperodxido de terc-butila (TBHP) a 42 uM correspondente ao 1Cso determinado
previamente em laboratério para a linha celular HCT116doxR. O TBHP é um perdxido organico
altamente utilizado em estudos de stress oxidativo uma vez que ativa 0 mecanismo de apop-
tose mediada por caspases e a producao de ROS (Zhao et al.,, 2017).

Através da Figura 3.5, € possivel verificar que os complexos Cula, Culb e Pt1a induziram
niveis de producao de ROS 1,42x, 1,48x e 1,63x, respetivamente, superiores ao controlo de
DMSO. Apesar da producdo de ROS por parte dos complexos ndo ser superior a registada para
os controlos positivos de doxorrubicina e cisplatina, o valor induzido pelo Pt1a, é ligeiramente
superior ao nivel de ROS que o controlo de TBHP induz. As células expostas aos controlos de
cisplatina e doxorrubicina apresentaram uma produgao de ROS superior a dos complexos cerca
de 2,2x e 1,8 x mais respetivamente, ultrapassando até mesmo controlo positivo de TBHP (Fi-

gura 3.5).
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Figura 3.5-Quantificacdo da inducdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em células tumorais HCT116doxR via-
veis, apos exposicdo aos complexos Cu 1a, Cu 1b e Pt1a em concentragdo correspondente ao ICso respetivo por 48
horas. Sdo representados igualmente 4 controlos (DMSO 0,1%, cisplatina e doxorrubicina e TBHP). Gréafico norma-
lizado para o DMSO. Os resultados fornecidos sdo representados em média + SEM obtidos a partir de pelo menos
dois ensaios bioldgicos independentes. Para avaliar a significancia estatistica destes resultados em relagdo ao grupo
de controlo tratado com DMSO foi utilizado o método T-Student (*** p < 0,0005; ** p< 0,005; * p < 0,05).

A exposicao das células ao complexo Pt1a mostrou a maior indugdo de ROS quando
comparada com os restantes complexos, resultados estes que se encontram alinhados com os
resultados obtidos para a alteracdo do potencial mitocondrial (Ver seccao 3.3.2). Estudos an-
teriores ja relataram a correlagdo entre o aumento de ROS e a morte celular, envolvendo com-
plexos de Au(ll), Cu(ll) e Pt(Il) com ligandos de terpiridina em células HCT116 (Choroba et al.,
2021).

Os resultados obtidos na Figura 3.5 indicam entdo que quando as células HCT116doxR
sao expostas aos complexos metalicos Cula, Culb e Pt1a, ocorre um aumento significativo da
producdo de ROS que despoleta os mecanismos de morte por apoptose e autofagia (Figuras
3.1-3.4). E importante notar que a exposicdo a ROS pode desencadear stress genotdxico, um
efeito frequentemente associado a quimioterapia (Srinivas et al., 2019). Com o objetivo de
confirmar se o DNA pode ser um alvo dos complexos, foram realizados ensaios de progressao
do ciclo celular, bem como ensaios de eletroforese em gel para analisar a interacdo e potencial

clivagem dos complexos ao DNA plasmidico (pDNA).
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3.6 Ciclo Celular

O ciclo celular compreende um conjunto sequencial de eventos celulares que assegu-
ram a replicagdo e segregac¢dao do DNA. Ao longo ciclo celular, existem varios pontos de veri-
ficacdo (checkpoints) que regulam as transicOes entre diferentes fases, quando as células se
encontram em condigdes de stress. Um exemplo de checkpoint é o de danos no DNA que
pode desencadear apoptose ou senescéncia (Chao et al., 2017).

Neste ensaio, foi investigado o efeito citostatico dos complexos metalicos Cula, Culb
e Pt1a, bem como a sua influéncia na progressao do ciclo celular, utilizando o IP. Este fluoré-
foro intercalante do DNA, permite a andlise do conteido de DNA nas varias fases do ciclo
(GO/G1, S e G2/M) (a intensidade da fluorescéncia emitida pelo IP duplica com a duplicagdo da
quantidade de DNA nas fases G1 e G2) (Reigosa-Chamorro et al.,, 2021) cuja detecdo pode ser
realizada por citometria de fluxo. As células HCT116doxR foram expostas as concentra¢des
correspondentes ao 1Cso dos complexos por 9, 12, 18 e 24 horas de incubagao. Foi ainda usada
uma solucdo de DMSO 0,1% (v/v) como controlo veiculo e a doxorrubicina e a cisplatina como
controlos positivos.

Para garantir que todas as células se encontrassem na mesma fase no ciclo (fase S)
quando expostas aos trés complexos metalicos e controlos, utilizou-se um duplo bloqueio de
timidina (Morais et al., 2018).

Os resultados ilustrados na Figura 3.6, através da percentagem de células, mostram que
o controlo de cisplatina teve efeito citostatico em G2/M apds 24 horas de incubagdo. A doxor-
rubicina ndo apresentou paragem ou retardo do ciclo celular consequéncia da resisténcia in-
duzida nesta linha celular. Por outro lado, os complexos de cobre, Cula e Culb, apresentam
um atraso no ciclo celular em G2/M apés 12 horas de incubacao. O complexo Pt1a ocasionou
um atraso em GO/G1 ao fim 18h de incubacado. Além disso, os complexos Cula e Culb também
apresentam um atraso no ciclo celular em GO/G1 as 18h, possivelmente devido a falta de re-

cuperacdo do atraso observado apds as 12 horas de incubagao.
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Figura 3.6- Progressao do ciclo celular em células tumorais HCT116doxR viaveis, apds exposicdo por 48 horas aos
complexos Cula, Culb e Pt1a em concentragdo igual ao 1Cs. Sd0 representados igualmente 3 controlos (DMSO
0,1%, cisplatina e doxorrubicina). Os resultados fornecidos sdo representados em média + SEM obtidos a partir de
pelo menos dois ensaios biolégicos independentes. Para avaliar a significancia estatistica destes resultados em

relacdo ao grupo de controlo tratado com DMSO foi utilizado o método T-Student (*** p < 0,0005; ** p< 0,005; * p
<0,05).

Estes resultados (Figura 3.6) sugerem que os complexos de cobre e platina apresentam
um efeito citostatico para além do efeito citotoxico (seccdo 3.1.1) dadas as alteragdes signifi-
cativas na progressao do ciclo celular. De acordo com a literatura outros complexos de cobre

tiveram a capacidade de bloquear o ciclo celular na fase GO/G1 (Sequeira et al., 2021).

3.7 Senescéncia

A senescéncia é um processo que envolve uma paragem estavel do ciclo celular, ndo
reversivel com o intuito de regular o destino celular (Lenis-Rojas, Roma-Rodrigues, et al.,
2022). A senescéncia € normalmente ativada pelo desenvolvimento de estimulos intrinsecos e
extrinsecos a célula que induzem danos no DNA, stress oxidativo ou falta de nutrientes. Por

norma, a resposta celular a estimulos ou danos varia de acordo com o tipo celular e da
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intensidade e natureza do estimulo e responder com inducao do reparo de danos, morte ce-
lular ou senescéncia (Lenis-Rojas, Roma-Rodrigues, et al., 2022). A percentagem de células se-
nescentes foi avaliada através do Senescence Assay Kit (Abcam) que permite a quantificagcéo
da expressao da atividade da beta-galactosidade através de citometria de fluxo.

A senescéncia das células HCT116doxR foi analisada apds a exposi¢do ao 1Cso dos com-
plexos Cula, Culb e Ptl1a durante 48 horas de incubagéo a 37 °C. Foi usada uma solugdo de
DMSO 0,1% (v/v) como controlo veiculo e a doxorrubicina e a cisplatina como controlos posi-

tivos.
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Figura 3.7-Quantificacdo de células senescentes de HCT116doxR apos a incubagdo de 48h a 37°C com ICso dos
complexos Cula, Culb e Pt 1a. Como controlos foram utilizados o DMSO como controlo veiculo, Doxorrubicina (6
KM) e cisplatina (5 uM). Os resultados fornecidos sdo representados em média + SEM obtidos a partir de pelo
menos dois ensaios bioldgicos independentes. Para avaliar a significancia estatistica destes resultados em relacdo
ao grupo de controlo tratado com DMSO foi utilizado o método T-Student ( * p< 0.05 ** p< 0.005).

Os resultados presentes na Figura 3.7 indicam um aumento da percentagem de células
senescentes apods a incubagdo com os complexos Cula, Culb e Pt1a. Notavelmente, o com-
plexo Culb apresentou a maior quantidade de células em senescéncia, o que esta em conso-
nancia com os resultados obtidos no ciclo celular (Figura 3.6). Este complexo demonstra o
maior atraso no ciclo celular, com uma parada no ciclo entre 12h-18h, resultando num au-
mento da formacdo de células em senescéncia.

Podemos concluir que os complexos tém a capacidade de interferir com o ciclo celular
(ver seccdo 3.6) e tém capacidade de induzir senescéncia celular prematura devido essencial-

mente ao aumento da producao de ROS (Figura 3.5).
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3.8 Interagdo com DNA Plasmidico

3.8.1 Eletroforese em gel de Agarose

Com o objetivo de avaliar a interagdo dos complexos de Cu(ll) e Pt(Il) com o DNA, foram
realizados ensaios utilizando DNA plasmidico. O procedimento envolveu a exposicao de 100
ng de DNA plasmidico (pUC18) a concentra¢des crescentes dos complexos Cula, Culb e Ptl1a
(5, 25,50, 75 e 100 uM) incubadas a 37 °C durante um periodo de 24 horas. Foram realizados
ainda controlos com pUC18 em tampao 5 mM Tris-HCl e 50 mM NaCl pH=7,2 em 1% (v/v)
DMSO, além de um controlo de pUC18 incubado previamente com a enzima de restri¢do Hin-
dlll durante duas horas. Este é um controlo positivo de plasmideo linearizado, uma vez que a
Hindlll € uma endonuclease de restricdo que quebra as ligacoes fosfodiéster da estrutura do
DNA (Lenis-Rojas et al., 2021).

O plasmidio pUC18 é tipicamente encontrado numa conformacdo superenrolada. No
entanto quando ocorre clivagem de uma das cadeias pode adotar uma conformacgéao circular
(nicked). Alternativamente, se ambas as cadeias forem clivadas apresenta uma conformagao
linear.

Através da analise da Figura 3.8, é possivel identificar 3 bandas distintas no gel que
correspondem as isoformas do plasmideo. A isoforma circular (nicked (N)) é identificada como
a banda mais acima no gel, seguida pela banda intermediaria representada pela isoforma linear
(L), e, por fim, a banda mais abaixo no gel corresponde a forma superenrolada (SE), que sofre
maior migracao devido a sua estrutura compacta. Nos controlos de DMSO e de Tampao (0),
observa-se a presenca de apenas duas isoformas, a circular e a superenrolada, enquanto o
controlo positivo de forma linear com a enzima Hindlll apresenta apenas uma banda que cor-

responde a isoforma linear.
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Figura 3.8- Eletroforese em gel de agarose para verificacdo da integridade de todas as amostras expostas aos
complexos. As condi¢des da eletroforese foram: gel de agarose 0,8% em TAE 1x com Ge/ Red 0,0015%, cor-
rente de 90 V (90 minutos). Todas as amostras contendo os complexos foram incubadas numa estufa a 37
°C durante 24h. Cada uma das amostras contem 100 ng de pDNA de células. Legenda geral das figuras: ladder
- marcador de pesos moleculares lambda Hindlll; Hind — Amostra de pUC18 incubado com Hindlll durante 2
horas; 0— Amostra de pUC18 exposto a solu¢do tampao 5 mM Tris-HCl e 50 mM NaCl pH=7,2 durante 24
horas; DMSO - Amostra de pUC18 exposto a solu¢do tampédo 5 mM Tris-HCl e 50 mM NaCl pH=7,2 e a DMSO
a 1% (v/v) por 24 horas; 5 - Amostra de pUC18 exposto a 5 uM dos complexos Cula, Culb e Pt1a indicados;
25 - Amostra de pUC18 exposto a 25 uM dos complexos Cula, Culb e Pt1a indicados; 50 - Amostra de pUC18
exposto a 50 uM dos complexos Cula, Culb e Pt1a indicados; 75 - Amostra de pUC18 exposto a 75 uM dos
complexos Cula, Culb e Pt1a indicados; 100 - Amostra de pUC18 exposto a 100 uM dos complexos Cula,
Culb e Ptl1aindicados. As setas a preto correspondem as isoformas do plasmideo pUC18, N —isoforma circular

(nicked); L — isoforma linear; SE —isoformas superenroladas.

Ao analisar as amostras expostas a concentragdes crescentes do complexo Cula, ob-
servam-se diferencas nos padrées de migracdo e diferentes racios (Figura 3.8 e 3.9). E obser-
vado que para o complexo Cula as bandas correspondentes a forma circular do DNA apre-
sentam maior intensidade em compara¢do com os controlos negativos. A partir da concentra-
¢ao de 50 pM, observa-se uma retengao do complexo no pogo, o que pode indicar uma inte-
racdo do complexo com o pDNA e uma modificagdo no seu perfil migratério. Na concentracdo
de 100 pM, é observado uma diminuicao da intensidade da banda que corresponde a forma
superenrolada (Figura 3.8) que pode ser atribuido essencialmente a uma maior retencao no
poco.

A exposicdo a diferentes concentragdes de Culb resultou na diminui¢do das formas
superenroladas e aumento da intensidade da isoforma circular para as concentragdes 25 e 50
uM. No entanto, estas formas foram revertidas para as concentracdes de 75 e 100 uM, nas
quais ocorreu uma maior reten¢do nos pogos.

Quanto ao complexo Pt1a verificou-se apenas uma banda correspondente a isoforma

superenrolada (SE) a concentracdo de 5 puM. Para as demais concentracbes ndo foram
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detetadas quaisquer bandas, sugerindo a possibilidade de uma interferéncia do complexo na
interacdo do pDNA com o corante Ge/ Red.

Desta forma, este ensaio demostrou que os complexos de cobre tém a capacidade de
interagir com o pDNA e induzir a sua clivagem, sendo que essa interacao atinge a saturacao

na concentragao de 50 uM.

Racio das Intensidades relativas

100+

80+

60

40+

20

Racio das Intensidades relativas

100+

80+

60

40+

20+

T T T T
s Q & S e 9 & S S S
¥ 4 ¥ W 2 2 N 3 2
o I MR M M o> IR M M
o & N A NG > ) o N N N o’
s © 9 & S N ¢ & & &S
» 100
2
% 804 Superenrolado
"] Nicked
[}
B 60
°
»
g
E 40
n
]
o 20+
]
&
0 T T T
o N R
e ¥
o] o
o I
¥

Figura 3.9- Récio das intensidades das isoformas circulares e superenroladas. As amostras foram incubadas a 37 °C

durante 24h e submetidas a diferentes concentra¢des dos complexos Cula, Culb e Ptla.

Uma vez que ndo obtivemos resultados para o complexo Pt1a no gel anterior, foi ne-
cessario um ensaio que tentasse avaliar se o tempo de incubagao e diferentes concentracdes
afetavam o aparecimento de bandas no gel (Figura 3.10). Neste caso, ja foi possivel identificar
duas bandas correspondentes a diferentes isoformas do plasmideo pUC18, a banda com me-
nor migragdo no gel correspondente a forma circular (nicked) e a banda de maior migragéo
que corresponde a forma superenrolada do plasmideo para tempos de incubagao mais baixos.
A analise da Figura 3.10, revela que o tempo de incubagdo do complexo Pt1a desempenha um
papel significativo no padrdo de bandas observado no gel de eletroforese.

Apos um periodo de incubagdo de 5 horas nenhuma banda é observada; apds 2 horas
de incubagdo uma banda ténue (correspondente a SE) é observada na presenca de 10 uM de
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Pt1a. As amostras incubadas durante 30 minutos mostram duas bandas da isoforma superen-
rolada pouco nitidas em ambas as concentra¢des testadas. Nas amostras incubadas por 15
minutos e 5 minutos sdo observadas duas bandas relativamente nitidas da isoforma superen-
rolada e ténues correspondentes a isoforma circular para ambas as concentragdes. A influéncia
do complexo ndo parece ser tdo sensivel as variagdes de concentragdo, mas sim ao tempo de
incubagdo. A partir de 2h de incubacao e a concentragdo de 25 uM de complexo ja nao sao

observadas bandas.

5 horas 2 horas 30 minutos 15 minutos 5 minutos
—A— —— —— —— ——
Ladder 0 DMSO 75 10 25 10 25 10 25 10 25 10 Ladder pDNA

-

l

Figura 3.10- Eletroforese em gel de agarose 0,8% em TAE 1x com Ge/ Red 0,0015%, corrente de 90 V aplicada
durante 90 minutos, para verificacdo da integridade das amostras expostas ao complexo Pt1a. Cada uma das amos-
tras contem 100 ng de pDNA de células. Legenda geral das figuras: Ladder - marcador de pesos moleculares lambda
Hindlll; 0- Amostra de pUC18 exposto a solugdo tampdo 5 mM Tris-HCl e 50 mM NaCl pH=7,2 durante 5 horas;
DMSO - Amostra de pUC18 exposto a solugdo tampao 5 mM Tris-HCl e 50 mM NaCl pH=7,2 e a DMSO a 1% (v/v)
por 5 horas; 10 - Amostra de pUC18 exposto a 10 uM do complexo Ptl1a indicados durante 5 horas, 2 horas, 30
minutos,15 minutos e 5 minutos; 25 - Amostra de pUC18 exposto a 25 uM do complexo e Pt1a indicados durante
5 horas, 2 horas, 30 minutos,15 minutos e 5 minutos; A seta a preto corresponde a SE —isoforma superenrolada e

N- isoforma circular.

Com base nesses resultados, é possivel conjeturar que o complexo pode impedir o
corante Ge/ Red de se ligar aos grooves do DNA. Desta forma, podemos concluir que o tempo
de incubacdo/concentracdo de complexo potencia este fendmeno e impede a visualizacdo das

isoformas no gel.
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3.9 Interacdo dos Complexos com DNA Plasmidico

(pUC18) - Mecanismos de Clivagem

Considerando todos os resultados obtidos até agora, particularmente a capacidade dos
complexos induzirem espécies reativas de oxigénio (ROS) (ver seccdo 3.5) e apos determinar a
concentragao ideal pela qual os complexos realizam a clivagem do pDNA (50 uM), foi deter-
minado o mecanismo subjacente a clivagem.

Para isso foi utilizado o agente sequestrador azida de sédio (NaN3) capaz de sequestrar
singletos de oxigénio '0,. Além disso, o perdxido de hidrogénio (H.0,) foi usado como um
controlo positivo conhecido por clivar o DNA por mecanismos oxidativos na presenca de ROS
(Sequeira et al., 2021).

Através da analise da Figura 3.11, é possivel identificar 3 bandas que correspondem as
isoformas do plasmideo no gel. A isoforma circular (nicked-N) corresponde a banda mais
acima, a banda do meio corresponde a isoforma linear (L) e a banda mais abaixo no gel cor-
responde a forma superenrolada que sofre maior migracao. Para os controlos de DMSO e de
Tampao (0) observa-se a presenca de apenas duas bandas, indicando as formas circulares e as
superenroladas. Em contraste, o controlo de Hindlll apresenta somente a banda correspon-
dente ao DNA linear, dada a sua atividade de clivagem especifica.

O agente sequestrador NaNs, quando utilizado isoladamente, ndo demonstrou capaci-
dade de clivar o pDNA, apresentando um perfil de bandas semelhantes aos dos controlos ne-
gativos. Para o complexo Cula é possivel observar bandas de baixa intensidade correspon-
dentes a da isoforma circular e superenrolada, principalmente devido a retencéo significativa
cujo racio se encontra na Figura 3.12. No entanto, quando este complexo foi conjugado com
o agente sequestrador foi observado um aumento da isoforma superenrolada e uma menor
retencdo no poco.

Para o complexo Culb, os resultados indicam que a concentracdo de 50 uM ocorre a
clivagem de uma das cadeias do DNA evidenciado no gel com uma banda correspondente a
isoforma circular. O Culb quando interage com NaNsz aumenta a sua forma superenrolada e
diminui a clivagem do DNA.

Para o complexo Pt1a a 50 uM, embora nao apresente bandas observaveis, quando
conjugada com o sequestrador surgem bandas correspondentes a isoforma circular, linear e

com maior intensidade, a isoforma superenrolada. Esta observagdo pode ser atribuida ao facto
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de, quando o complexo interage com o agente sequestrador, o corante Ge/ Redfica livre para

atuar, resultando na formacgdo das bandas observadas no gel de eletroforese.

_ Cula Cula Culb Culb Ptla Ptla Plasmideo Ladder

Hind Lladder 0 DMSO 50uM NaN; 50uM NaN, 50uM NaN;

Figura 3.11- Eletroforese em gel de agarose 0,8% em TAE 1x com Gel Red 0,0015%, corrente de 70 V aplicada
durante 90 minutos, para determinacdo dos mecanismos de clivagem de DNA pelo complexos Cula, Culb e Pt1a
apos incubacédo a 37 °C durante 24h. Legenda: Ladder- marcador de pesos moleculares lambda Hindlll; 0— Amostra
de pUC18 exposto a solugdo tampdo 5 mM Tris-HCl e 50 mM NaCl pH=7,2 durante 24 horas; DMSO - Amostra de
pUC18 exposto a solucdo tampdo 5 mM Tris-HCl e 50 mM NaCl pH=7,2 e a DMSO a 1% (v/v) durante 24 horas;
Hind- Amostra de pUC18 exposto a atividade da Hindlll por 2 horas; NaN3- Amostra de pUC18 exposto a 50 uM de
NaN3s; Cula 50 uM - Amostra de pUC18 exposto a 50 uM; Culb 50 uM - Amostra de pUC18 exposto a 50 uM de
Culb; Pt1a 50 uM - Amostra de pUC18 exposto a 50 uM de Pt1a; Cula NaNsz- Amostra de pUC18 exposto a 50 um
de Cula e 50 uM de NaNs3; Culb NaNs- Amostra de pUC18 exposto a 50 uM de Cul1b e 50 uM de NaNs; Pt1a NaNs-
Amostra de pUC18 exposto a 50 uM de Pt1a e 50 uM de NaNs. As setas a preto representam as isoformas de pUC18

identificadas no gel: N- isoforma nicked; L- isoforma linear do pUC18; SE- isoforma superenrolada.
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uma incubagdo durante 24h aos complexos de Cula, Culb e Pt1a e controlos de DMSO, Tampéo e NaN3.

Para todos os complexos existe alguma retencao nos pocos (observada na Figura 3.12)
pelo que se pode deduzir que o complexo intercala com o DNA plasmidico alterando a sua
migracao.

Concluindo, a analise dos resultados permite concluir que o mecanismo de clivagem
do pDNA pelos 3 complexos é dependente de radicais de oxigénio singuleto -'O,. Esta con-
clusdo esta alinhada com os resultados obtidos no ensaio de produg¢do de ROS, onde foi de-
monstrado que esses complexos tém a propensao de gerar tais espécies (sec¢do 3.5, Figura
3.5).

No proximo ensaio utilizou-se o controlo positivo de H,O;, (100pM), um agente oxi-

dante, que possui a capacidade de criar danos na molécula de DNA.
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Ptla Ptla Cula Culb Pt1a
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Ladder Hindlll 0 Ptla Cula Culb DMSO NaN; H202  NaN; H,0, H,0, H,O0, Ptla* H,0,* Ladder
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Figura 3.13- Eletroforese em gel de agarose 1,0% em TAE 1x com Ge/ Red 0,0015%, corrente de 80 V aplicada
durante 90 minutos, para determinacdo dos mecanismos de clivagem de pDNA apds incubacdo do pDNA com os
complexos de Cu(ll) e Pt(ll) por 24 h a 37°C (salvo indicado na legenda respetiva). Legenda: M- marcador de pesos
moleculares lambda Hindlll; 0- Amostra de pUC18 exposto a solugdo tampédo 5 mM Tris-HCl e 50 mM NaCl pH=7,2
durante 24 horas; DMSO - Amostra de pUC18 exposto a solucdo tampdo 5 mM Tris-HCl e 50 mM NaCl pH=7,2 e a
DMSO a 1% (v/v) por 24 horas; Hindlll- Amostra de pUC18 exposto a atividade da Hindlll (2h); Cula - Amostra de
pUC18 exposto a 50 uM de Cula; Culb - Amostra de pUC18 exposto a 50 uM de Culb; Pt1a - Amostra de pUC18
exposto a 50 uM de Pt1a; NaNs- Amostra de pUC18 exposto a 50 uM de NaNs; HoO,- Amostra de pUC18 exposto
a 100 uM de H,0O,; Pt1a+ NaN3- Amostra de pUC18 exposto a 50 uM de Pt1a e 50 uM de NaNj3; Pt1a+H,0,- Amostra
de pUC18 exposto a 50 uM de Pt1a e 100 uM de H,Oy; Cula + H,O,- Amostra de pUC18 exposto a 50 uM de Cula
e 100 uM de H,0y; Culb + H,O,- Amostra de pUC18 exposto a 50 uM de Cul1b e 100 uM de H,Oy; Pt1a* - Amostra
de pUC18 exposto a 50 uM de Pt1a com 2 minutos de incubacdo a 37°C; Pt1a + H,0,*- Amostra de pUC18 exposto
a 50 uM de Pt1a e 100 uM de H,0, incubado durante 2minutos a 37°C. As setas a preto representam as isoformas
de pUC18 identificadas no gel: N- isoforma circular (nicked); L- isoforma linear do pUC18; SE- isoforma super-

enrolada.

Através da Figura 3.13, observa-se como esperado a capacidade do perdxido de hidro-
génio (H20) sozinho de atuar sobre o pDNA, clivando-o (Sequeira et al.,, 2021). Isto é eviden-
ciado pela diminuicdo da forma superenrolada e um aumento na intensidade da banda cor-
respondente a isoforma circular. E possivel visualizar ainda uma linha ténue da isoforma linear
(Figura 3.13).

Pelo contrario, quando se incuba o pDNA com o complexo Pt1a e o H,O;, nédo se ob-
serva uma potenciagao do efeito. No entanto, uma vez mais quando este complexo é incubado
com o sequestrador azida de sodio observa-se uma banda de elevada intensidade correspon-
dente a forma superenrolada e a isoforma circular (nicked). Nas amostras de Pt1a incubadas
com apenas 2 min (Pt1a*) podemos observar, uma Unica banda intensa correspondente a
forma superenrolada e quando incubada com Hz02 por apenas 2 min, uma banda circular de

baixa intensidade significando que o peréxido de hidrogénio potencia a clivagem do pDNA.
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Desta forma podemos novamente concluir que o tempo de incubacao afeta o modo
de acao do complexo Pt1a.

Em relagdo as amostras de cobre, é evidente que Culb quando conjugado com H,O,
apenas resultou na reten¢do do pogo, possivelmente devido a erros de pipetagem. Ja para o
complexo Cula incubado com H,O; foi observada uma clivagem do DNA apresentando ban-
das correspondentes a isoforma linear e circular (nicked), com o desaparecimento completo

da isoforma superenrolada.

3.10 Remissao Celular

Migracao celular € o movimento individual das células de um local para o outro (Hulko-
wer & Herber, 2011). Este processo de migracao € parte integrante do processo de metastiza-
cao e de cicatrizacao de feridas (Lenis-Rojas et al., 2021).

Neste contexto, foi analisada a influéncia dos complexos Cula, Culb e Pt1a na migra-
cao celular, como parte da necessidade de investigar novos quimioterapéuticos como poten-
ciais agentes antimetastaticos. Através do ensaio de cicatrizacdo de feridas (em inglés, wound
healing assay) /n vitro, procurou-se entender como os complexos afetam a migracao celular,
através do preenchimento de um gap previamente formado na placa onde as células séo cul-
tivadas (Anexo A5). Neste ensaio, foram utilizados fibroblastos primarios dérmicos, um modelo
de células associado ao processo de cicatrizacao de feridas, sendo para isso expostos a con-
centragdes iguais ao ICso dos complexos Cula, Culb e Ptla durante 24h a 37°C. Adicional-
mente as células foram submetidas ao controlo veiculo de DMSO 0,1% e ao controlo positivo
de doxorrubicina (6 uM) e calculou-se a percentagem de remissdao/regeneragao (Figura 3.14).

Analisando Figura 3.14, é possivel observar que apds 24 horas de incubacéo, o controlo
veiculo de DMSO apresentou regeneragdo completa da ferida (100%) (Anexo A5 Figura 6.11).
Por outro lado, os complexos Cula e Pt1a induziram uma percentagem ligeiramente inferior
de regeneragao, com cerca de 66% e o complexo Culb com 69% de remissdo quando compa-
rados com o controlo de DMSO (Figura 3.14). O controlo de doxorrubicina induziu 68% de
regeneracao celular. Este resultado sugere que os complexos Cula, Culb e Pt1a tém a capaci-
dade de inibir a migragdo celular, importante no contexto terapéutico. De facto, embora os
complexos tenham demonstrado a capacidade de inibir a migracao celular /n vitro, € impor-
tante considerar que a utilizacdo desses complexos em estagios avancados do tumor pode

enfrentar obstaculos. A complexidade do ambiente tumoral, a interagdo com outros
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componentes celulares e as condi¢gdes em modelos /n vivo diferem substancialmente das con-

dicdes /n vitro utilizadas.
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Figura 3.14- Remissao Celular de fibroblastos dérmicos expostos a concentragao igual ao IC50 dos complexos Cula,
Culb e Pt1a ap6s 24 horas de incubacdo a 37 °C . Como controlos foram utilizados o DMSO 0,1% e doxorrubicina.
Os resultados fornecidos séo representados em média + SEM obtidos a partir de pelo menos dois ensaios biolégicos
independentes. Para avaliar a significancia estatistica destes resultados em relacdo ao grupo de controlo tratado
com DMSO foi utilizado o método T-Student ( * p< 0.05 ** p< 0.005).

Estes resultados assemelham-se com resultados ja descritos na literatura em que com-
plexos metalicos de ruténio (Ru (Il)) e de manganés (Mn (Il)) tém a capacidade de diminuir a
remissao celular como relatado por Lenis-Rojas et al (Lenis-Rojas et al., 2021) (Lenis-Rojas,

Carvalho, et al., 2022).

3.11 Potencial Angiogénico

O método Ex- ovo chorioallantoic membrane (CAM) tornou-se um modelo pré-clinico
de escolha que permite avaliar a citotoxicidade dos complexos de Cu(ll) e de Pt(ll) no processo
de angiogénese /n vivo (Choroba et al., 2021). A CAM é uma membrana extraembrionaria for-
mada por camadas mesodérmicas que embora comprometida, possui elevada densidade de
vasos sanguineos, ideal para estudar a angiogénese e anti-angiogénese em resposta a biomo-
léculas e farmacos (Naik et al., 2018). Portanto o desenvolvimento de medicamentos com po-
tencial anti-angiogénico representa uma possibilidade de um tratamento mais eficaz do can-

cro.
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Nestes ensaios, foram estudadas regides altamente vascularizadas cercadas pelos O-
rings na membrana corioalantdide do embrido de galinha (Anexo A4 Figura 6.10). As areas
delimitadas foram expostas aos complexos Cula, Culb e Pt1a, assim como ao controlo de
DMSO 0,1% em PBS 1x. Foram utilizados 8 embrides como replicados bioldgicos. As imagens
foram tiradas logo apds a exposicdo aos complexos e controlo (0 horas) e 24 horas depois. Os
valores foram normalizados para o niUmero de veias terciarias apds a exposicao do controlo
de DMSO com PBS e encontram-se representados na Figura 3.15.

De entre os trés complexos, apenas o Pt1a parece apresentar algum efeito anti-angio-
génico. Os complexos Cula e Culb ndo exibiram propriedades pré ou anti-angiogénicas signi-
ficativas. Neste ultimo, caso o facto de os O-Rings se terem deslocado do local inicial pode ter
levado a perda da sensibilidade deste ensaio.

Com base nos resultados, podemos concluir que os complexos estudados de Cu(ll) nao

interferem na formacao de novos vasos (Figura 3.15).
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Figura 3.15- Potencial angiogénico em ovos de galinha. Os valores foram normalizados para o nimero de veias
terciarias obtidas apos exposicdo ao controle (PBS) e para o nimero de veias terciarias obtidas na drea CAM cor-
respondente as 0 h de incubacdo em o mesmo embrido. A concentracdo dos complexos utilizados foi igual ao valor
ICso do Cula, Culb e Pt1a. Como controlos foram utilizados o PBS 1x em DMSO 0,1%. Como método estatistico foi
usado o T-Student (* p< 0.05 e ns- ndo significativo). As barras de erro representam o desvio padrdo da média de

oito ovos independentes.

Notavelmente, todos os complexos ndo induziram a morte de nenhum dos embrides
durante este periodo analisado, indicando a sua auséncia de toxicidade /n vivo. Estes resultados

sao semelhantes aos obtidos para outros complexos, por exemplo de Ruténio (Ru (Il)) (Lenis-
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Rojas et al., 2021). Assim, a exposicdo dos complexos embora induzam perda de viabilidade

em HCT116doxR ndo desencadeou a morte do embrido estudado.

3.12 Internalizagao dos Complexos

De forma a confirmar se os resultados observados /n vitro em células HCT116doxR sdo
realmente devidos a internalizacdo dos complexos Cula, Culb e Pt1a e perceber se este pro-
cesso é rapido, analisou-se a quantidade de cobre e platina pela metodologia de /nductively
Coupled Plasma-Atomic Emission Spectroscopy (ICP-AES) nas células e no sobrenadante celu-
lar. O ensaio foi realizado a 37°C pelo que a internalizacdo dos complexos pode ocorrer via
transporte ativo ou passivo.

Uma vez que o valor de ICso dos complexos é baixo, foi utilizada uma concentragdo de
complexos 10x ICso para assegurar que estamos acima do limite de detecdo da técnica utili-
zada, garantindo quantidades mensuraveis dos complexos. Assim, as células HCT116doxR fo-
ram expostas a concentragdo correspondente a 10x ICso por 3h e 6h de incubacdo a 37°C.

Pela analise da Figura 3.16, é possivel verificar que todos os complexos foram interna-
lizados apds 3h de incubagdo, na ordem Cula (~80%) > Culb (~65%) > Ptla (~60%). Estes
resultados indicam que a citotoxicidade celular de um complexo estara correlacionada com a
sua % de internalizagdo tal como ja descrito por outros autores (Choroba et al.,, 2021) e por
isso, o complexo Pt1a que teve a menor % de internalizacdo de entre todos os complexos, é o
que apresenta o ICso mais elevado (Tabela 3.1 da secgao 3.3.1). Do mesmo modo a % de inter-
nalizagdo para os complexos de Cu(ll) segue a mesma tendéncia, Cu 1a> Culb, e que segue a
citotoxicidade observada (Tabela 3.1 da sec¢édo 3.3.1 e Figura 6.3).

Curiosamente, as 6h nao se observa um aumento da % de internalizacdo de todos os
complexos, observando-se valores semelhantes aos observados as 3h. Isto pode significar que
o mecanismo molecular usado para a internalizacdo dos complexos chegou a uma saturagao
e toda a internalizacdo possivel ocorre até as 3h. Este resultado é extremamente importante
visto que esta rapida internalizacdo dos complexos leva a que a sua perda de solubilidade/es-
tabilidade em meio de cultura a partir das 6h (seccao 3.2; Anexo A1) nao tera elevado impacto
na respetiva internalizacdo, e que apos internalizarem as células poderdo desencadear a sua

atividade citotdxica.
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Figura 3.16- Internalizacdo dos complexos Cula, Culb e Pt1a avaliada por ICP-AES na fracdo celular da linha celular
HCT116doxR apds 3 e 6 horas de incubagdo a 37°C de exposicdo a 10x a concentragdo respetiva de cada ICso. Os
resultados foram normalizados ao controlo de DMSO e a respetiva concentracgdo do respetivo complexo adicionado

a células.

3.13 Interacdo dos Complexos com a BSA

3.13.1 Espetroscopia

Na perspetiva de uma translagdo dos complexos para a pratica clinica e na sua admi-
nistracao e distribuicdo no corpo humano, é importante considerar que a albumina esta pre-
sente no plasma humano em elevadas concentracdes (Shi et al., 2018), e por essa razao foi
estudada a capacidade dos complexos de Cu(ll) e Pt(ll) poderem interagir com a albumina.
Neste sentido, a albumina sérica bovina (BSA) foi utilizada como modelo (Topala et al., 2014).
A BSA é a proteina plasmatica mais abundante nos organismos vertebrados que possui cerca
de 76% de semelhanga com a albumina sérica humana (HSA), constituida por cadeias polipep-
tidicas Unicas com 583 amindacidos (Sengupta et al., 2022) (Shi et al., 2018).

A espectroscopia UV-Visivel € um método eficaz que prevé as mudancgas conformacio-
nais das proteinas quando interagem com pequenas moléculas como farmacos (Liu et al.,
2018). A interacao da BSA com os complexos Cula, Culb e Pt1a foi caracterizada utilizando
técnicas de espetroscopia de UV-visivel e fluorescéncia, dada a fluorescéncia intrinseca dos
residuos de triptofano da BSA. Na Figura 3.17, sdo exibidos os espectros UV-visivel obtidos
para a BSA, BSA em combinacdo com DMSO 0,1% e a BSA na presenca de concentracbes

crescentes dos complexos metalicos.
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As absorvancias foram medidas numa gama de concentragdes de 245-500 nm. Os re-
siduos aromaticos presentes na proteina BSA, como triptofano, tirosina e fenilalanina, possuem
transicOes eletronicas m-n* que resultam em picos maximos de absorvancia em torno de 280

nm (Lou et al,, 2017; Shi et al., 2018)
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Figura 3.17- Espetros de absor¢do em UV-Visivel de interacdo entre 200 uM de BSA e exposta a concentragoes
variaveis de Cula, Culb e Ptla. Diferentes racios de interacdo ap6s um periodo de 24 horas de incubagédo a 37 °C.
Este espetro encontra-se normalizado em relagdo a absorvancia da amostra de proteina individual BSA, de modo a

facilitar a interpretacdo do efeito das interagdes.

Os espectros de absorcao (Figura 3.17) mostram que os complexos Cula, Culb e Pt1a
exibiram picos de absorvancia em torno de 280 nm, correspondendo a absorcao dos residuos
aromaticos da BSA. Além disso, em concentragdes mais altas dos complexos (100 uM), novos
picos de absorvancia menores surgiram em diferentes comprimentos de onda como 310-360
nm para Cula; 310-360 nm para Culb; 340 nm e 390 nm para Pt1a.

Essas mudancas espectrais indicam a interagdo entre os complexos e a BSA, possivel-
mente levando a alteracdes no ambiente em torno dos residuos arométicos da proteina. E
verificado que a adicdo de maiores concentra¢cdes dos complexos (100) uM conjugadas com a

BSA resulta no aparecimento de novos picos com maior de absorvancia para os trés complexos.
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A medida que se aumenta a concentracdo do complexo Pt1a aumenta a absorvancia
da BSA, para além de ter atingido maior absorvancia maxima quando conjugada com a BSA
na concentragdo de 100 uM. Para os complexos Cula e Culb é possivel verificar que quando
a BSA é conjugada com as concentracdes de 10, 25 e 50 uM a sua absorvancia diminui (hipo-
cromismo)(Wongsuwan et al., 2023) e apenas aumenta com um pico de absorvancia maximo
a concentragdo de 100 pM. Estes resultados indicam uma interacdo entre os complexos e a
BSA uma vez que a diminuicdo da absorcao da luz pela BSA indica mudancas na estrutura e
ambiente que pode afetar a capacidade da desta proteina absorver luz em comprimentos de
onda especificos, pode ocorrer bloqueio de grupos cromoforos ou mudancas conformacionais

que impegam essa atividade (Pan et al., 2021).

3.13.2 Fluorescéncia

Os resultados obtidos por espetroscopia de fluorescéncia reforcam a evidéncia da in-
teracdo entre os complexos Cula, Culb e Pt1a e a proteina BSA. A técnica de espetroscopia
de fluorescéncia é especialmente sensivel na detecdo de mudancas conformacionais na prote-
ina. A fluorescéncia intrinseca da BSA é exclusivamente derivada dos residuos de triptofano
(Trp) uma vez que a fenilalanina (Phe) tem um rendimento quantico relativamente baixo e
residuos de tirosina (Tyr) ndo apresentam praticamente fluorescéncia (Liu et al., 2018; Xu et al.,
2013).

Nas Figura 3.18, 3.19 e 3.20, estdo representados os espectros de fluorescéncia obtidos
para a BSA e para BSA conjugada com concentragdes crescentes dos complexos Cula, Culb e
Pt1a. E possivel verificar que os resultados mostram uma diminuicdo da intensidade de fluo-
rescéncia, conhecido como efeito de quenching (atenuagao), ou hipocromismo da BSA na pre-
senca de concentragdes crescentes dos complexos (Wongsuwan et al., 2023). Esse efeito guen-
ching pode ser interpretado como uma indicacao de que os complexos estdo a interagir com
a BSA, causando mudancas no ambiente ao redor dos residuos de triptofano que afetam sua
fluorescéncia intrinseca. Isto acontece uma vez que o aumento das concentragdes dos com-
plexos pode saturar todos os locais de ligagdo disponiveis na BSA suprimindo a sua fluores-
céncia emitida.

Especificamente, o grafico presente na Figura 3.18 indica que o complexo Cula, quando

presente em concentragdes maximas, resultou numa completa atenuacao da fluorescéncia da

92



BSA. Isso pode estar relacionado com o mecanismo de extingdo de fluorescéncia, possivel-

mente devido a uma interagdo forte e proxima entre o complexo e a BSA.
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Figura 3.18- Espectro de intensidade de fluorescéncia para interacdo entre albumina e o complexo Cula. A concen-
tragdo da BSA é fixa (200 pM), sendo que as concentracdes do complexo variam entre 10-100uM. Os ensaios foram
realizados ap6s um periodo de incubacdo a 37 °C por 24 horas. Este espetro encontra-se normalizado em funcéo

da fluorescéncia da amostra de proteina individual de modo a facilitar a interpretacdo da influéncia das interacdes.

No caso do complexo Ptla (Figura 3.19) é observado diminuicdo da fluorescéncia de-

tetavel a medida que as concentracdes deste complexo aumentam, que mostra um efeito de

quenching.
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Figura 3.19- Espectro de intensidade de fluorescéncia para interagdo entre albumina e o complexo Pt1a. A concen-
tragdo da BSA é fixa (200 pM), sendo que as concentracdes do complexo variam entre 10-100uM. Os ensaios foram
realizados apds um periodo de incubagdo de 24 horas a 37 °C. Este espetro encontra-se normalizado em funcdo da
fluorescéncia da amostra de proteina individual de modo a facilitar a interpretacdo da influéncia das interacdes.
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Para os espetros do complexo Culb (Figura 3.20) é possivel concluir que quanto maior

a concentragdo maior é o efeito de guenching quando conjugado com BSA.
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Figura 3.20- Espectro de intensidade de fluorescéncia para interagdo entre albumina e o complexo Cu1b. A concen-
tragdo da BSA é fixa (200 pM), sendo que as concentra¢des do complexo variam entre 10-100uM. Os ensaios foram
realizados apds um periodo de incubacgéo de 24 horas a 37 °C. Este espetro encontra-se normalizado em funcédo da
fluorescéncia da amostra de proteina individual de modo a facilitar a interpretagdo da influéncia das interacdes.

Com base nestes resultados é possivel concluir que os complexos Cula, Culb e Ptla
interagem com a proteina BSA. Para as concentra¢des de 25 e 100 uM é possivel verificar que
Pt1a é o complexo com maior potencial de guenching em relagdo a BSA quando comparado
com os complexos de cobre. Essas interacdes sao importantes pois indicam que os complexos
podem usar a HSA como transportador em contextos humanos, permitindo uma melhor dis-
tribuicdo e potenciando uma atividade terapéutica.

Naveen et al. conduziram a investigacao da interacao de ligagdo de complexos de ru-
ténio (Ru (Il)) com a BSA, que obteve resultados semelhantes (Naveen et al, 2018). Outros
estudos foram obtidos por J. Zhang et al. que complexos metalicos de Cu(ll) tém capacidade

de interagir com a proteina BSA (J. Zhang et al., 2018).
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4

CONCLUSOES

O cancro mantém-se um desafio global na saide sendo uma doenca multifatorial de-
vastadora que persiste como uma das principais causas de morte em todo mundo. A cada ano,
o numero de casos aumenta exponencialmente impulsionado pelo crescimento populacional
e pelo envelhecimento da populacdo mundial. Enfrentar este tipo de doenca requer aborda-
gens inovadoras e multifacetadas.

Para isso um pilar fundamental para o tratamento do cancro € a quimioterapia que faz
o uso de substancias quimicas que interrompem o crescimento e a divisdo das células cance-
rigenas. Apesar de demonstrar efeitos antiproliferativos e citotdéxicos em células tumorais,
ainda apresenta desvantagens consideraveis. Entre elas, destacam-se a toxicidade que pode
afetar os tecidos saudaveis, os efeitos colaterais indesejados, desafios relacionados com a es-
pecificidade e dosagem, além de um problema mais complexo que é a resisténcia associada
aos farmacos. Esta resisténcia pode resultar na falha do tratamento e subsequente progressao
tumoral. E imperativo a busca de novos quimioterapéuticos mais eficazes e menos téxicos e,
neste contexto, os complexos metalicos tém sido investigados pelas suas propriedades Unicas.

Esta tese teve como objetivo investigar o potencial antiproliferativo de novos comple-
xos de Cu(ll)) e de Pt(Il) como alternativas aos atualmente utilizados.

O ensaio de avaliacdo do potencial antiproliferativo revelou que os complexos mais pro-
missores foram o Cula, Culb e Pt1a dado que mostraram um elevado potencial antiprolifera-
tivo nas linhas celulares tumorais enquanto apresentaram baixa citotoxicidade em fibroblastos.
No entanto, de entre as 3 linhas celulares tumorais, destaca-se o seu potencial antiproliferativo
na linha celular de HCT116doxR com valores de ICso de 0,239, 0,290 e 0,683, respetivamente.
Tal como esperado, em modelos 3D de esferdides de HCT116doxR os valores de 1Cso mostra-

ram-se superiores aos valores obtidos em 2D assim como escrito na literatura (Choroba et al.,
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2023), em grande parte devido a maior complexidade do microambiente tumoral, e mais perto
dos resultados esperados em modelos /n vivo.

A compreensao do mecanismo de agdo desses complexos é fundamental para entender
como afetam as células tumorais em nivel molecular. Para isso, foram conduzidos ensaios de
citometria de fluxo a fim de analisar os mecanismos de morte celular ativados por esses com-
plexos.

Observou-se que os complexos Cula, Culb e Pt1a induzem um aumento das células em
apoptose inicial, com praticamente auséncia de necrose. Além disso, a analise dos niveis de
proteinas pré e anti-apoptdticas, como BAX e BCL-2, confirmou que esses complexos desen-
cadeiam a apoptose pela via intrinseca, bem como a perda do potencial de membrana mito-
condrial devido ao aumento da expressdo da proteina pro-apoptédtica BAX. Estes resultados
sao confirmados através de literatura (Sequeira et al., 2021; Maron et al., 2018; Choroba et al.,
2021)

Foi investigada outra forma de morte celular programada do tipo Il, e observou-se que
os trés complexos tém a capacidade de desencadear a morte por autofagia assim como men-
cionado em literatura (Choroba et al,, 2021). Essas vias costumam ser ativadas pela acao de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e foi confirmado que esses complexos sdo realmente ca-
pazes de induzir ROS. Dado o reconhecimento na literatura de que as ROS podem ter um
impacto no DNA celular quando presentes em quantidades excessivas ou nao controladas pelo
sistema antioxidante, o efeito genotdxico dos complexos foi avaliado por meio da exposicdo
ao DNA plasmidico.

Foi verificado que os complexos Cula e Culb manifestam a capacidade de interagir com
acidos nucleicos e induzir quebras na cadeia por meio de mecanismos oxidativos via singuleto
de oxigénio como descrito em literatura para outros complexos de cobre (Sequeira et al., 2021).
Foram igualmente estudados os efeitos dos 3 complexos no ciclo celular de células
HCT116doxR demonstrando as suas propriedades citostaticas, induzindo senescéncia celular,
para além de citotoxicas.

O potencial de anti-metastatico dos trés complexos também foi avaliado, tendo-se ob-
servado que ao fim de 24h houve uma diminui¢do da capacidade de migracao celular, indi-
cando um potencial anti-metastatico como relatado em literatura por Lenis-Rojas et al para
outros complexos metalicos Ru (I1)) e (Mn (Il)). No entanto, apenas o complexo Pt1a demons-
trou algum potencial anti-angiogénico, conforme evidenciado por um ensaio de CAM. Este
potencial anti-angiogénico ja foi descrito para outros complexos de platina (Choroba et al.,

2021)
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Através da técnica ICP-AES, foi possivel detetar a internalizagdo dos complexos nas cé-
lulas sendo que maioria foi internalizado apds 3 horas de incubagao. Além disso, os trés com-
plexos mostraram interacdo com a albumina de soro bovino que pode fornecer informacées
sobre a potencial biodistribui¢do e biodisponibilidade dos complexos nos organismos vivos.

Através deste trabalho, é possivel demonstrar o potencial dos complexos Cula, Culb e
Pt1a para estudos futuros antes de uma aplicagéo e translacao para a pratica clinica.

Assim, sdo ainda necessarios estudos adicionais para completar os resultados obtidos de
modo a aprofundar o seu efeito celular e confirmar realmente o seu potencial. Especificamente,
a internalizacao dos complexos poderia ser avaliada a 4°C para distinguir se essa internalizacao
ocorre por transporte ativo ou passivo. Poderiam ser realizados estudos de protedmica a fim
de identificar os efeitos dos complexos nas proteinas e como essas interagdes podem afetar o
funcionamento celular e os resultados terapéuticos.

Outros estudos deveriam ser conduzidos para determinar com maior precisao a capaci-
dade genotoxica num contexto celular. Para além disso a realizagdo de ensaios /n vivo em
modelos de xendgrafos seriam interessantes para complementar os resultados obtidos em 2D
e 3D e perceber realmente o seu efeito antitumoral.

Os objetivos propostos foram bem sucedidos e os resultados obtidos sdo promissores
para que esses complexos possam ser considerados em futuros ensaios clinicos e na pratica
da quimioterapia. Nas proximas fases da investigacdo, é essencial realizar ensaios em modelos
3D e experimentos /n vivo com modelos de ratinhos, e, se os resultados se mostrarem promis-

sores, considerar ensaios clinicos com seres humanos.

97






5 BIBLIOGRAFIA

Abbas, Z., & Rehman, S. (2018). An Overview of Cancer Treatment Modalities. In Neoplasm.
InTech. https://doi.org/10.5772/intechopen.76558

Adjiri, A. (2016). Identifying and Targeting the Cause of Cancer is Needed to Cure Cancer. On-
cology and Therapy, 4(1), 17-33. https://doi.org/10.1007/s40487-015-0015-6

Akter, S., Rahman, M. A., Hasan, M. N., Akhter, H., Noor, P., Islam, R., Shin, Y., Rahman, M. H.,
Gazi, M. S,, Huda, M. N, Nam, N. M., Chung, J., Han, S., Kim, B,, Kang, I., Ha, J., Choe, W.,
Choi, T. G, & Kim, S. S. (2022). Recent Advances in Ovarian Cancer: Therapeutic Strategies,
Potential Biomarkers, and Technological Improvements. In Cells (Vol. 11, Issue 4). MDPI.
https://doi.org/10.3390/cells11040650

Almeida, J. P. (2018). Caracterizacdo do potencial antiproliferativo de novo composto de prata
(Ag 2 tmps 2 ).

Amiri Rudbari, H., Saadati, A., Aryaeifar, M., Blacque, O., Cuevas-Vicario, J. V., Cabral, R., Raposo,
L. R, & Fernandes, A. R. (2022). Platinum(ll) and Copper(ll) complexes of asymmetric hal-
ogen-substituted [NN'O] ligands: Synthesis, characterization, structural investigations and
antiproliferative activity. Bioorganic Chemistry, 779
https://doi.org/10.1016/j.bioorg.2021.105556

Anderson, N. M., & Simon, M. C. (2020). The tumor microenvironment. In Current Biology (Vol.
30, Issue 16, pp. R921-R925). Cell Press. https://doi.org/10.1016/j.cub.2020.06.081

Arneth, B. (2020). Tumor microenvironment. In Medlicina (Lithuania) (Vol. 56, Issue 1). MDPI AG.
https://doi.org/10.3390/medicina56010015

Asimgil, H., Ertetik, U., Cevik, N. C,, Ekizce, M., Dogrudz, A., Gokalp, M., Arik-Sever, E., Istvanffy,
R., Friess, H., Ceyhan, G. O., & Demir, I. E. (2022). R E V | E W Targeting the undruggable
oncogenic KRAS: the dawn of hope. Reference Information: JCI Insight 71), 153688.
https://doi.org/10.1172/jci

99



Babak, M. v,, & Ahn, D. (2021). Modulation of intracellular copper levels as the mechanism of
action of anticancer copper complexes: Clinical relevance. Biomedicines, 98).
https://doi.org/10.3390/biomedicines9080852

Baghban, R, Roshangar, L., Jahanban-Esfahlan, R, Seidi, K., Ebrahimi-Kalan, A., Jaymand, M.,
Kolahian, S., Javaheri, T., & Zare, P. (2020). Tumor microenvironment complexity and ther-
apeutic implications at a glance. In Cell Communication and Signaling (Vol. 18, Issue 1).
BioMed Central Ltd. https://doi.org/10.1186/s12964-020-0530-4

Barnum, K. J., & O'Connell, M. J. (2014). Cell cycle regulation by checkpoints. Method's in Mo-
lecular Biology, 1170, 29-40. https://doi.org/10.1007/978-1-4939-0888-2_2

Baskar, R., Lee, K. A, Yeo, R., & Yeoh, K. W. (2012). Cancer and radiation therapy: Current ad-
vances and future directions. In /nternational Journal of Medical Sciences (Vol. 9, Issue 3,
pp. 193-199). https://doi.org/10.7150/ijms.3635

Bauleth-Ramos, T., Feijao, T., Gongalves, A., Shahbazi, M. A, Liu, Z,, Barrias, C., Oliveira, M. J,,
Granja, P., Santos, H. A, & Sarmento, B. (2020). Colorectal cancer triple co-culture spheroid
model to assess the biocompatibility and anticancer properties of polymeric nanoparti-
cles. Journal of Controlled Release, 323, 398-411. https://doi.org/10.1016/j.jcon-
rel.2020.04.025

Bedoui, S., Herold, M. J., & Strasser, A. (2020). Emerging connectivity of programmed cell death
pathways and its physiological implications. In Nature Reviews Molecular Cell Biology (Vol.
21, Issue 11, pp. 678-695). Nature Research. https://doi.org/10.1038/s41580-020-0270-8

Bhosle, J., & Hall, G. (2009). Principles of cancer treatment by chemotherapy. In Surgery (Vol.
27, Issue 4, pp. 173-177). https://doi.org/10.1016/j.mpsur.2009.01.006

Biatkowska, K., Komorowski, P., Bryszewska, M., & Mitowska, K. (2020). Spheroids as a type of
three-dimensional cell cultures—examples of methods of preparation and the most im-
portant application. In /nternational Journal of Molecular Sciences (Vol. 21, Issue 17, pp.
1-17). MDPI AG. https://doi.org/10.3390/ijms21176225

Budiana, I. N. G., Angelina, M., & Pemayun, T. G. A. (2019). Ovarian cancer: Pathogenesis and
current recommendations for prophylactic surgery. Journal of the Turkish-German Gyne-
cological Association, 20(1), 47-54. https://doi.org/10.4274/jtgga.galenos.2018.2018.0119

Cabral, R. M. P. (2020). Validagcdo de novos compostos metalicos para o tratamento de cancro.

Caley, A., & Jones, R. (2012). The principles of cancer treatment by chemotherapy. In Surgery
(Vol. 30, Issue 4, pp. 186—190). https://doi.org/10.1016/j.mpsur.2012.01.004

Carvalho, B. (2020). Avaliacdo de novos complexos metalicos de Ru(ll) e Mn(l) como agentes

antiproliferativos em células tumorars.
100



Cavalcante, G. C,, Schaan, A. P., Cabral, G. F,, Santana-Da-Silva, M. N, Pinto, P., Vidal, A. F, &
Ribeiro-Dos-Santos, A. (2019). A cell's fate: An overview of the molecular biology and ge-
netics of apoptosis. In /nternational Journal of Molecular Sciences (Vol. 20, Issue 17). MDPI
AG. https://doi.org/10.3390/ijms20174133

Chaicharoenaudomrung, N., Kunhorm, P., & Noisa, P. (2019). Three-dimensional cell culture
systems as an in vitro platform for cancer and stem cell modeling. In World Journal of
Stem Cells (Vol. 11, Issue 12, pp. 1065-1083). Baishideng Publishing Group Co.
https://doi.org/10.4252/wjsc.v11.i12.1065

Chao, H. X,, Poovey, C. E, Privette, A. A, Grant, G. D., Chao, H. Y., Cook, J. G., & Purvis, J. E.
(2017). Orchestration of DNA Damage Checkpoint Dynamics across the Human Cell Cycle.
Cell Systems, 5(5), 445-459.e5. https://doi.org/10.1016/j.cels.2017.09.015

Chen, H. H.W., & Kuo, M. T. (2017). Improving radiotherapy in cancer treatment: Promises and
challenges. www.impactjournals.com/oncotarget

Choi, M. E,, Price, D. R, Ryter, S. W., & Choi, A. M. K. (2019). Necroptosis: A crucial pathogenic
mediator of human disease. In JC/ Insight (Vol. 4, Issue 15). American Society for Clinical
Investigation. https://doi.org/10.1172/jci.insight.128834

Choroba, K, Filipe, B., Switlicka, A., Penkala, M., Machura, B., Bieriko, A., Cordeiro, S., Baptista, P.
V., & Fernandes, A. R. (2023). In Vitro and In Vivo Biological Activities of Dipicolinate Ox-
ovanadium(lV) Complexes . Journal of Medlicinal Chemistry.
https://doi.org/10.1021/acs.jmedchem.3c00255

Choroba, K., Machura, B., Szlapa-Kula, A., Malecki, J. G., Raposo, L., Roma-Rodrigues, C., Cor-
deiro, S., Baptista, P. V., & Fernandes, A. R. (2021). Square planar Au(lll), Pt(ll) and Cu(ll)
complexes with quinoline-substituted 2,2".6',2"-terpyridine ligands: From in vitro to in vivo
biological  properties.  European  Journal —of  Medicinal ~ Chemistry, 218
https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2021.113404

Choudhuri, S., Chanderbhan, R., & Mattia, A. (2018). Carcinogenesis: Mechanisms and Models.
In Veterinary Toxicology: Basic and Clinical Principles: Third Edition (pp. 339-354). Elsevier.
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-811410-0.00020-9

Coller, H. A. (2020). Regulation of cell cycle entry and exit: A single cell perspective. Compre-
hensive Physiology, 1(1), 317-344. https://doi.org/10.1002/cphy.c190014

Cooper, K. F. (2018). Till death do us part: The marriage of autophagy and apoptosis. In Oxida-
tive  Medicine and  Cellular  Longevity —(Vol. 2018). Hindawi Limited.
https://doi.org/10.1155/2018/4701275

101



Croft, P. K. de, Sharma, S., Godbole, N., Rice, G. E., & Salomon, C. (2021). Ovarian-cancer-asso-
ciated extracellular vesicles: Microenvironmental regulation and potential clinical applica-
tions. In Cells (Vol. 10, Issue 9). MDPI. https://doi.org/10.3390/cells10092272

Currais, P., Rosa, I., & Claro, I. (2022). Colorectal cancer carcinogenesis: From bench to bedside.
World Journal of Gastrointestinal Oncology, 74(3), 654-663.
https://doi.org/10.4251/wjgo.v14.i3.654

da Silva, D. A, De Luca, A, Squitti, R, Rongioletti, M., Rossi, L, Machado, C. M. L., & Cerchiaro,
G. (2022). Copper in tumors and the use of copper-based compounds in cancer treatment.
In Journal ~ of  Inorganic  Biochemistry  (Vol. 226). Elsevier Inc.
https://doi.org/10.1016/jjinorgbio.2021.111634

D'Arcy, M. S. (2019). Cell death: a review of the major forms of apoptosis, necrosis and autoph-
agy. In Cell Biology International (Vol. 43, Issue 6, pp. 582-592). Wiley-Blackwell Publishing
Ltd. https://doi.org/10.1002/cbin.11137

Debela, D. T., Muzazu, S. G,, Heraro, K. D., Ndalama, M. T., Mesele, B. W., Haile, D. C,, Kitui, S. K,
& Manyazewal, T. (2021). New approaches and procedures for cancer treatment: Current
perspectives. SAGE Open Medicine, 9 205031212110343.
https://doi.org/10.1177/20503121211034366

Denton, D., & Kumar, S. (2019). Autophagy-dependent cell death. In Cell Death and Differenti-
ation (Vol. 26, Issue 4, pp. 605-616). Nature Publishing Group.
https://doi.org/10.1038/s41418-018-0252-y

Dhuriya, Y. K., & Sharma, D. (2018). Necroptosis: A regulated inflammatory mode of cell death.
In  Journal of Neuroinflammation (Vol. 15, Issue 1). BioMed Central Ltd.
https://doi.org/10.1186/s12974-018-1235-0

Dikic, 1., & Elazar, Z. (2018). Mechanism and medical implications of mammalian autophagy. In
Nature Reviews Molecular Cell Biology (Vol. 19, Issue 6, pp. 349-364). Nature Publishing
Group. https://doi.org/10.1038/s41580-018-0003-4

Dilley, J., Burnell, M., Gentry-Maharaj, A., Ryan, A., Neophytou, C., Apostolidou, S., Karpinskyj,
C., Kalsi, J.,, Mould, T., Woolas, R., Singh, N., Widschwendter, M., Fallowfield, L., Campbell,
S., Skates, S. J., McGuire, A., Parmar, M., Jacobs, |, & Menon, U. (2020). Ovarian cancer
symptoms, routes to diagnosis and survival — Population cohort study in the 'no screen’
arm of the UK Collaborative Trial of Ovarian Cancer Screening (UKCTOCS). Gynecologic
Oncology, 158(2), 316-322. https://doi.org/10.1016/j.ygyno.2020.05.002

Duman-Scheel, M. (2012). Deleted in Colorectal Cancer (DCC) Pathfinding: Axon Guidance

Gene Finally Turned Tumor Suppressor.
102



Ekert, J. E., Johnson, K., Strake, B., Pardinas, J., Jarantow, S., Perkinson, R., & Colter, D. C. (2014).
Three-dimensional lung tumor microenvironment modulates therapeutic compound re-
sponsiveness in vitro - Implication for drug development. PLoS ONE 93).
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0092248

Fang, Y. & Eglen, R. M. (2017). Three-Dimensional Cell Cultures in Drug Discovery and Devel-
opment. In SLAS Discovery (Vol. 22, Issue 5, pp. 456-472). Oxford University Press.
https://doi.org/10.1177/1087057117696795

Fares, J., Fares, M. Y., Khachfe, H. H., Salhab, H. A., & Fares, Y. (2020). Molecular principles of
metastasis: a hallmark of cancer revisited. In Signal Transduction and Targeted Therapy
(Vol. 5, Issue 1). Springer Nature. https://doi.org/10.1038/s41392-020-0134-x

Ferlay, J., Colombet, M., Soerjomataram, I., Parkin, D. M., Pifieros, M., Znaor, A., & Bray, F. (2021).
Cancer statistics for the year 2020: An overview. /nternational Journal of Cancer, 1494),
778-789. https://doi.org/10.1002/ijc.33588

Fernando, J., & Jones, R. (2015). The principles of cancer treatment by chemotherapy. In Surgery
(United  Kingdom) (Vol. 33, Issue 3, pp. 131-135). Elsevier  Ltd.
https://doi.org/10.1016/j.mpsur.2015.01.005

Feroz, W., & Sheikh, A. M. A. (2020). Exploring the multiple roles of guardian of the genome:
P53. In Egyptian Journal of Medical Human Genetics (Vol. 21, Issue 1). Springer Science
and Business Media Deutschland GmbH. https://doi.org/10.1186/s43042-020-00089-x

Fitzgerald, M. C., O'Halloran, P. J., Connolly, N. M. C,, & Murphy, B. M. (2022). Targeting the
apoptosis pathway to treat tumours of the paediatric nervous system. In Cell Death and
Disease (Vol. 13, Issue 5). Springer Nature. https://doi.org/10.1038/s41419-022-04900-y

Frezza, M., Hindo, S., Chen, D., Davenport, A., Schmitt, S., Tomco, D., & Dou, Q. P. (2010). Nove/
Metals and Metal Complexes as Platforms for Cancer Therapy.

Ganesh, K., & Massagué, J. (2021). Targeting metastatic cancer. In Nature Medicine (Vol. 27,
Issue 1, pp. 34—44). Nature Research. https://doi.org/10.1038/s41591-020-01195-4

Globocan. (2021). Portugal Source: Globocan Incidence, Mortality and Prevalence by cancer
site.

Goh, A. M., Coffill, C. R, & Lane, D. P. (2011). The role of mutant p53 in human cancer. In Journal
of Pathology (Vol. 223, Issue 2, pp. 116-126). https://doi.org/10.1002/path.2784

Gong, Y., Fan, Z, Luo, G, Yang, C,, Huang, Q, Fan, K, Cheng, H., Jin, K, Ni, Q., Yu, X,, & Liu, C.
(2019). The role of necroptosis in cancer biology and therapy. In Molecular Cancer (Vol.
18, Issue 1). BioMed Central Ltd. https://doi.org/10.1186/s12943-019-1029-8

103



Hanahan, D., & Weinberg, R. A. (2011). Hallmarks of cancer: The next generation. In Ce// (Vol.
144, Issue 5, pp. 646—674). https://doi.org/10.1016/j.cell.2011.02.013

Hansen, M., Rubinsztein, D. C., & Walker, D. W. (2018). Autophagy as a promoter of longevity:
insights from model organisms. In Nature Reviews Molecular Cell Biology (Vol. 19, Issue
9, pp. 579-593). Nature Publishing Group. https://doi.org/10.1038/s41580-018-0033-y

Hato, S. v., Khong, A., de Vries, I. J. M., & Lesterhuis, W. J. (2014). Molecular pathways: The
immunogenic effects of platinum-based chemotherapeutics. Clinical Cancer Research,
20(11), 2831-2837. https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-13-3141

Hossain, M. S., Karuniawati, H., Jairoun, A. A., Urbi, Z., Ooi, D. J,, John, A., Lim, Y. C., Kaderi Kibria,
K. M., Mohiuddin, A. K. M., Ming, L. C,, Goh, K. W., & Hadi, M. A. (2022). Colorectal Cancer:
A Review of Carcinogenesis, Global Epidemiology, Current Challenges, Risk Factors, Pre-
ventive and Treatment Strategies. In Cancers (Vol. 14, Issue 7). MDPL
https://doi.org/10.3390/cancers14071732

Hulkower, K. I, & Herber, R. L. (2011). Cell migration and invasion assays as tools for drug
discovery. In Pharmaceutics (Vol. 3, Issue 1, pp. 107-124). https://doi.org/10.3390/phar-
maceutics3010107

Hyndman, I. J. (2016). Review: the Contribution of both Nature and Nurture to Carcinogenesis
and Progression in Solid Tumours. In Cancer Microenvironment (Vol. 9, Issue 1, pp. 63—
69). Springer New York LLC. https://doi.org/10.1007/s12307-016-0183-4

Ji, P, Wang, P., Chen, H., Xu, Y., Ge, J., Tian, Z,, & Yan, Z. (2023). Potential of Copper and Copper
Compounds for Anticancer Applications. In Pharmaceuticals (Vol. 16, Issue 2). MDPI.
https://doi.org/10.3390/ph16020234

Johnstone, T. C, Park, G. Y., & Lippard, S. J. (2014). Understanding and Improving Platinum
Anticancer Drugs-Phenanthriplatin.

Joyce, C, Rayi, A., & Kasi, A. (2022). Tumor-Suppressor Genes.

Keum, N. N., & Giovannucci, E. (2019). Global burden of colorectal cancer: emerging trends,
risk factors and prevention strategies. In Nature Reviews Gastroenteroloqy and Hepatol-
ogy (Vol. 16, Issue 12, pp. 713-732). Nature Research. https://doi.org/10.1038/s41575-
019-0189-8

Khan, A. Q, Rashid, K., AlIAmodi, A. A, Agha, M. V., Akhtar, S., Hakeem, I, Raza, S. S., & Uddin,
S. (2021). Reactive oxygen species (ROS) in cancer pathogenesis and therapy: An update
on the role of ROS in anticancer action of benzophenanthridine alkaloids. In Biomedicine
and Pharmacotherapy (Vol. 143). Elsevier Masson s.r.l. https://doi.org/10.1016/j.bio-

pha.2021.112142
104



Khodapasand, E., Jafarzadeh, N., Farrokhi, F., Kamalidehghan, B., & Houshmand, M. (2015). Is
Bax/Bcl-2 ratio considered as a prognostic marker with age and tumor location in colo-
rectal cancer? /ranian Biomedical Journal, 7192), 69-75.
https://doi.org/10.6091/ibj.1366.2015

Komarnicka, U. K., Pucelik, B., Wojtala, D., Lesiow, M. K., Stochel, G., & Kyziot, A. (2021). Evalua-
tion of anticancer activity in vitro of a stable copper(l) complex with phosphine-peptide
conjugate. Scientific Reports, 71(1). https://doi.org/10.1038/s41598-021-03352-2

Lelievre, P., Sancey, L., Coll, J. L, Deniaud, A., & Busser, B. (2020). The multifaceted roles of
copper in cancer: A trace metal element with dysregulated metabolism, but also a target
or a bullet for therapy. In Cancers (Vol. 12, Issue 12, pp. 1-25). MDPI AG.
https://doi.org/10.3390/cancers12123594

Lenis-Rojas, O. A., Cabral, R., Carvalho, B., Frides, S., Roma-Rodrigues, C,, Fernandez, J. A. A,
Vila, S. F,, Sanchez, L., Gomes, C. S. B., Fernandes, A. R,, & Royo, B. (2021). Triazole-Based
Half-Sandwich Ruthenium(ll) Compounds: From in Vitro Antiproliferative Potential to in
Vivo Toxicity Evaluation. Inorganic Chemistry, 60(11), 8011-8026.
https://doi.org/10.1021/acs.inorgchem.1c00527

Lenis-Rojas, O. A, Carvalho, B., Cabral, R, Silva, M, Frides, S., Roma-Rodrigues, C., Meireles, M.
S. H., Gomes, C. S. B, Fernandez, J. A. A, Vila, S. F., Rubiolo, J. A, Sanchez, L., Baptista, P.
V., Fernandes, A. R, & Royo, B. (2022). Manganese(l) tricarbonyl complexes as potential
anticancer agents. Journal of Biological Inorganic Chemistry, 271), 49-64.
https://doi.org/10.1007/s00775-021-01910-7

Lenis-Rojas, O. A, Roma-Rodrigues, C., Carvalho, B., Cabezas-Sainz, P., Fernandez Vila, S., San-
chez, L., Baptista, P. V., Fernandes, A. R., & Royo, B. (2022). In Vitro and In Vivo Biological
Activity of Ruthenium 1,10-Phenanthroline-5,6-dione Arene Complexes. /nternational
Journal of Molecular Sciences, 23(21). https://doi.org/10.3390/ijms232113594

Lim, S. M., Mohamad Hanif, E. A, & Chin, S. F. (2021). Is targeting autophagy mechanism in
cancer a good approach? The possible double-edge sword effect. In Cell and Bioscience
(Vol. 11, Issue 1). BioMed Central Ltd. https://doi.org/10.1186/s13578-021-00570-z

Liu, J., He, Y., Liy, D, He, Y., Tang, Z., Lou, H., Huo, Y., & Cao, X. (2018). Characterizing the binding
interaction of astilbin with bovine serum albumin: A spectroscopic study in combination
with  molecular docking technology. RSC Advances, &813), 7280-7286.
https://doi.org/10.1039/c7ra13272g

Lou, Y. Y. Zhou, K. L, Pan, D. Q, Shen, J. Le, & Shi, J. H. (2017). Spectroscopic and molecular

docking approaches for investigating conformation and binding characteristics of

105



clonazepam with bovine serum albumin (BSA). Journal of Photochemistry and Photobiol-
ogy B: Biology, 167, 158-167. https://doi.org/10.1016/j.jphotobiol.2016.12.029

Lucaciu, R. L, Hangan, A. C,, Sevastre, B., & Oprean, L. S. (2022). Metallo-Drugs in Cancer Ther-
apy: Past, Present and Future. In Molecules (Vol. 27, Issue 19). MDPI.
https://doi.org/10.3390/molecules27196485

Marmol, I., Sdnchez-de-Diego, C,, Dieste, A. P., Cerrada, E., & Yoldi, M. J. R. (2017). Colorectal
carcinoma: A general overview and future perspectives in colorectal cancer. In /nterna-
tional Journal of Molecular Sciences (Vol. 18, Issue 1). MDPI AG.
https://doi.org/10.3390/ijms18010197

Maron, A., Czerwinska, K, Machura, B, Raposo, L, Roma-Rodrigues, C., Fernandes, A. R,
Matecki, J. G., Szlapa-Kula, A., Kula, S., & Krompiec, S. (2018). Spectroscopy, electrochem-
istry and antiproliferative properties of Au(iii), Pt(ii) and Cu(ii) complexes bearing modified
2,2"6',2"-terpyridine ligands. Dalton Transactions, 4718), 6444-6463.
https://doi.org/10.1039/c8dt00558¢

Mendo, A. S., Figueiredo, S., Roma-Rodrigues, C., Videira, P. A, Ma, Z, Diniz, M., Larguinho, M.,
Costa, P. M., Lima, J. C,, Pombeiro, A. J. L, Baptista, P. V., & Fernandes, A. R. (2015). Char-
acterization of antiproliferative potential and biological targets of a copper compound
containing 4'-phenyl terpyridine. Journal of Biological Inorganic Chemistry, 2((6), 935—
948. https://doi.org/10.1007/s00775-015-1277-z

Mogos, R., Popovici, R., Tanase, A, Calistru, T., Popovici, P., Grigore, M., & Carauleanu, A. (2022).
New approaches in ovarian cancer based on genetics and carcinogenesis hypotheses (Re-
view). Experimental and Therapeutic Medicine, 23(6).
https://doi.org/10.3892/etm.2022.11351

Morais, T.S., Jousseaume, Y., Piedade, M. F. M., Roma-Rodrigues, C., Fernandes, A. R., Marques,
F., Villa De Brito, M. J,, & Helena Garcia, M. (2018). Important cytotoxic and cytostatic
effects of new copper(i)-phosphane compounds with N,N, N,O and N,S bidentate ligands.
Dalton Transactions, 4723), 7819-7829. https://doi.org/10.1039/c8dt01653d

Moustakas, M. (2021). The role of metal ions in biology, biochemistry and medicine. In Materi-
als (Vol. 14, Issue 3, pp. 1-4). MDPI AG. https://doi.org/10.3390/ma14030549

Mucha, P., Hikisz, P., Gwozdzinski, K., Krajewska, U., Leniart, A., & Budzisz, E. (2019). Cytotoxic
effect, generation of reactive oxygen/nitrogen species and electrochemical properties of
Cu(ii) complexes in comparison to half-sandwich complexes of Ru(ii) with aminochromone

derivatives. RSC Advances, A55), 31943-31952. https://doi.org/10.1039/c9ra05971¢g

106



Naik, M., Brahma, P., & Dixit, M. (2018). A cost-effective and efficient chick ex-ovo cam assay
protocol to assess angiogenesis. Methods and  Protocols, 12), 1-9.
https://doi.org/10.3390/mps1020019

Nakamura, H., & Takada, K. (2021). Reactive oxygen species in cancer: Current findings and
future directions. In Cancer Science (Vol. 112, Issue 10, pp. 3945-3952). John Wiley and
Sons Inc. https://doi.org/10.1111/cas.15068

Naveen, P., Dallemer, F., Butcher, R. J., & Prabhakaran, R. (2018). New Ru(ll) complexes contain-
ing tris(2-pyridylmethyl)amine. Synthesis, structural, CT-DNA/albumin interaction, anti-
oxidant and cytotoxicity studies. /norganica Chimica Acta, 471, T724-734.
https://doi.org/10.1016/j.ica.2017.12.010

Ndagi, U., Mhlongo, N., & Soliman, M. E. (2017). Metal complexes in cancer therapy — An update
from drug design perspective. In Drug Design, Development and Therapy (Vol. 11, pp.
599-616). Dove Medical Press Ltd. https://doi.org/10.2147/DDDT.5119488

Nirmala, J. G., & Lopus, M. (2020). Cell death mechanisms in eukaryotes. In Ce// Biology and
Toxicology (Vol. 36, Issue 2, pp. 145-164). Springer. https://doi.org/10.1007/s10565-019-
09496-2

Nsubuga, A., Mandl, G. A,, & Capobianco, J. A. (2021). Investigating the reactive oxygen species
production of Rose Bengal and Merocyanine 540-loaded radioluminescent nanoparticles.
Nanoscale Advances, 3(5), 1375-1381. https://doi.org/10.1039/d0na00964d

Nunes, A. S., Barros, A. S., Costa, E. C., Moreira, A. F., & Correia, I. J. (2019). 3D tumor spheroids
as in vitro models to mimic in vivo human solid tumors resistance to therapeutic drugs. In
Biotechnology and Bioengineering (Vol. 116, Issue 1, pp. 206-226). John Wiley and Sons
Inc. https://doi.org/10.1002/bit.26845

Otsuka, 1. (2021). Molecular Sciences Mechanisms of High-Grade Serous Carcinogenesis in the
Fallopian Tube and Ovary: Current Hypotheses, Etiologic Factors, and Molecular Altera-
tions. /nt. J. Mol. Sci; 22, 4409. https://doi.org/10.3390/ijms

Otto, T., & Sicinski, P. (2017). Cell cycle proteins as promising targets in cancer therapy. In
Nature Reviews Cancer (Vol. 17, lIssue 2, pp. 93-115). Nature Publishing Group.
https://doi.org/10.1038/nrc.2016.138

Palion-Gazda, J,, Luz, A, Raposo, L. R, Choroba, K., Nycz, J. E,, Biefko, A, Lewinska, A., Erfurt, K.,
Baptista, P. V., Machura, B., Fernandes, A. R, Shul'pina, L. S., Ikonnikov, N. S., & Shul'pin,
G. B. (2021). Vanadium(lv) complexes with methyl-substituted 8-hydroxyquinolines: Cata-
lytic potential in the oxidation of hydrocarbons and alcohols with peroxides and biological
activity. Molecules, 26(21). https://doi.org/10.3390/molecules26216364

107



Pan, A, Mitra, I, Mukherjee, S., Ghosh, S., Chatterji, U., & Moi, S. C. (2021). Development of
Anticancer Activity of the Pt(Il) Complex with N-Heterocyclic Amine: Its in Vitro Pharma-
cokinetics with Thiol and Thio-Ethers, DNA and BSA Binding, and Cell Cycle Arrest. ACS
Applied Bio Materials, 4(1), 853-868. https://doi.org/10.1021/acsabm.0c01374

Pandurangan, A. kumar, Divya, T., Kumar, K., Dineshbabu, V., Velavan, B., & Sudhandiran, G.
(2018). Colorectal carcinogenesis: Insights into the cell death and signal transduction
pathways: A review. In World Journal of Gastrointestinal Oncology (Vol. 10, Issue 9, pp.
244-259). Baishideng Publishing Group Co. https://doi.org/10.4251/wjgo.v10.i9.244

Pedrosa, P., Mendes, R, Cabral, R, Martins, L. M. D. R. S,, Baptista, P. V., & Fernandes, A. R.
(2018). Combination of chemotherapy and Au-nanoparticle photothermy in the visible
light to tackle doxorubicin resistance in cancer cells. Scientific Reports, 81).
https://doi.org/10.1038/s41598-018-29870-0

Peng, F., Liao, M., Qin, R., Zhu, S., Peng, C,, Fu, L, Chen, Y., & Han, B. (2022). Regulated cell death
(RCD) in cancer: key pathways and targeted therapies. In Signal Transduction and Tar-
geted Therapy (Vol. 7, Issue 1). Springer Nature. https://doi.org/10.1038/s41392-022-
01110-y

Perelman, A., Wachtel, C., Cohen, M., Haupt, S., Shapiro, H., & Tzur, A. (2012). JC-1: Alternative
excitation wavelengths facilitate mitochondrial membrane potential cytometry. Ce// Death
and Disease, 3(11). https://doi.org/10.1038/cddis.2012.171

Poillet-Perez, L., Despouy, G., Delage-Mourroux, R., & Boyer-Guittaut, M. (2015). Interplay be-
tween ROS and autophagy in cancer cells, from tumor initiation to cancer therapy. In Re-
dox Biology (Vol. 4, pp. 184-192). Elsevier B.V. https://doi.org/10.1016/j.redox.2014.12.003

Rawla, P., Sunkara, T., & Barsouk, A. (2019). Epidemiology of colorectal cancer: Incidence, mor-
tality, survival, and risk factors. In Przeglad Gastroenterologiczny (Vol. 14, Issue 2, pp. 89—
103). Termedia Publishing House Ltd. https://doi.org/10.5114/pg.2018.81072

Reigosa-Chamorro, F., Raposo, L. R.,, Munin-Cruz, P., Pereira, M. T., Roma-Rodrigues, C., Bap-
tista, P. V., Fernandes, A. R., & Vila, J. M. (2021). In Vitro and in Vivo Effect of Palladacycles:
Targeting A2780 Ovarian Carcinoma Cells and Modulation of Angiogenesis. /norganic
Chemistry, 606), 3939-3951. https://doi.org/10.1021/acs.inorgchem.0c03763

Ridgway, B. M., Foi, A, Corréa, R. S., Bikiel, D. E., Ellena, J., Doctorovich, F., & Di Salvo, F. (2017).
Conformational and structural diversity of iridium dimethyl sulfoxide complexes. Acta
Crystallographica Section B: Structural Science, Crystal Engineering and Materials, 73(6),
1032-1042. https://doi.org/10.1107/52052520617011490

108



Roma-Rodrigues, C., Malta, G., Peixoto, D., Ferreira, L. M., Baptista, P. V., Fernandes, A. R, &
Branco, P. S. (2020). Synthesis of new hetero-arylidene-9(10H)-anthrone derivatives and
their biological evaluation. Bioorganic Chemistry, 99.
https://doi.org/10.1016/j.bioorg.2020.103849

Rottenberg, S., Disler, C., & Perego, P. (2021). The rediscovery of platinum-based cancer ther-
apy. In Nature Reviews Cancer (Vol. 21, lIssue 1, pp. 37-50). Nature Research.
https://doi.org/10.1038/s41568-020-00308-y

Ruiz-Espigares, J., Nieto, D., Moroni, L., Jiménez, G., & Marchal, J. A. (2021). Evolution of Metas-
tasis Study Models toward Metastasis-On-A-Chip: The Ultimate Model? In Smal/(Vol. 17,
Issue 14). John Wiley and Sons Inc. https://doi.org/10.1002/smll.202006009

Sak, K. (2012). Chemotherapy and Dietary Phytochemical Agents. Chemotherapy Research and
Practice, 2072, 1-11. https://doi.org/10.1155/2012/282570

Salehi, R, Abyar, S., Ramazani, F., Khandar, A. A., Hosseini-Yazdi, S. A, White, J. M., Edalati, M.,
Kahroba, H., & Talebi, M. (2022). Enhanced anticancer potency with reduced nephrotoxi-
city of newly synthesized platin-based complexes compared with cisplatin. Scientific Re-
ports, 12(1). https://doi.org/10.1038/s41598-022-11904-3

Samari, F., Hemmateenejad, B., Shamsipur, M., Rashidi, M., & Samouei, H. (2012). Affinity of two
novel five-coordinated anticancer Pt(Il) complexes to human and bovine serum albumins:
A spectroscopic approach. Inorganic Chemistry, 51(6), 3454-3464.
https://doi.org/10.1021/ic202141g

Sambale, F., Lavrentieva, A, Stahl, F., Blume, C, Stiesch, M., Kasper, C., Bahnemann, D., &
Scheper, T. (2015). Three dimensional spheroid cell culture for nanoparticle safety testing.
Journal of Biotechnology, 205, 120-129. https://doi.org/10.1016/j.jbiotec.2015.01.001

Sawicki, T., Ruszkowska, M., Danielewicz, A., Niedzwiedzka, E., Artukowicz, T., & Przybytowicz, K.
E. (2021). A review of colorectal cancer in terms of epidemiology, risk factors, develop-
ment, symptoms and diagnosis. In Cancers (Vol. 13, Issue 9). MDPI AG.
https://doi.org/10.3390/cancers13092025

Sazonova, E. v., Kopeina, G. S., Imyanitov, E. N., & Zhivotovsky, B. (2021). Platinum drugs and
taxanes: can we overcome resistance? In Cell Death Discovery (Vol. 7, Issue 1). Springer
Nature. https://doi.org/10.1038/s41420-021-00554-5

Sengupta, P, Pal, U, Roy, P., Samanta, T., Chattopadhyay, N., Sen, K., & Bose, A. (2022). Effect
of a Metal lon in Modulating the Binding Interaction of a Dietary Flavonoid with Bovine
Serum Albumin and DNA: A Spectroscopic and Theoretical Approach. ACS Food Science
and Technology, 2(1), 114-124. https://doi.org/10.1021/acsfoodscitech.1c00361

109



Sequeira, D., Baptista, P. V., Valente, R, Piedade, M. F. M., Garcia, M. H., Morais, T. S., & Fer-
nandes, A. R. (2021). Cu(i) complexes as new antiproliferative agents against sensitive and
doxorubicin resistant colorectal cancer cells: synthesis, characterization, and mechanisms
of action. Dalton Transactions, 505), 1845-1865. https://doi.org/10.1039/d0dt03566a

Sharma, R,, Singh, V. J,, & Chawla, P. A. (2021). Advancements in the Use of Platinum Complexes
as Anticancer Agents. Anti-Cancer Agents in Medicinal Chemistry, 22(5), 821-835.
https://doi.org/10.2174/1871520621666210805150705

Shi, J. H., Zhou, K. L., Lou, Y. Y., & Pan, D. Q. (2018). Multi-spectroscopic and molecular modeling
approaches to elucidate the binding interaction between bovine serum albumin and da-
runavir, a HIV protease inhibitor. Spectrochimica Acta - Part A: Molecular and Biomolec-
ular Spectroscopy, 188 362-371. https://doi.org/10.1016/j.saa.2017.07.040

Shumi, G., Desalegn, T., Demissie, T. B., Ramachandran, V. P., & Eswaramoorthy, R. (2022). Metal
Complexes in Target-Specific Anticancer Therapy: Recent Trends and Challenges. In Jour-
nal of Chemistry (Vol. 2022). Hindawi Limited. https://doi.org/10.1155/2022/9261683

Simpson, P. v., Desai, N. M., Casari, I, Massi, M., & Falasca, M. (2019). Metal-based antitumor
compounds: Beyond cisplatin. In Future Medlicinal Chemistry (Vol. 11, Issue 2, pp. 119-
135). Future Medicine Ltd. https://doi.org/10.4155/fmc-2018-0248

Smith, M. T., Guyton, K. Z, Kleinstreuer, N., Borrel, A., Cardenas, A., Chiu, W. A, Felsher, D. W.,
Gibbons, C. F., Goodson, W. H., Houck, K. A., Kane, A. B., la Merrill, M. A., Lebrec, H., Lowe,
L., McHale, C. M., Minocherhomji, S., Rieswijk, L., Sandy, M. S., Sone, H., ... Fielden, M.
(2020). The key characteristics of carcinogens: Relationship to the hallmarks of cancer,
relevant biomarkers, and assays to measure them. In Cancer Epidemiology Biomarkers
and Prevention (Vol. 29, Issue 10, pp. 1887-1903). American Association for Cancer Re-
search Inc. https://doi.org/10.1158/1055-9965.EPI-19-1346

Srinivas, U. S, Tan, B. W. Q,, Vellayappan, B. A., & Jeyasekharan, A. D. (2019). ROS and the DNA
damage response in cancer. In Redox Biology (Vol. 25). Elsevier B.V.
https://doi.org/10.1016/j.redox.2018.101084

Sung, H., Ferlay, J., Siegel, R. L., Laversanne, M., Soerjomataram, I., Jemal, A., & Bray, F. (2021).
Global Cancer Statistics 2020: GLOBOCAN Estimates of Incidence and Mortality World-
wide for 36 Cancers in 185 Countries. CA: A Cancer Journal for Clinicians, 71(3), 209-249.
https://doi.org/10.3322/caac.21660

Susilo, I, Maulida, H., Alimsardjono, L., Fauziah, D., & Pertiwi, H. (2021). Apoptosis-Inducing

Factor, Protein Expression, and Apoptosis Changes with Glutamine in Podocytes Cells

110



Exposed with Cisplatin. Veterinary Medicine International, 2021.
https://doi.org/10.1155/2021/5599452

Tan, E. P, Duncan, F. E., & Slawson, C. (2017). The sweet side of the cell cycle. In Biochemical
Society Transactions (Vol. 45, lIssue 2, pp. 313-322). Portland Press Ltd.
https://doi.org/10.1042/BST20160145

Tariqg, K., & Ghias, K. (2016). Colorectal cancer carcinogenesis: a review of mechanisms. In Can-
cer Biology and Medlicine (Vol. 13, Issue 1, pp. 120-135). Cancer Biology and Medicine.
https://doi.org/10.28092/j.issn.2095-3941.2015.0103

Topalg, T., Bodoki, A., Oprean, L., & Oprean, R. (2014). Bovine serum albumin interactions with
metal complexes. Clujul Medlical, 8714), 5. https://doi.org/10.15386/cjmed-357

Verheijen, M., Lienhard, M., Schrooders, Y., Clayton, O., Nudischer, R, Boerno, S., Timmermann,
B., Selevsek, N., Schlapbach, R., Gmuender, H., Gotta, S., Geraedts, J., Herwig, R,, Kleinjans,
J., & Caiment, F. (2019). DMSO induces drastic changes in human cellular processes and
epigenetic landscape in vitro. Scientific Reports, A1). https://doi.org/10.1038/s41598-
019-40660-0

Vermeulen, K., van Bockstaele, D. R, & Berneman, Z. N. (2003). The cell cycle: a review of reg-
ulation, deregulation and therapeutic targets in cancer. In Cel/ Prolif(Vol. 36).

Visconti, R., della Monica, R., & Grieco, D. (2016). Cell cycle checkpoint in cancer: A therapeuti-
cally targetable double-edged sword. In Journal of Experimental and Clinical Cancer Re-
search (Vol. 35, Issue 1). BioMed Central Ltd. https://doi.org/10.1186/s13046-016-0433-9

Vogelstein, B., & Kinzler, K. W. (2004). Cancer genes and the pathways they control. In Nature
Medlicine (Vol. 10, Issue 8, pp. 789-799). https://doi.org/10.1038/nm1087

Wang, Z. (2021). Regulation of cell cycle progression by growth factor-induced cell signaling.
In Cells (Vol. 10, Issue 12). MDPI. https://doi.org/10.3390/cells10123327

Welch, D. R, & Hurst, D. R. (2019). Defining the Hallmarks of Metastasis. In Cancer Research
(Vol. 79, Issue 12, pp. 3011-3027). American Association for Cancer Research Inc.
https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-19-0458

Weston, A., & H. C. C. (2003). Multistage Carcinogenesis. In P. R. W. R. et al Kufe DW (Ed.),
Holland-Frei Cancer Medicine. 6th edition.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK13982/

Whelan, E., Kalliala, I., Semertzidou, A., Raglan, O., Bowden, S., Kechagias, K., Markozannes, G.,
Cividini, S., McNeish, I, Marchesi, J., Macintyre, D., Bennett, P., Tsilidis, K., & Kyrgiou, M.
(2022). Risk Factors for Ovarian Cancer: An Umbrella Review of the Literature. In Cancers

(Vol. 14, Issue 11). MDPI. https://doi.org/10.3390/cancers14112708

111



Wongsuwan, S., Chatwichien, J., Sirisaksoontorn, W., Chainok, K., Songsasen, A., & Chotima, R.
(2023). Novel Pd(ii) pincer complexes bearing salicylaldimine-based benzothiazole deriv-
atives: synthesis, structural characterization, DNA/BSA binding, and biological evaluation.
New Journal of Chemistry, 47(22), 10624-10637. https://doi.org/10.1039/d3nj00458a

Wu, S., Zhu, W., Thompson, P., & Hannun, Y. A. (2018). Evaluating intrinsic and non-intrinsic
cancer risk factors. In Nature Communications (Vol. 9, Issue 1). Nature Publishing Group.
https://doi.org/10.1038/s41467-018-05467-z

Xu, H., Yao, N., Xu, H., Wang, T., Li, G, & Li, Z. (2013). Characterization of the interaction between
eupatorin and bovine serum albumin by spectroscopic and molecular modeling methods.
International Journal of Molecular Sciences, 14(7), 14185-14203.
https://doi.org/10.3390/ijms140714185

Yang, H., Villani, R. M., Wang, H., Simpson, M. J,, Roberts, M. S., Tang, M., & Liang, X. (2018).
The role of cellular reactive oxygen species in cancer chemotherapy. In Journal of Experi-
mental and Clinical Cancer Research (Vol. 37, lIssue 1). BioMed Central Ltd.
https://doi.org/10.1186/s13046-018-0909-x

Yang, M., & Park, J. Y. (2012). DNA methylation in promoter region as biomarkers in prostate
cancer. Methods in Molecular Biology, 863 67-109. https://doi.org/10.1007/978-1-
61779-612-8_5

Yonekawa, T., & Thorburn, A. (2013). Autophagy and cell death. £ssays in Biochemistry, 55(1),
105-117. https://doi.org/10.1042/BSE0550105

Yun, C. W.,, & Lee, S. H. (2018). The roles of autophagy in cancer. In /nternational Journal of
Molecular Sciences (Vol. 19, Issue 11). MDPI AG. https://doi.org/10.3390/ijms19113466

Zanoni, M., Piccinini, F., Arienti, C., Zamagni, A., Santi, S., Polico, R, Bevilacqua, A., & Tesei, A.
(2016). 3D tumor spheroid models for in vitro therapeutic screening: A systematic ap-
proach to enhance the biological relevance of data obtained. Scientific Reports, 6.
https://doi.org/10.1038/srep19103

Zeinabad, H. A., Zarrabian, A, Saboury, A. A,, Alizadeh, A. M. O., & Falahati, M. (2016). Interac-
tion of single and multi wall carbon nanotubes with the biological systems: Tau protein
and PC12 cells as targets. Scientific Reports, 6. https://doi.org/10.1038/srep26508

Zhang, C,, Xu, C, Gao, X., & Yao, Q. (2022). Platinum-based drugs for cancer therapy and anti-
tumor strategies. In Theranostics (Vol. 12, Issue 5, pp. 2115-2132). lvyspring International
Publisher. https://doi.org/10.7150/thno.69424

112



Zhang, J., Yang, H., Li, D., & Dou, J. (2018). Copper(ll) complexes based on aminohydroxamic
acids: Synthesis, structures, in vitro cytotoxicities and DNA/BSA interactions. Crystals, 805).
https://doi.org/10.3390/cryst8050201

Zhao, W., Feng, H., Sun, W., Liu, K,, Ly, J. J., & Chen, X. (2017). Tert-butyl hydroperoxide (t-BHP)
induced apoptosis and necroptosis in endothelial cells: Roles of NOX4 and mitochondrion.
Redox Biology, 11, 524-534. https://doi.org/10.1016/j.redox.2016.12.036

Zhu, G,, Pei, L, Xia, H., Tang, Q. & Bi, F. (2021). Role of oncogenic KRAS in the prognosis,
diagnosis and treatment of colorectal cancer. In Molecular Cancer (Vol. 20, Issue 1). Bio-
Med Central Ltd. https://doi.org/10.1186/s12943-021-01441-4

113



114



A
) Cu1ia
1.5+
Oh
©
< 1.0 — 48h
'l:
s .
] ™
3 054 .
< |
00— |_|_-|" T T T
PFPS SIS LSS PSS
Comprimentos de onda (nm)
Cu1a
(<)
1.5+
— 0Oh
w 3h
© 1.0+ &h
c
3
=
=]
2054
<
UU I I 1 1 I I L] 1 _I_I_ I_ 1
PR L LIPS SRS
Comprimentos de onda (hm)
(E) Cu1b
1.5
- — Oh
=2 1.0
c — Bh
g
5 24h
£ 0.5
=
U.0|||-|'|1—||||||
PRSP L LSS IS

Comprimentos de onda (nm)

Absorvanclas

Absorvancias

Absorvancias

115

6 ANEXOS

Estabilidade e Solubilidade dos complexos Cula, Culb e Ptla
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Figura 6.1- Espetros de absorcdo representativos da estabilidade do (A) (B) e (C) complexo Cula (50 uM) (D) (E) e
(F) complexo Culb (50 uM) e (G) e (H) complexo Pt1a (50 uM) em RPMI. Os espetros foram obtidos para diferentes

tempos de incubacgdo: 0, 3, 6, 24 e 48 horas, sendo o armazenamento feito a 37°C.
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Figura 6.2- Viabilidade celular da linha tumoral HCT116 apds 48 horas de exposicdo a diversas concentragdes de
complexos. DMSO 0,1% (v/v) foi utilizado como veiculo de controlo (corresponde a linha a tracejado). Os valores
apresentados correspondem a média = SEM de dois ensaios bioldgicos independentes e a significancia estatistica
foi avaliada em relagdo ao controlo de DMSO) pelo método T-Student e One-Way ANOVA (* p-value < 0,05; ** p-
value < 0,005; *** p-value < 0,0005; **** p-value < 0,0001).
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Figura 6.3- Viabilidade celular da linha tumoral HCT116doxR apds 48 horas de exposicdo a diversas concentragdes
de com-plexos. DMSO 0,1% (v/v) foi utilizado como veiculo de controlo. Os valores apresentados correspondem a
média + SEM de dois ensaios bioldgicos independentes e a significancia estatistica foi avaliada em relacdo ao
controlo de DMSO) pelo método T-Student e One-Way ANOVA (* p-value < 0,05; ** p-value < 0,005; *** p-value <

0,0005; **** p-value < 0,0001).
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Figura 6.4- Viabilidade celular da linha tumoral A2780 apds 48 horas de exposicdo a diversas concentracdes de
complexos. DMSO 0,1% (v/v) foi utilizado como veiculo de controlo. Os valores apresentados correspondem a mé-
dia + SEM de dois ensaios biolégicos independentes e a significancia estatistica foi avaliada em relagdo ao controlo
de DMSO) pelo método T-Student e One-Way ANOVA (* p-value < 0,05; ** p-value < 0,005; *** p-value < 0,0005;
**** n-value < 0,0001).
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Figura 6.5- Viabilidade celular da linha de células saudaveis (Fibroblastos) ap6s 48 horas de exposicdo a diversas
concentracdes de complexos. DMSO 0,1% (v/v) foi utilizado como veiculo de controlo. Os valores apresentados
correspondem a média + SEM de dois ensaios biolégicos independentes e a significancia estatistica foi avaliada em
relacdo ao controlo de DMSO) pelo método T-Student e One-Way ANOVA (* p-value < 0,05; ** p-value < 0,005; ***
p-value < 0,0005; **** p-value < 0,0001).
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Figura 6.6- Viabilidade celular de esferdides constituidos pela linha de células saudaveis de HCT116doxR apds 48

horas de exposicdo a diversas concentragdes dos complexos Cula, Culb e Pt1a. DMSO 0,1% (v/v) foi utilizado como

veiculo de controlo. Os valores apresentados correspondem a média + SEM de dois ensaios biolégicos indepen-

dentes e a significancia estatistica foi avaliada em relagdo ao controlo de DMSO) pelo método T-Student e One-
Way ANOVA (* p-value < 0,05; ** p-value < 0,005; *** p-value < 0,0005; **** p-value < 0,0001).

140

-

N

o
1

-

(=}

o
1

M 0
o o
1 1

IS
o
1

Viabilidade Celular (%)
N
o
1 1

I

1T

o

Ligandos HCT116doxR

140+
120

80
60
40+
20

Viabilidade Celular (%)

100 -

LI L
N
O Q?Q?Qib

7

Concentragao (ng/mL)

L1d

H

H

L L
N N
Q- Q‘} %‘? Q%’

I I
KO

Concentragao (pg/mL)

Viabilidade Celular (%

Viabilidade Celular (%)

124

140
120
100

80-

60

40-

204

0.

L1b

=

1404

-

N

o
1

100--

80
60
40+
20+

LI B B
N
Q- Q?’ Q(? Qtp

Concentragao (pg/mL)

I 1 1 I
N
[\
Concentragao (ng/mL)



. 120 L2b 120 L2¢c

s =

E1Do_ """"""""""" %100_.. ................

S 804 " ns

= = 804

8 oo 8 1

s o 60

e ke]

T 404 3 40

— = w5

S 204 ] 20

> >

=T o-—
o & °© N @
Concentracéo (ng/mL) Concentragio (ug/mL)
L2d
100_ ......................

=

E 80 .

E I

5 60

o 60 *

L]

3 a0 I

z

E 20

=

o——T—
IR

Concentragao (ug/mL)

Figura 6.7- Viabilidade celular da linha de células tumorais de HCT116doxR apds 48 horas de exposicdo a diversas
concentracdes de ligandos. DMSO 0,1% (v/v) foi utilizado como veiculo de controlo. Os valores apresentados cor-
respondem a média = SEM de dois ensaios bioldgicos independentes e a significancia estatistica foi avaliada em
relacdo ao controlo de DMSO) pelo método T-Student e One-Way ANOVA (* p-value < 0,05; ** p-value < 0,005; ***
p-value < 0,0005; **** p-value < 0,0001).
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Figura 6.8- Viabilidade celular da linha de células saudaveis de Fibroblastos apds 48 horas de exposicdo a diversas
concentracdes de ligandos. DMSO 0,1% (v/v) foi utilizado como veiculo de controlo. Os valores apresentados cor-
respondem a média + SEM de dois ensaios bioldgicos independentes e a significancia estatistica foi avaliada em
relacdo ao controlo de DMSO) pelo método T-Student e One-Way ANOVA (* p-value < 0,05; ** p-value < 0,005; ***
p-value < 0,0005; **** p-value < 0,0001).
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A3 Ensaio de Western Blot - Expressao de Bax e BCL-2

Bax Bcl-2

Cula

Ptla Culb
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Figura 6.9- Imagens da revelacdo da expressdo de Bax e BCL-2 apds 48 horas de exposicdo de HCT116doxR aos
IC50 de Cula, Cula e Pt1la e 0,1% (v/v) DMSO usado como veiculo de controlo.
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A4  Ensaio de Potencial angiogénico in vivo em ovos de galinha
A B C D

Figura 6.10- Exemplos de areas de CAM as 0, 24 e 48h apds exposicdo a A) controlo de PBS B)

Oh

24h

48h

complexo Cula C) complexo Culb e D) o complexo Pt1a.
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A5 Ensaio de Migragao Celular em Fibroblastos
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Figura 6.11- Imagens representativas do ensaio de cicatrizacdo de feridas (em inglés wound-healing assay) em fi-

broblastos apos a incubacao de 0 e 24 h. Microscépio invertido com ampliacdo 4x.

129



130









Slelown) SN2 Wa soAleiajljoldn-ue sajuabe owod
((1N1d) eunre|d ap 8 ((11)nD) 81q0D ap sodlje1aw soxa|dwod ap ogdelery

sonbue vuensiiD €20¢




