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RESUMO

O cancro é a segunda maior causa de morte a nivel mundial e o nUmero de novos
doentes oncoldgicos continua a subir. Apesar das novas e melhores terapéuticas que
tém surgido ao longo dos anos, continua a ser necessario encontrar novos farmacos que
possuam uma maior especificidade para as células tumorais e que consigam ultrapassar
a resisténcia adquirida pelas células cancerigenas aos agentes quimioterapéuticos
utilizados atualmente.

Assim, neste trabalho foi estudado o potencial antiproliferativo de novos
complexos com centro metalico de Vanadio (IV) e o mecanismo de acdo dos complexos
mais promissores.

Foram realizados ensaios de citotoxicidade nas linhas tumorais HCT116, HCT116-
DoxR e A2780, e em fibroblastos humanos (culturas 2D). Estes ensaios demonstraram
um maior potencial citotoxico dos compostos V22, V26 e Y em células HCT116-DoxR,
sendo os seus valores de ICso de 0,1613; 0,1701 e 1,260, respetivamente. Estes resultados
de citotoxicidade podem ser correlacionados com a elevada internalizacdo dos
compostos V22 e V26 e com a menor internalizagdo do composto Y pelas células
HCT116-DoxR.

Em ensaios de citotoxicidade em esferoides (culturas 3D) de células HCT116-DoxR,
os compostos V22, V26 e Y demonstraram valores de 1Cso aproximadamente 22x, 18x e
9x, respetivamente, superiores relativamente aos ensaios com linhas celulares em
monocamada (2D).

Verificou-se que estes trés complexos induzem morte celular através das vias de
apoptose e autofagia, nomeadamente através da producdo de ROS, sendo que o
composto V26 induz a via apoptodtica intrinseca e o composto V22 a via extrinseca.
Relativamente ao composto Y, seriam necessarios mais ensaios para compreender
melhor o seu mecanismo de morte celular. Estes compostos ndo demonstraram interferir
com o ciclo celular, nem com o processo de migragdo celular, ndo apresentando
potencial citostatico nem pro-/anti-metastatico. Nos ensaios /n vivo, com embrides de
galinha, apenas o composto V26 demonstrou algum potencial anti-angiogénico apos

24h de exposicao.

Palavras-chave: Cancro; Células HCT116-DoxR; Quimioterapia; Complexos

metalicos; Vanadio; Morte celular.






ABSTRACT

Cancer is the second leading cause of death worldwide and the number of new
cancer patients continues to rise. Despite the new and better therapies that have
emerged over the years, it is still necessary to find new drugs that have greater specificity
for tumor cells and that can overcome the resistance acquired by cancer cells to current
chemotherapeutic agents.

Thus, in this work the antiproliferative potential of new complexes with a Vanadium
(IV) metal center and the mechanism of action of the most promising complexes were
studied.

Cytotoxicity assays were performed on HCT116, HCT116-DoxR and A2780 cancer
cell lines, and on human fibroblasts (2D cultures). These assays revealed a higher
cytotoxic potential of compounds V22, V26 and Y in HCT116-DoxR cells, their ICso values
being 0.1613, 0.1701 and 1.260, respectively. These cytotoxicity results can be correlated
with the high internalization of compounds V22 and V26 and the lower internalization of
compound Y by HCT116-DoxR cells.

In cytotoxicity assays on spheroids (3D cultures) of HCT116-DoxR cells, compounds
V22,V26, and Y, demonstrated ICso values of approximately 22x, 18x, and 9x, respectively,
higher relative to assays with monolayer (2D) cultures.

These three complexes were found to induce cell death through apoptosis and
autophagy pathways, namely through ROS production, with compound V26 inducing the
intrinsic apoptotic pathway and compound V22 the extrinsic pathway. Regarding
compound Y, further assays would be needed to better understand its mechanism of cell
death. These compounds have not been shown to interfere with the cell cycle or the cell
migration process, showing neither cytostatic nor pro-/anti-metastatic potential. In /n
vivo assays with chicken embryos, only compound V26 showed some anti-angiogenic

potential after 24h of exposure.

Keywords: Cancer; HCT116-DoxR cells; Chemotherapy; Metal complexes;
Vanadium; Cell death.
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1.INTRODUCAO

1.1. Cancro — Introducao, distribuicao, incidéncia e mortalidade

O corpo humano é constituido por trilides de células que crescem e se dividem ao longo
da sua vida, de acordo com a sua funcao e necessidade do organismo. No entanto, quando
estas sofrem alteragdes genéticas, podem proliferar de forma descontrolada e formar uma
massa tumoral, que pode invadir tecidos adjacentes ao tumor ou invadir tecidos longinquos —
metastizacdo. Deste modo, o cancro engloba um conjunto de doencas caracterizadas pela
proliferagdo descontrolada de células anormais e que pode ter origem em diversos 6rgaos ou

tecidos do corpo.”?3

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em 2020, foram diagnosticados
cerca de 19,3 milhdes de novos casos de cancro e aproximadamente 10 milhdes de mortes. O
cancro é assim uma das principais causas de morte no mundo, verificando-se uma maior taxa
de mortalidade em homens (120,8 por 100000 homens) do que em mulheres (84,2 por 100000

mulheres).*

A taxa de incidéncia tem vindo a aumentar nos ultimos anos e continuara a subir devido
ao crescimento e envelhecimento populacional.® *Atualmente, os paises asiaticos sdo os mais
afetados, com 49,3% dos novos casos de cancro, seguindo-se a Europa com 22,8%. Por outro
lado, a Oceania com 1,3% e Africa com 5,7% correspondem aos continentes menos afetados
pelo cancro. A mortalidade associada ao cancro segue o mesmo padrdo, com a Asia a registar

o maior nimero de mortes e a Oceania a possuir o menor nimero de 6bitos (Figura 1.1).6
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Figura 1.1 - Incidéncia e mortalidade do cancro no mundo em 2020. (Adaptado de GLOBOCAN 2020).



O cancro da mama, prostata, pulmao, colorretal, colo do Utero e estbmago sao exemplos
dos cancros mais comuns atualmente. Por sua vez, a maior taxa de mortalidade corresponde

ao cancro do pulmao, seguido do cancro da mama, colorretal e figado (Figura 1.2).
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Figura 1.2 — Estimativa das taxas de incidéncia e mortalidade dos principais tipos de cancro padronizadas

por idade, em 2020, a nivel mundial, para ambos os sexos e todas as idades. ASR “Age-standardised
rates” (World) per 100 000 (Adaptado de GLOBOCAN 2020).”

O cancro do pulméo e o cancro da préstata sdo responsaveis pela maioria dos cancros
diagnosticados em homens em 2020, sendo o cancro do pulm&o o mais mortal. No caso das
mulheres, os dois cancros mais comuns sdao o cancro da mama e o colorretal, sendo o cancro
da mama o responsavel pela maioria das mortes causadas por cancro em mulheres, no ano de

2020.7

Em Portugal, no ano de 2020, foram diagnosticados 60467 novos casos de cancro e
ocorreram cerca de 30168 mortes de doentes oncologicos. O cancro colorretal foi o cancro
com maior numero de novos casos, seguindo-se o cancro da mama, prostata e s6 depois o do

pulmao, que por sinal foi o cancro mais mortal nesse ano.?

As taxas de sobrevivéncia séo menores nos paises menos desenvolvidos uma vez que a
maioria dos doentes sdo diagnosticados tardiamente e ndo tém acesso a bons tratamentos.
Por outro lado, o diagndstico precoce e a qualidade dos tratamentos nos paises mais

desenvolvidos tém vindo a aumentar nos Ultimos anos, promovendo uma maior sobrevivéncia



dos doentes de cancro." * * Fatores como o estadio, localizacdo do tumor, outros cancros
coexistentes, perfil de salude do doente, diagnostico precoce/tardio e os avancos em
terapéuticas como a quimioterapia, cirurgia e radioterapia estdo diretamente envolvidos na
sobrevivéncia do doente de cancro. Assim, nas Ultimas décadas, tem-se verificado uma
melhoria no tempo de sobrevida ao cancro muito devida a estes progressos alcangados nas

areas da investigacdo e da medicina.’

1.2. Biologia do cancro

1.2.1. Processo de Carcinogénese

Ao longo do ciclo celular as células dividem-se e originam novas células, de forma precisa
e controlada, para manter a homeostasia celular. No entanto, quando estas células sofrem
algum tipo de alteracdo e se continuam a multiplicar, pode ocorrer a transformacao das células
saudaveis em células cancerigenas com a capacidade de crescerem autonomamente, acabando
por originar a formacdo de um tumor que eventualmente pode acabar por invadir outros

tecidos. 2 10 1

Este processo de transformagdo é denominado por carcinogénese e esta
dividido em trés fases: a iniciacdo, a promocio e a progressdo.'’ Durante a fase de iniciacdo,
uma célula normal sofre uma mudanca irreversivel caracterizada pela capacidade de crescer
autonomamente. A iniciacao implica a alteragdo do DNA (do inglés, deoxyribonucleic acia)
celular num ou mais locais do genoma, sendo que essa alteracao corresponde a um evento
mutagénico. Desta forma, a iniciagdo e a promocao do cancro sao caracterizadas pela
acumulacao sucessiva de mutacdes no DNA que acabam por resultar na alteracdo das funcdes
das mais variadas proteinas envolvidas na apoptose, crescimento e diferenciagdo celular (ver
1.2.2)." Assim, a célula inicial expande clonalmente originando uma massa celular detetavel que
pode ser benigna ou potencialmente maligna." "' A promogao do tumor pode ser modulada
por varios fatores internos ou externos (ver 1.2.3), tais como hereditariedade, idade, sexo, dieta

e equilibrio hormonal."

Por fim, na fase de progressao, as células sofrem alteracdes adicionais
para progredirem para uma neoplasia maligna. Durante esta fase, as neoplasias demonstram
um aumento da sua capacidade de invasdao e de se metastizar, adquirindo alteracbes
bioquimicas, metabdlicas e morfoldgicas (ver 1.2.4)." ' Todo este processo de conversio de
uma célula inicial numa neoplasia totalmente maligna é geralmente prolongado, podendo

demorar varios anos."

Desta forma, € possivel diferenciar uma neoplasia benigna ou maligna. Uma neoplasia

benigna corresponde a um crescimento localizado de tecidos bem diferenciados e nao



invasivos. As neoplasias benignas geralmente crescem muito lentamente e ndo apresentam
perigo para a saude, a menos que possam comecar a comprimir tecidos normais adjacentes e
interfiram com funcdes vitais. As neoplasias malignas crescem rapidamente e caracterizam-se
pela sua capacidade de invasdo. Neste caso, o crescimento é desorganizado e estas neoplasias
podem-se disseminar para tecidos adjacentes, ou metastizar para locais distantes através da

circulacdo sanguinea e/ou linfatica (ver 1.2.4)."

1.2.2. Eventos mutagénicos

As mutagdes responsaveis pela formacdo do cancro geralmente ocorrem em dois

grandes grupos de genes: oncogenes ou genes supressores de tumores (TSGs)." 2

1.2.2.1. Mutagdes em oncogenes

Os oncogenes resultam de mutacdes em genes envolvidos na proliferacdao e
diferenciacao celular, denominados por proto-oncogenes. Visto que os proto-oncogenes estdao
associados aos processos de crescimento e divisdo celular, quando estes sofrem mutacdes e
se transformam em oncogenes podem originar uma divisao, e consequente proliferacao celular
descontrolada. Os oncogenes resultam, portanto, na sobreexpressao de uma proteina ou na
producdo de uma proteina muito mais ativa. Deste modo, a mutacdo de um unico alelo é

suficiente para que a célula se torne cancerigena.” '

O gene RAS corresponde ao proto-oncogene mais comummente afetado. Este gene
codifica a proteina RAS, que regula a divisdao celular e normalmente se encontra inativa.
Quando mutada, esta proteina torna-se constitutivamente ativa, provocando um crescimento
celular descontrolado que por sua vez pode resultar no desenvolvimento de um tumor. A

proteina RAS encontra-se alterada em cerca de 27% dos tumores humanos.”
1.2.2.2. Mutagbes em genes supressores de tumores (TSGs)

Os TSGs sao genes que geralmente estdo envolvidos no controlo do ciclo celular e na
indugcdo de morte celular programada. Estes genes inibem a funcao de outras proteinas
associadas a proliferacdo e, portanto, quando mutados deixam de conseguir controlar o
crescimento celular.” ' Neste caso, é necessario que ambos os alelos se encontrem mutados,

caso contréario o alelo funcional continuara a conseguir exercer as suas funcées inibidoras.’

Os genes TP53, BRCAT e BRCAZ sao TSGs frequentemente mutados, com papéis

importantes na divisdo celular e na reparacdo de danos no DNA." *'> Quando estes genes sdo



afetados, os danos no DNA ndo sao reparados e estes erros podem ser passados a préxima

geracdo de células, podendo eventualmente originar o aparecimento de tumores.'

O gene 7P53 codifica a proteina p53 que regula genes-alvo associados a inducdo de
apoptose e a regulagdo do ciclo celular. Quando existem danos no DNA, a proteina p53 é
ativada, originando a ativacao de proteinas envolvidas na reparacao do DNA e a paragem do
ciclo celular para a possivel reparacdo de tais danos. Caso esta reparacdo ndo seja bem-
sucedida, o que ocorre muitas vezes quando existem danos nas proteinas envolvidas na
reparacao do DNA, a proteina p53 também pode ativar a via da apoptose. Assim, mutagoes
neste gene promovem a sobrevivéncia e a proliferacdo da célula afetada.” Por sua vez, as células
descendentes também nao vao usufruir de genes de reparagdo e 7P53 funcionais, resultando
numa maior acumulagdo de erros, instabilidade gendmica e o possivel desenvolvimento do

cancro.'®

Concluindo, mutagdes nestes dois conjuntos de genes originam uma acumulacao de
células anormais e o consequente desenvolvimento tumoral, através da estimulacdo da
proliferacdo, provocada por mutacdes em proto-oncogenes, e através da inibicdo do controlo

do ciclo e da morte celular, provocadas por mutacdes em TSGs.’

1.2.3. Causas

As mutagdes genéticas que estdo na base do processo de carcinogénese podem ser
herdadas ou espontaneas, sendo induzidas por agentes bioldgicos (como virus), agentes

quimicos (devidos a alimentacao, por exemplo), causas fisicas (como a radiacao) " '

o Fatores genéticos — Algumas alteracdes genéticas hereditarias estdo associadas a um
maior risco de desenvolvimento de cancro e originam uma elevada prevaléncia de um
determinado cancro dentro da mesma familia. No entanto, os casos hereditarios

correspondem a apenas 5-10% de todos os casos de cancro existentes."”

e Fatores externos/ambientais — Estes fatores estdo associados ao aparecimento da maior
parte dos casos de cancro existentes atualmente. Agentes como o tabaco e o alcool, e
substancias como a aflatoxina, estédo relacionados com o aparecimento do cancro, seja
por provocarem alteracdes nas bases do DNA, por formarem aductos ou por se
intercalarem com o DNA." A exposicdo a radiacido também estd associada ao
desenvolvimento do cancro, uma vez que promove a formacao de dimeros de timina e
aductos no DNA. A radiagao UV (Ultravioleta), por exemplo, esta associada a exposicao

solar e ao desenvolvimento de cancro da pele.” 718



e Agentes bioldgicos — Os agentes infeciosos, tais como virus (virus do papiloma humano,
HPV)', parasitas (Schistosoma haematobium)'’ e bactérias (Helicobacter pylor)'" estdo
associados a cerca de 20% de todos os casos de cancro atualmente.” O mecanismo de
acao destes agentes pode ser pela expressdo de proteinas oncogénicas pelo proprio
agente infecioso, ou pela producédo de uma resposta inflamatdria crénica ou produgao
de componentes mutagénicos pelo hospedeiro.?’ Por exemplo, no caso do virus do
papiloma humano, ocorre a produgao de oncoproteinas virais que tém como alvos as

proteinas p53 e RB (RB, do inglés Retinoblastoma protein)." ® %

Em concluséo, visto que a maioria dos casos de cancro sao devidos a fatores ambientais,
ha que salientar a maior possibilidade de prevenir o aparecimento desta doenca ao adotar

novos comportamentos relacionados com o estilo de vida pessoal.’’

1.2.4. Microambiente tumoral, angiogénese e metastizacao

As células tumorais por si sé ndo conseguem invadir outros tecidos, pelo que existe a
necessidade de recrutar varios outros tipos de células, como fibroblastos, macréfagos, células
endoteliais, células inflamatérias do sistema imunitario, entre outros, para em conjunto com a
matriz extracelular (ECM, do inglés Extracellular matrix) poderem constituir o microambiente
tumoral (TME, do inglés tumor microenvironment) favoravel a progressao e a sobrevivéncia do

tumor 21,22,23

De entre os componentes do TME, os TAMs (do inglés, tumor-associated macrophages)
e os CAFs (do inglés, cancer-associated fibroblasts) sao dois dos principais intervenientes no
desenvolvimento tumoral, ao secretarem moléculas como fatores de crescimento e
metaloproteinases que promovem a proliferacdo, a angiogénese e 0s processos de invasao e

colonizagéo pelas células tumorais.2* 2> 26

A angiogénese € um dos processos mais importantes para a progressao tumoral. Este
processo esta envolvido em mecanismos fisiologicos como o desenvolvimento embrionario, a
inflamacao, a cicatrizacdo de feridas, entre outros, e consiste na formacdo de novos vasos
sanguineos a partir de vasos pré-existentes, o que permite o transporte dos nutrientes e
oxigénio necessarios a proliferacdo tumoral. Assim, a formacao destes novos vasos sanguineos
vai facilitar o processo de metastizagdo do tumor. No entanto, para que a metastizagao seja

possivel, é necessario que ocorra a invasao do sistema circulatério pelas células cancerigenas.?

Quando as células se tornam cancerigenas perdem a expressao de caderinas e outras

moléculas importantes para a sua adeso celular.?” % Isto permite que percam a dependéncia



do estado aderente, que proliferem mais e ganhem a capacidade de invas3o.?” % 2° O que se
verifica é que as células epiteliais, por perderem as caracteristicas de células aderentes®, e os
fibroblastos, devido a ativacdo criada pelo TME, ficam com morfologias diferentes.>’ Nas
primeiras, observa-se a troca de recetores e marcadores celulares, em que as células epiteliais
ganham caracteristicas das células mesenquimatosas, ocorrendo, portanto, uma Transi¢ao
Epitelial-Mesenquimatosa.?® % 3° Os fibroblastos passam a ser capazes de produzir e secretar
mais citoquinas, fatores de crescimento e metaloproteinases para o recrutamento das células
inflamatdrias, inducio da angiogénese e para a degradacio da lamina basal.?> %> 3" Estes fatores
de crescimento, a presenca de células imunitarias e até de adipocitos fazem parte do TME que

permite a invasdo do tumor.?

Para além da invasdo do tumor, o processo de metastizacdo ainda depende de outros
trés passos cruciais, sendo eles a intravasdo, a extravasdao e a colonizagdo, como pode ser
observado na Figura 1.3. Inicialmente, as células tumorais que invadiram o estroma ao redor
do tumor primario podem entrar nos vasos sanguineos e linfaticos através de um processo
denominado de intravasdo. Depois das células tumorais migrarem ao longo da corrente
sanguinea, ocorre um processo denominado de migracdo transendotelial, significando a
extravasdo das células pela parede endotelial para posterior invasdo dos tecidos circundantes.
Por fim, o crescimento de uma coldnia metastatica representa a ultima fase da progressao
tumoral. Nesta fase, ao chegarem a um novo ambiente, a maioria das células entra num estado
de dorméncia, em que persistem como células tumorais Unicas disseminadas (DTCs, do inglés
disseminated tumor cells) ou como pequenos aglomerados micrometasticos durante semanas,

meses, ou até anos.?® ?°
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Figura 1.3 — Representacdo esquematica do processo de metastizagao do cancro através dos vasos
sanguineos. No local do tumor primario, as células tumorais tornam-se capazes de invadir o estroma e,
logo de seguida, atravessam a parede endotelial. Depois do processo de intravasdo, as células tumorais
sdo transportadas ao longo dos vasos sanguineos até sairem de circulacdo. Antes de ocorrer a



colonizagao, as células permanecem num estado de dorméncia até se adaptarem ao seu novo ambiente.
Por fim, ocorre a etapa de colonizagéo, concluindo o processo de metastizagdo do cancro. Adaptado de
Mittal, V. (2018) e BioRender.3°

1.3. Cancro colorretal

De acordo com a OMS, em 2020, o cancro colorretal (CRC) foi responsavel por cerca de
10% de todos os novos casos de cancro, o que corresponde a um total de mais de 1,9 milhdes
de casos mundialmente. A mortalidade relativa ao CRC correspondeu a mais de 930 mil casos,
ou seja, 9,4% de todas as mortes por cancro em 2020. Consequentemente, o CRC foi o terceiro

cancro mais incidente na populacdo mundial e o sequndo mais mortal.* 3

O cancro colorretal é uma doenca associada a uma série de mutacdes genéticas® que
podem aparecer, tal como acima descrito, em oncogenes, TSGs e em genes responsaveis pelos
mecanismos de reparacdo do DNA.>* Dependendo da origem da mutacdo, o carcinoma

colorretal pode ser classificado como esporéadico, hereditario e familiar.® 34

Cerca de 70% dos casos de CRC ocorrem esporadicamente e estdo associados a
mutacdes pontuais que aparecem ao longo da vida, afetando apenas as células somaticas
mutadas e as suas descendentes** *> Tais mutacbes podem ocorrer pela troca de um
nucledtido, pela sua delecdo ou pela inser¢do de um nucledtido na sequéncia de DNA. Cerca
de 70% dos casos de CRC seguem uma sequéncia especifica de mutacdes com origem num
TSG denominado de APC (do inglés, Adenomatous polyposis coli). A inativagdo do gene APC
esta associada a formagdo de adenomas nao malignos, também designados de pélipos, os
quais tém tendéncia a evoluir para carcinomas com o passar do tempo.** Nestes casos de
cancro colorretal esporadico, a progressao de adenoma para carcinoma demora pelo menos 5

a 10 anos, o que oferece uma grande janela de oportunidade para o rastreio.*

Por outro lado, entre 25 a 30% dos casos de CRC possuem histérico familiar de CRC ou

o risco hereditario de desenvolver este carcinoma.®®

Os casos hereditarios devem-se a mutacdes herdadas que afetam um dos alelos do gene
alterado, sendo que caso ocorra uma mutagdo pontual no outro alelo, tal ird culminar no
aparecimento da célula tumoral e, consequentemente, no carcinoma. A Polipose Adenomatosa
Familiar (FAP, do inglés Familial adenomatous polyposis), caracterizada pela formagado de
multiplos polipos potencialmente malignos no coélon, é um exemplo de cancro colorretal
hereditario.* A maioria das muta¢des germinativas do gene APC observadas em individuos

com FAP sdao mutacbes nonsense ou frameshift que originam a sintese de uma proteina



truncada. Na FAP, observou-se ainda uma correlacao entre o tipo de mutagado e a penetragao
dos genes alterados, estimadas de acordo com o nimero de pélipos presentes no colorectum.
As mutagdes nos coddes 1250-1464 foram associadas a um maior numero de polipos,
enquanto as mutacdes nas regides 5’ e 3' a um fendtipo suave. Por outro lado, a mutagéo do
gene APC em cancros colorretais esporadicos ocorre ao nivel dos coddes 1281-1256, numa
regido envolvida na desregulagdo da B-catenina. Sem colectomia cirdrgica preventiva, os

.37 A Sindrome

polipos associados a FAP representam um elevado risco para o cancro colorreta
de Lynch, outro tipo de cancro colorretal hereditario, é devida a mutagdes herdadas num dos

alelos que codificam proteinas associadas aos mecanismos de reparacido do DNA.**

Por ultimo, o cancro colorretal familiar também é devido a mutacdes herdadas, sendo
que o risco de um individuo desenvolver cancro colorretal é superior quando este possui algum

parente com CRC.*

1.3.1. Fatores de risco associados ao CRC

O principal fator de risco associado ao CRC é a idade, uma vez que as células vao
acumulando mutacdes ao longo de toda a sua vida.** E desta forma que o aumento da
esperanca média de vida tem contribuido para o aumento da incidéncia do CRC na populacdo.’
Para além disso, o risco de desenvolvimento de CRC estd também associado ao histoérico
pessoal de doengas inflamatdrias intestinais (DIl), como a colite ulcerosa e a doenca de Crohn,
uma vez que a inflamacao cronica das DIl provoca frequentemente um crescimento anormal
das células que, mais tarde, pode resultar no aparecimento de um tumor. A existéncia de casos
de CRC na familia, especialmente em parentes que tenham sido diagnosticados com menos

de 50 anos de idade, é outro fator de risco.3* 3¢

Outros fatores de risco que aumentam a possibilidade de desenvolver pdlipos ou
carcinoma colorretal estdo associados a habitos pessoais e podem ser reduzidos através de

mudancas do estilo de vida.> ** 3¢

Atualmente, o estilo de vida da maior parte da populacao é caracterizado por uma dieta
pouco saudavel (pobre em frutas e vegetais e rica em carnes vermelhas e processadas) e
comportamento sedentario, o que resulta frequentemente em casos de obesidade. A
obesidade e a dieta ndo saudavel sao importantes fatores de risco para o CRC. Estes fatores
juntamente com o abuso de substancias como o alcool e o tabaco resultam num aumento da

incidéncia de doencas associadas ao estilo de vida, como é o caso do CRC.>** Por outro lado,



a ingestao de calcio, fibras, cereais integrais, multivitaminas, frutas e vegetais estdo associados

a diminuicdo do risco de vir a desenvolver este tipo de tumor.*®

Em conclusdo, muitos dos casos de CRC poderiam ser prevenidos através da diminuicao
dos fatores de risco associados ao estilo de vida. Por outro lado, as mortes por CRC poderiam
ser evitadas através da dete¢do precoce de po6lipos e de biomarcadores com muitas das opcoes

de rastreio ja existentes 3> 3

1.3.2. Carcinogénese do CRC

O CRC é um tumor que se desenvolve no intestino grosso, no colén ou no reto, e resulta
da proliferacdo anormal de células que apresentam a capacidade de migrar e se espalhar para
outros locais do organismo.*® No célon, a evolucdo de células epiteliais normais para
adenocarcinoma, em geral, segue uma sequéncia de mudangas epigenéticas e genéticas
simultaneas. No modelo “classico” de formacdo de cancro colorretal, este surge de um podlipo
que depois evolui para um adenoma precoce. Por sua vez, o adenoma progride para um
adenoma avancado, antes de finalmente se tornar num carcinoma colorretal. Este processo é
impulsionado pela acumulacdo de mutacdes e alteragcdes epigenéticas e pode demorar mais
de 10 anos a ocorrer, mas pode progredir mais rapidamente em determinadas situagdes (como

em doentes com Sindrome de Lynch).*

Os mecanismos relacionados com a iniciagao do tumor ainda nao estdao completamente
estabelecidos, mas foi hipotetizado que lesdes na mucosa colorretal pudessem despoletar uma
resposta imunitaria cronica, a qual estaria envolvida no desenvolvimento do tumor. Caso a
resposta imune nao fosse suficiente para reparar a lesdo, formar-se-ia um microambiente rico
em citoquinas, fatores de crescimento e produtos da respiracdao celular, devido a elevada
proliferacao verificada no local na tentativa de reparar a lesdo. Por sua vez, este microambiente
originaria a acumulagdo de erros genéticos que transformariam as células epiteliais normais

em adenocarcinomas invasivos.*°

Por outro lado, também ja foi estabelecido que a iniciacdo do tumor esta associada a
mutagdes que ocorrem ao nivel do gene APC sendo responsaveis pela formagdo do adenoma
e pelo desenvolvimento de "criptas displasicas”. Apos esta fase, a ocorréncia de mutagdes
adicionais ao nivel dos genes KRAS, TP53 e SMAD4, favorecem a promogao e progressao do
tumor, caracterizada pelo aumento da taxa de crescimento do adenoma, a expansao de clones

malignos com a consequente invasdo do tumor, e metastase.?’
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Através de um modelo animal de rato, verificou-se que a supresséao do gene APC
determinava a formacao de adenomas, tanto ao nivel do célon como do intestino delgado, e
gue na presenca de mutagdes adicionais ao nivel dos genes 7P53 e KRAS era induzida a
progressao de cancro do célon. Em contrapartida, também se verificou que a restauragéo do

gene APCnestes tumores induzia rapidamente a diferenciacéo celular e a regressao do tumor.*’

1.3.3. Pathways moleculares do CRC

O CRC é uma doenga heterogénea caracterizada por instabilidade gendmica, a qual pode
ser adquirida por trés vias diferentes, nomeadamente a instabilidade cromossomica (CIN, do
inglés chromosomal instability), a instabilidade de microssatélites (MSI, do inglés microsatellite
instability) e o fendtipo de metilacdo das ilhas CpG (CIMP, do inglés CpG island methylator
phenotype).>3*

A via da instabilidade cromossdmica representa a causa de 80 a 85% de todos os casos
de CRC e deve-se a presenca de aneuploidias, ou seja, a desequilibrios no niumero de
cromossomas. Os mecanismos subjacentes a CIN incluem alteracbes na segregacdo dos
cromossomas, na disfuncdo dos telémeros e na resposta a danos no DNA e afetam genes
importantes na manutencdo da atividade celular, tais como APC, KRAS, PI3K e TP53, entre
outros. A funcdo do gene APC estad relacionada com uma regulacdo negativa da via de
sinalizagdo Wht através da degradacédo da B-catenina. Por conseguinte, a inativacdo do gene
APC induz uma ativacdo da via de sinalizacado Wnt e uma subsequente desregulacao e
acumulacdo nuclear de B-catenina, que como consequéncia incita a transcricdio de genes
envolvidos na tumorigénese e invasdo.** 3’ As mutacdes em KRAS e PI3K levam a uma
sobreativagdo da quinase MAP, resultando num aumento da proliferacao celular e, por fim, as
mutagdes no 7P53 resultam num ciclo celular descontrolado e na consequente promocgao da

tumorigénese.**

A via de MSI deve-se a inativacdo do sistema MMR (do inglés, Mismatch repair
mechanism) de reparacao do DNA. A capacidade de reparar pequenas sequéncias de DNA ou
repeticdes em tandem (duas a cinco repeti¢des de pares de base) € menor em tumores com
este tipo de instabilidade gendmica, o que resulta na acumulacdo de mutagdes nestas regides
durante o processo de replicacdo do DNA. Consequentemente, ao se alterarem sequéncias de
microssatélites que codifiqguem oncogenes ou TSGs, ocorre o desenvolvimento de tumores.>*
3¢ A perda da expressdo de genes de reparacdo do DNA pode ocorrer espontaneamente ou

através de mutacdes germinais, como o que acontece na sindrome de Lynch.2* A MSI pode ser
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identificada através de testes de PCR (do inglés, Polymerase chain reaction), que comparam o

DNA normal e tumoral do mesmo doente.?®

A instabilidade epigenética é responsavel pelo fenétipo de metilacdo das ilhas CpG e é
outra caracteristica comum ao CRC.2* As modificacdes na metilacio do DNA associadas ao
desenvolvimento do cancro costumam incluir duas alteracdes fundamentais, sendo elas a
hipermetilagdo das ilhas CpG em regides promotoras de genes, que podem silenciar TSGs, e a
hipometilacdo de elementos genéticos repetitivos, que pode originar a instabilidade gendmica

ou a ativacdo de oncogenes.®

1.4. Regulacao do ciclo celular

O ciclo celular corresponde a uma sequéncia de eventos que leva ao crescimento e a
divisdo celular. Nas células eucarioticas, o ciclo celular esta dividido em duas fases principais:
interfase e fase M (mitotica), e a interfase esta organizada em trés subfases: Gy, S e Go. A fase
G1 consiste num periodo de crescimento celular, onde ocorre a sintese de RNA (do inglés,
Ribonucleic acid) e proteinas com o intuito de preparar a célula para a sintese de DNA na fase
S. Durante este periodo, a sintese de mRNA (RNA mensageiro), rRNA (RNA ribossomal) e tRNA
(RNA de transferéncia) aumenta, conduzindo a formacdo de proteinas estruturais e proteinas
enzimaticas. Na fase S ocorre a replicacdo do DNA e a sintese de proteinas cromossdmicas,
como histonas e proteinas ndo histonas. Através da replicacdo do DNA, a informacao genética
é transmitida com precisdo as duas células filhas resultantes da divisdo na fase M. Portanto, a
fase S é a fase mais critica do ciclo celular, sendo que muitos agentes quimioterapéuticos
atuam principalmente nesta fase. Segue-se a fase G, durante a qual se da a sintese de RNA e
proteinas diretamente relacionadas com a mitose, tais como microfilamentos e tubulina. A fase
M esta dividida em profase, metafase, anafase, telofase e citocinese, e consiste no processo de
divisdo dos cromossomas da célula mae em duas células filhas. Nesta fase, o DNA e as
proteinas da célula sdo divididos igualmente em duas células, completando o processo de
replicacao celular. Depois de um ciclo terminar, algumas células ndo entram diretamente no
ciclo seguinte e entram na fase Go, que corresponde a um estado de repouso. As células na
fase Go s6 irdo proceder para a fase Gy sob a influéncia de mitogénios ou fatores de

crescimento.'® 4’

A regulacao do ciclo celular é consequéncia de uma série de mecanismos que envolvem
a regulacdo de uma variedade de ciclinas, cinases dependentes de ciclinas (CDKs, do inglés

Cyclin-dependent kinases), pontos de verificacdo (checkpoints) do ciclo celular e vias de
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sinalizacdo do ciclo celular.*’ Desta forma, a progressao do ciclo celular é controlada através
de vérios pontos de controlo, denominados por checkpoints, que permitem bloquear a
transicdo entre as diferentes fases no caso de existirem danos (Figura 1.4).% ' *! Por exemplo,
no caso de existirem erros no DNA sdo ativados checkpoints que atrasam a progressao do ciclo
celular e assim permitem a reparacao do DNA. Caso os checkpoints ndo sejam ativados em
resposta a estes danos, o DNA ndo é reparado e o erro pode ser transmitido a préxima geragao
de células, provocando instabilidade gendmica.” '° Estes checkpoints sdo regulados através de
dois tipos de proteinas, as ciclinas e as cinases dependentes de ciclinas que, ao formarem um
complexo, adquirem a capacidade de fosforilar outras proteinas envolvidas no ciclo celular.*"
19 A formacdo dos complexos CDK-ciclina depende dos niveis celulares das ciclinas em cada
checkpoint visto que a sua concentra¢do varia ao longo do ciclo celular, enquanto que a
concentragdo das CDKs permanece constante. Por sua vez, as CDKs sé se tornam ativas quando

em interacdo com as ciclinas.”

Os complexos CDK-ciclina mais importantes no ciclo celular sao: CDK6 ou CDK4-ciclina
D, CDK2-ciclina E, CDK2 ou CDK1-ciclina A e CDK1-ciclina B, cuja ativacdo ocorre em diferentes
fases do ciclo celular. As CDKs 4 ou 6 em associagao a ciclina D sdo importantes para a entrada
das células na fase Gi. Estes complexos possuem a capacidade de fosforilar a proteina RB, que
guando se encontra desfosforilada interage com o fator de transcricao E2F e inibe a progressao
do ciclo celular para a fase S. Logo, mediante a fosforilagdo da proteina RB, esta altera a sua
conformacdo e ocorre a libertacdgo do fator E2F, originando assim a progressdao do ciclo
celular.’*" O complexo CDK2-ciclina E regula a passagem da fase G+ para a fase S, enquanto
que a ciclina A pode interagir com a CDK2 e promover a entrada do ciclo celular na fase G, ou
com a CDK1 e promover a passagem da fase G para a fase M. Por ultimo, a fase M é regulada

através da associacdo entre a ciclina B e a CDK1 (Figura 1.4)."

Quando as células sobreexpressam ciclinas ou ndo expressam CDKIs (CDKI, do inglés
Cyclin-dependent kinase inhibitor), o crescimento das células torna-se descontrolado. Por sua
vez, a regulagdo anormal do ciclo celular € um mecanismo importante para a proliferacao de

células tumorais.*" 4

13



|
J/
£2F|RB
Fase Go
G, CDK2

M/G. checkpoint --.._

--------- G1/S checkpoint

M
-

G2 /M checkpoint a

S/G; checkpoint

( cDK1 )

Ciclina A

Figura 1.4 — Representagdo esquematica do ciclo celular e dos principais intervenientes na sua regulacao.
O ciclo celular é composto por quatro pontos de controlo, os chamados checkpoints. Nestes
checkpoints, é verificado o estado das células e estas sé prosseguem para a fase seguinte do ciclo celular
caso estejam em condicdes de avancar. Os complexos CDK-ciclina atuam ao longo de todo o ciclo, sendo
responsaveis pela ativacdo de proteinas implicadas na progressdao do ciclo celular. CDK-Cyclin-
dependent kinase, Fases Go, G1, S, G» e M (mitose) do ciclo celular; E2F-Fator de transcricdo E2F; RB-
Retinoblastoma protein. Adaptado de Matthews, H., et a/, (2022) e BioRender.™

1.4.1. Checkpoints do ciclo celular

Quando existem danos no DNA, os checkpointsinduzem a sua reparagao ao bloquearem
o ciclo celular e promoverem a transcricdo de genes que promovem a reparacdo do DNA. ¥
Existem alguns checkpoints principais que permitem interromper o ciclo celular para reparar
os danos: o checkpoint em Gi, que precede a fase S do ciclo celular, o checkpoint S/G;, que
sucede a replicacdo do DNA, o checkpoint Go/M e o checkpoint da fase M, que ocorre na

transicdo da metéfase para a anéfase (Figura 1.4)."% %

A cinase Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM) é induzida por double strand breaks
(DSBs), e ativa o checkpointem G, através da fosforilacdo e consequente ativagdo da cinase do
ponto de controlo 2 (CHK2). A ATM ativa a CHK2, que por sua vez ativa o 7P53'%*" O 7P53
participa em varias vias de sinalizacdo importantes que controlam a proliferacdo e a morte das
células, incluindo a regulacdo do ciclo celular, a reparacdo do DNA, o metabolismo, a
senescéncia, a autofagia e a apoptose.’® " %> Neste caso, a p53 evita que mutacdes sejam
transmitidas a proxima geracdo, promovendo a paragem do ciclo celular.’ ' Assim, quando
ha defeitos no 7P53, o ciclo celular ndo é corretamente regulado e é devido a isso que muitas

vezes o TP53 esta associado ao desenvolvimento do cancro.’®#
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Quando o DNA é danificado na fase S ou incorretamente replicado, o checkpointS/G; é
ativado. Este dano é sentido pela cinase Ataxia Telangiectasia and rad3 associated (ATR), que
induz a degradagdo da proteina CDC25A através da ativacdo da cinase do ponto de controlo
1 (CHK1) que a fosforila, ocorrendo assim o bloqueio do ciclo celular. Além disso, a ATR e CHK1
também podem desencadear checkpoints G/M, impedindo que as células com DNA

danificado entrem na mitose.'® 4’

Apos a entrada na fase M, existe ainda um checkpoint que verifica se a ligacao dos
cromossomas aos microtubulos ocorreu corretamente, podendo bloquear o ciclo celular na
metafase. Para a célula poder prosseguir para a anafase, é necessario que a segregagao dos
cromatideos irmdos para os dois polos opostos do fuso mitético tenha ocorrido de forma

correta.’® 4

1.5. Mecanismos de morte celular

A morte celular é um processo fundamental para a salde humana. Assim, para equilibrar
o processo de divisdo celular, uma semelhante quantidade de células deve ser removida do
organismo. Tal é conseguido através da ativagdo de mecanismos moleculares que tém por

objetivo a destruicdo das células.*?

Por sua vez, o desenvolvimento do cancro esta associado a uma maior taxa de divisao
das células cancerigenas relativamente a sua taxa de morte celular. Este processo de morte
celular estd ha muito associado ao tratamento oncoldgico, dado que a radiagdo e a
quimioterapia foram idealizadas para causar a morte de células malignas, apesar de também

causarem a morte de muitas células saudaveis.*

Os mecanismos de morte celular estdao normalmente divididos em dois tipos: os
mecanismos de morte celular programada (PCD, do inglés Programmed cell death), que
requerem energia e dependem de maquinaria molecular especifica, como a apoptose e a
autofagia, e os mecanismos que ndo requerem energia, como é o caso da morte celular por

necrose.** 4

Hoje em dia, através de evidéncias experimentais recolhidas ao longo dos anos, ja é

possivel distinguir estes mecanismos pelas suas diferencas morfolégicas e bioquimicas.*>**
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1.5.1. Apoptose

A morte celular por apoptose ocorre em varias situagdes fisioldgicas e/ou patoldgicas,
sendo indispensavel no controlo do crescimento, na morfogénese, na regulacdo da

homeostasia dos tecidos, entre outros.*® 4748

Esta via é considerada a principal forma de PCD e esta associada a uma série de
alteracbes moleculares, bioquimicas e morfoldgicas. Por exemplo, a externalizacdo da
fosfatidilserina da bicamada lipidica € um dos primeiros marcadores moleculares de apoptose,
sendo muito utilizada como forma de detecio deste tipo de morte celular.** “° A PARP1 (do
inglés, Poly(adenosine dijphosphate-ribose) polymerase 7) € uma enzima nuclear que é ativada
em resposta a danos no DNA, estando envolvida na sua reparagao. Esta proteina é clivada pela
caspase-3 durante a apoptose e, desta forma, sdo originados fragmentos de 89 kDa e 24 kDa,
considerados como outro dos principais marcadores da morte celular programada por
apoptose.” Outras mudancas visiveis associadas a apoptose sdo o shrinkage da célula e a
condensagdo do nucleo e da cromatina. Em fases mais tardias da apoptose, sucede-se a
fragmentacdo do nucleo e da cromatina e a formagdo de estruturas ligadas a membrana

designadas por corpos apoptoticos.* #°

A ocorréncia desta via de morte celular é caracterizada pela ativagdo sequencial de uma
série de proteases de cisteina, denominadas de caspases, as quais existem principalmente na
sua forma inativa (procaspases) no citoplasma da maioria das células. As caspases podem ser
divididas em caspases de iniciagdo ou de execugao. As caspases de iniciacdo, como por
exemplo a caspase-9, clivam e ativam caspases de execucao a jusante, como o caso da caspase-

3, que por sua vez clivam proteinas celulares.* 4> >0

A apoptose pode ser iniciada em resposta a sinais intrinsecos ou extrinsecos, segundo
duas vias diferentes: a via intrinseca, também designada por via mitocondrial ou a via

extrinseca, ainda conhecida como via do recetor de morte.** 4> >0

Este processo nao envolve nenhuma resposta imune por parte do organismo, dado que
nao ocorre a libertacdo de material celular no espacgo intersticial nem de citoquinas

inflamatorias pelas células envolvidas.*
1.5.1.1. Apoptose Intrinseca

A via intrinseca da apoptose é promovida por varios tipos de stress celular, incluindo
radiacdo, hipoxia, stress oxidativo, danos no DNA e ativacdo de oncogenes. Estes estimulos
podem induzir a via apoptotica caso o equilibrio entre fatores pro-apoptdticos e

antiapoptéticos da célula seja alterado.*
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A via intrinseca estd associada a um conjunto de proteinas pré- e antiapoptoticas
pertencentes a familia BCL-2 (do inglés, B-cell lymphoma protein 2) denominadas por BH3-
only proteins* ¢ > Quando ha um aumento dos fatores pré-apoptéticos relativamente aos
antiapoptéticos, é promovida a ativagdo e conseguinte homodimerizagdo das proteinas BAX
(do inglés, BCL-2 associated X protein) e BAK (do inglés, BCL-2 homologous antagonist/killen,
gue promovem a permeabilizagdo da membrana mitocondrial externa (MOMP, do inglés
Mitochondrial outer membrane permeabilization) através da formagdo de poros. A
permeabilizacdo e despolarizacdo da membrana resultam na libertacdo de fatores
mitocondriais pro-apoptéticos para o citoplasma, como o caso do Citocromo C. Por sua vez, o
Citocromo C liga-se e ativa as proteinas citoplasmaticas APAF-1 (do inglés, Apoptotic protease-
activating factor-7) e procaspase-9, formando uma estrutura denominada por apoptossoma
que origina depois a clivagem da procaspase-9 para formar a caspase-9 ativa. Esta caspase de
iniciacdo vai acionar uma cascata proteolitica, ativando caspases de execucdo como as
caspases -3 e -7. Por fim, estas caspases de execucao incitam a clivagem de substratos celulares
que dao origem a variados eventos bioquimicos, culminando estes na morte da célula.** >’
Para além do Citocromo C, também a proteina SMAC (do inglés, Second mitochondria-derived
activator of caspase) é libertada da mitocéndria para o citosol, onde neutraliza a proteina XIAP
(do inglés, X-linked inhibitor of apoptosis protein), uma proteina inibidora da apoptose que

atua ao nivel das caspases -3 e -7.%6 2

Caso o equilibrio entre os fatores pré- e antiapoptoticos ndo seja alterado, nao ocorre a
inducdo desta via, uma vez que as proteinas antiapoptoticas da familia BCL-2, como a BCL-2,

BCL-X e BCL-Xy, se ligam as proteinas pro-apoptéticas, inibindo-as.** 46>

1.5.1.2. Apoptose Extrinseca

A via extrinseca da apoptose ¢é iniciada pela interacdo entre o dominio extracelular de
recetores de morte transmembranares e o seu respetivo ligando, como por exemplo o tumor
necrosis factor (TNF), o ligando Fas (Fas-L) e o TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL).
Estes recetores compartilham um dominio proteico intracelular envolvido na sinalizacao,
chamado de "dominio de morte”, que juntamente com proteinas adaptadoras, como a FAS-
associated death-domain (FADD) e as procaspases de iniciacao -8 ou -10, formam o complexo
DISC (do inglés, Death-inducing signaling complex). A montagem do complexo DISC permite
a ativacdo autocatalitica das caspases iniciadoras, que por sua vez clivam e ativam as caspases

-3 e -7, levando a apoptose.®’ ** >

Por outro lado, a caspase-8 também pode clivar a proteina pré-apoptotica BID (do inglés,

BH3-interacting domain death agonist), pertencente a familia de proteinas BCL-2. Esta proteina
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€ assim translocada para a mitocondria, onde promove a permeabilizacdo da sua membrana e

a consequente libertaco de proteinas pré-apoptdticas para o citosol.*®*!

As duas vias apoptoticas estdo representadas na Figura 1.5.
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Figura 1.5 — Vias extrinseca e intrinseca da apoptose. Existem duas vias apoptoticas principais: a via dos
recetores de morte (via extrinseca) e a via mitocondrial (via intrinseca). Na via extrinseca, a ativacao dos
recetores de morte resulta no recrutamento da proteina adaptadora FADD, que por sua vez recruta a
caspase-8 ou -10 e acaba por ativar as caspases de execucdo -3/-7. Na via intrinseca, as proteinas BAX
e BAK induzem a permeabilizacdo mitocondrial (MOMP) com a consequente libertacdo das proteinas
Citocromo C e SMAC. O Citocromo C promove a ativacdo da caspase-9 através da formagdo do
apoptossoma e, por fim, a ativacdo das caspases -3/-7. A proteina SMAC impede a acdo da XIAP, que
inibe a ativacdo das caspases de execucdo da apoptose. Ha ainda uma interacdo entre as duas vias,
mediada pela clivagem da proteina BID pela caspase-8. Esta proteina inibe as proteinas antiapoptoticas
e promove a apoptose ao ativar as proteinas BAX e BAK. FasR — Recetor Fas; TNFR1 — Tumor necrosis
factor receptor T, FADD — FAS-associated death-domain; DISC — Death-inducing signaling complex; BID
— BH3-interacting domain death agonist BCL-2, BCL-X. e BCL-X — proteinas da familia BCL-2 (B-cel/
lymphoma protein 2); BAX — BCL-2 associated X protein, BAK — BCL-2 homologous antagonist/killer,
MOMP — Mitochondrial outer membrane permeabilization;, SMAC — Second mitochondria-derived
activator of caspase, APAF-1 — Apoptotic protease-activating factor-T, XIAP — X-linked inhibitor of
apoptosis protein. Adaptado de Zaman, S., et a/, (2014); Hotchkiss, R. S., et al, (2009) e BioRender.46 0
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1.5.2. Autofagia

A autofagia, outro mecanismo de PCD, € um processo utilizado pelas células para reciclar
macromoléculas ou organelos (por exemplo, mitocondrias danificadas) em casos de stress
celular, como hipoxia, escassez de nutrientes, entre outros, de forma a permitir a sobrevivéncia
e o desenvolvimento celular.*> 4 %% 3% A autofagia também est4 envolvida na remocdo de

agregados proteicos e microrganismos patogénicos.* >

Embora normalmente o processo de autofagia esteja associado a sobrevivéncia celular,
também ja foi proposto que este seja um mecanismo pelo qual as células, incluindo as células

malignas, morrem por autodigestao.** >

Neste processo, as macromoléculas ou organelos alvo sdo marcados para depois serem
incorporados em vesiculas denominadas de autofagossomas que posteriormente se fundem
com lisossomas para degradacdo.*” ** > Nos lisossomas, o material ingerido é transformado

em novos substratos metabdlicos através da acdo de hidrolases acidas.®

Um importante regulador deste mecanismo de morte celular é a cinase mTOR (do inglés,
mammalian target of rapamycin), que funciona como um sinal inibitério na presenga de
nutrientes e fatores de crescimento.”® Desta forma, sob condicdes ricas em nutrientes, a cinase
mTOR encontra-se associada ao complexo ULK1 (do inglés, Unc-57-like kinase 7), como forma
de inibir o processo autofagico.>* Em casos de stress celular ou de exposicio a rapamicina, esta
cinase é inibida e da-se a sua dissociacdo do complexo ULK1. Por sua vez, o complexo ULK1
fosforila BECLIN-1, um membro da familia BCL-2 com um dominio BH3, e ativa o complexo
P13KC3 (do inglés, Phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit 3), induzindo a formacdo e
a elongacdo de uma membrana de isolamento, denominada de fagéforo.”®>* O proximo passo
deste processo consiste na formacdo de um autofagossoma, uma vesicula capaz de sequestrar
o material citoplasmatico, seguindo-se depois a sua maturacao, através da sua fusdo com um
lisossoma. Forma-se por fim um autofagolisossoma, onde ocorre a degradacao do material
celular antes isolado, assim como da membrana interna do lisossoma. Todo o processo

autofagico é regulado por mdltiplas proteinas autophagy-related (ATG).>* >*

A via de morte celular por autofagia esta representada na Figura 1.6.
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Figura 1.6 — Representacdo do processo de autofagia. O sensor metabolico mTOR é um dos principais
reguladores da autofagia ao atuar como seu inibidor. Quando ocorre a inducdo da autofagia, da-se a
retencdo do material citoplasmatico através da formacdo de uma estrutura denominada de fagéforo.
Esta estrutura evolui para uma vesicula de dupla membrana (autofagossoma), que posteriormente se
funde com um lisossoma, originando um autofagolisossoma, onde se da a degradacdo do material antes
apreendido. A autofagia é constituida pelas seguintes etapas: iniciacdo, formacdo do fagoforo e sua
expansao, fusdo com o lisossoma e degradacéo, que sdo reguladas pelas proteinas ATG. Por sua vez,
estas proteinas fazem parte de varios complexos, como o complexo de iniciagdo (ULK1) e o complexo
de nucleagdo PI3KC3. P13KC3 — Phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit 3, VPS — Vacuolar protein
sorting, ATG 14, 13 e 101 — proteinas autophaqy related, mTOR — mammalian target of rapamycin; ULK1
— Unc-57-like kinase 1. Adaptado de Hansen, M., et a/, (2018).>

1.5.3. Necrose e necroptose

A morte celular por necrose €, ao contrario dos processos de apoptose e autofagia, uma
via de morte celular ndo programada. Este processo € induzido por fatores externos, como
infecdes, hipoxia, radiacdo e temperaturas e pressdes extremas, e é caracterizado pelo inchago
dos organelos e rutura da sua membrana plasmatica, resultando na libertacdo do contetdo
celular para o espaco intersticial. Por consequéncia, este mecanismo de morte celular é muitas
vezes associado a inflamacao e danos nos tecidos, sendo apenas ativado caso todas as outras

vias de morte celular falhem.* *°.>¢

A primeira alteracao bioquimica verificada na via necrotica é a deplecao de ATP (do
inglés, adenosine triphosphate), devido ao facto da necrose estar associada a condicdo de
hipoxia. Quando ocorre um menor suprimento de oxigénio as células, da-se a diminui¢do da
producao de ATP por fosforilagdo oxidativa nas mitocondrias. Esta deplecdo de ATP resulta na
falha da bomba de sédio na membrana plasmatica, ocorrendo assim um influxo de calcio e

agua e, consequentemente, o inchaco das células.”

Quando as células se encontram em necrose, da-se a libertacdo de fatores que sdo
posteriormente detetados por um sensor intracelular, a proteina NLRP3 (NOD-, LRR- and pyrin
domain-containing protein 3). Por consequéncia, ocorre a formacdo e ativacdo do

inflamassoma NLRP3 e a libertacdo das citoquinas pro-inflamatérias IL-18 e IL-18.%8
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Inicialmente, a necrose foi vista como uma consequéncia de danos celulares irreparaveis,
sendo considerada um processo de morte celular ndo controlado, mas ao longo das Ultimas
décadas ja foi demonstrado que esta via pode ser induzida de forma regulada pela célula,
adotando assim o nome de necroptose. A necroptose é comum em doencas
neurodegenerativas, isquémias e infe¢des virais e compartilha varios processos-chave com a

morte celular por apoptose.*® >0 3657

O processo de necroptose é mediado por recetores de morte da familia do TNF, como o
TNFR1 que, em resposta a certos estimulos, forma um complexo com varias proteinas, de entre
as quais RIPK1 (do inglés, Receptor Interacting Serine/Threonine Kinase 7)e TRADD (do inglés,
Tumor necrosis factor receptor-associated death domain). Caso a via do NF-kB seja inibida e a
proteina RIPK1 ndo seja ubiquitinada, esta forma um complexo com as proteinas FADD e
procaspase-8. Por sua vez, a ativacao da caspase-8 e a consequente clivagem da RIPK1
resultam no processo de apoptose. Por outro lado, na auséncia das caspases, a ativagdo do
dominio cinase da proteina RIP1, leva a montagem do complexo de sinalizacdo RIPK1/RIPK3 e
consequente necroptose mediada pela proteina MLKL (do inglés, Mixed lineage kinase

domain-like proteir) (Figura 1.7).4% 5% >/
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Figura 1.7 — Vias de sinalizacdo dependentes do TNFR1. a) Apds a ligacdo do TNF, o recetor TNFR1 sofre
alteragdes conformacionais, resultando na montagem do complexo |, que inclui proteinas como a
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TRADD, RIPK1, entre outras. Assim que IkBa é fosforilado, a via de sinalizagdo do NF-kB é ativada. b) A
internalizagdo do TNFR1 origina a montagem citosolica do complexo lla, constituido pelas proteinas
FADD, procaspase-8 e RIPK1. Normalmente, a caspase-8 inativa a proteina RIPK1 e desencadeia a
apoptose através da ativacdo das caspases de execucdo. ¢) Se a caspase-8 for inibida por intervencdes
farmacoldgicas ou genéticas, RIPK1 e RIPK3 sdo fosforiladas, formando o complexo llb, que por sua vez
leva a necroptose mediada pela proteina MLKL. TNFa — Tumor necrosis factor alpha, TNFR1 — Tumor
necrosis factor receptor T, TRADD — Tumor necrosis factor receptor-associated death domain, CYLD —
CYLD Lysine 63 Deubiquitinase; TRAF2 — Telomeric repeat-binding factor 2, c|AP1 — Cellular Inhibitor of
Apoptosis Protein T, RIPK 1/3 — Receptor Interacting Serine/Threonine Kinase 1/3; NEMO — NF-kappa-B
essential modulator, IKKs — /kB Kinase Complex; \kBa - NF-kappa-B inhibitor alpha;, NF-kB — Nuclear
factor kappa B, FADD — FAS-associated death-domain; MLKL — Mixed lineage kinase domain-like protein.
Adaptado de Yu, Z, et al, (2021).>°

1.6. Terapéutica do cancro

Ao longo dos ultimos anos tem-se verificado um aumento da incidéncia do cancro, no
entanto, a taxa de sobrevivéncia ao mesmo também tem aumentado. Isto deve-se
principalmente a um diagndstico precoce e ao desenvolvimento de melhores terapéuticas.' >°
As terapéuticas mais comuns sdo a cirurgia, quimioterapia e radioterapia, no entanto, o
tratamento varia conforme o tipo de tumor e o estado de saide do doente. E sempre
necessario caracterizar o tumor, identificando a sua natureza, localizacdo e o estadio em que
se encontra. De acordo com estes parametros, a terapéutica pode ser realizada com o intuito

curativo ou paliativo.™

A cirurgia é a principal opcdo terapéutica sempre que o tumor esta confinado, sendo
eficaz no controlo da doenca. Ainda assim, mesmo quando o tumor ja estd metastizado,
normalmente também se realiza a cirurgia para remocdo do tumor primario. Excecbes a esta
regra podem ser tumores superficiais, como o cancro de mama ou melanomas, em que se

pode optar apenas por radioterapia.' '® >

A radioterapia consiste na utilizacdo de radiacao que permite a indugdo de danos no
DNA e que posteriormente conduzem a indugdo da apoptose. Esta terapéutica pode ser dada
individualmente ou como tratamento suplementar a cirurgia, podendo ser neoadjuvante, para
garantir o confinamento do tumor e/ou para diminuir o tamanho da massa tumoral antes da
cirurgia, ou adjuvante, pés-cirurgia. Contudo, uma vez que os efeitos da radioterapia diminuem
com o aumento da profundidade da localizagdo do tumor, esta sé é utilizada como terapéutica

neoadjuvante ou adjuvante quando os tumores s&o superficiais.' >°

A quimioterapia, cujo principal objetivo no tratamento do cancro € induzir a morte das
células cancerigenas através da sua exposicdo a agentes antitumorais, € uma terapéutica

sistémica e também pode ser dada como terapéutica neoadjuvante ou adjuvante.®® ¢’ Esta
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terapéutica é frequentemente utilizada em casos de tumores localizados em maior
profundidade e/ou metastizados, uma vez que por ser uma terapia sistémica tem maior

probabilidade de eliminar as metastases.' >

Um dos marcos na area da quimioterapia foi a descoberta do composto de coordenagéo
Pt(ll), cis-[Pt(NHs).Cly] (cisplatina) por Barnett Rosenberg em 1965, que caracterizou o
aparecimento de uma nova era na area da quimioterapia do cancro.®> #® A cisplatina revelou-
se um dos compostos metalicos com atividade antitumoral de maior sucesso, sendo aprovada
pela FDA (do inglés, Food and Drug Administration) em 1978 para o tratamento de alguns

63, 64, 65

tumores, como o cancro de testiculo e bexiga. Desde entdo, a cisplatina tem sido

utilizada no tratamento de outras neoplasias sélidas, nomeadamente pulmao, CRC, cancro do

ovario, etc.%*

Enquanto a maior parte dos farmacos administrados em quimioterapia sdo citotdxicos,
também podem ser utilizados farmacos citostaticos que bloqueiam o ciclo celular e,
consequentemente, impossibilitam a proliferagdo celular. Neste caso, a cisplatina atua através
da formacgdo de aductos com o DNA aquando da sua interacdo com o mesmo. Desta forma,
ha um bloqueio do ciclo celular na fase S, G ou Gz2-M, que posteriormente resulta na inducao

de morte celular por apoptose.®™ ¢ &

Por outro lado, a cisplatina também é caracterizada por causar diversos efeitos colaterais,
nomeadamente nauseas, vomitos, nefrotoxicidade, cardiotoxicidade, hepatotoxicidade e
neurotoxicidade. Para além dos efeitos toxicos provocados pela cisplatina, outra desvantagem
que se tem verificado é a resisténcia adquirida pelo doente ao tratamento com este
composto.’”  Na maioria dos casos, as células cancerigenas quando expostas a cisplatina
ativam uma resposta adaptativa que as torna menos suscetiveis aos efeitos citotoxicos do
farmaco. Consequentemente, as células cancerigenas voltam a proliferar e verifica-se a
recorréncia do tumor.** ¢ Exemplos dos mecanismos envolvidos na resisténcia a cisplatina sao
a reducao da acumulagdo intracelular do farmaco, o aumento da reparagao do DNA danificado,
sendo que o Nucleotide excision repair (NER) é considerado o principal mecanismo para
remoc¢do dos aductos formados, e ainda a inativacdo citosdlica da cisplatina, sendo a sua
conjugacao com a glutationa a principal forma de inativagdo da cisplatina devido ao aumento

da sua solubilidade.®

Os varios efeitos colaterais e a resisténcia a cisplatina levaram ao aparecimento de dois
derivados da platina, a carboplatina e a oxaliplatina, menos tdxicos para o doente. Estes tém

sido utilizados em combinagdo com a cisplatina no tratamento quimioterapéutico do cancro,
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uma vez que a combinacao de diferentes farmacos tem sido eficaz na superacao da resisténcia

aos medicamentos e na reducdo da sua toxicidade para o doente " 6% &4

Para além dos derivados de platina, existem muitos outros farmacos administrados em
quimioterapia que podem ser classificados de acordo com os seus mecanismos de acao (Tabela
1 1)60, 66

Tabela 1.1 - Classificacdo de agentes quimioterapéuticos utilizados atualmente, de acordo com os seus
mecanismos de acdo. A negrito e sublinhado encontram-se alguns agentes usados no tratamento do
CR(b0: 66,

Classificagdo Mecanismo Exemplos

Carboplatina;
Adicionam grupos alquilo ao

DNA através de ligagdes
Agentes alquilantes covalentes, originando Oxaliplatina;
quebras da cadeia dupla e
induzindo a morte celular.

Cisplatina;

Ciclofosfamida;

I[fosfamida.

Sao intercalados entre as
cadeias de DNA, o que
Antibidticos interfere com a atividade das Actinomicina;
topoisomerases e origina
quebras das cadeias do DNA.

Antraciclinas;

Doxorrubicina.

Sao analogos estruturais dos
compostos precursores das
sinteses de proteinas e de

acidos nucleicos, sendo assim Metotrexato;
Antimetabolitos mcolrporados no Iugar das Mercaptopuring;

moléculas normais e

originando um produto nao 5-fluorouracilo.

funcional. Desta forma, os

antimetabolitos interferem

com a sintese do DNA.

O etoposideo € um
Interferem com a atividade das inibidor da
topoisomerases [ e I, topoisomerase I,
provocando o bloqueio da | enquanto o topotecano
replicacdo e transcricao do e o irinotecano sao
DNA. inibidores da
topoisomerase .

Inibidores das
topoisomerases
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Farmacos que interferem com
a formacdo do fuso mitético,

ao se ligarem & tubulina Vincristina;

. monomeérica e impedirem a . .

Agentes que interferem S pN Vinblastina;
com a tubulina sua polimerizacdo em

microtubulos, ou que Docetaxel.

estabilizam os microtubulos,
originando a paragem do ciclo
celular na mitose.

Mais recentemente, com o aparecimento de terapéuticas direcionadas como o caso dos
inibidores tirosina cinase (TKls, do inglés Tyrosine kinase inhibitors) e dos anticorpos
monoclonais (mAbs, do inglés Monoclonal antibodies)®’, em que os farmacos sdo especificos
para certas alteragdes moleculares presentes nas células cancerigenas, tem-se verificado uma

evolucdo nos tratamentos antes considerados padrdo para muitos tipos de tumor.™

A imunoterapia, terapéutica que recruta as células do sistema imunitario do proéprio
doente para atacar o seu tumor, é uma das areas atuais mais promissoras, tendo ja

demonstrado ser uma nova forma de tratamento do cancro com bastante potencial.®

1.6.1. Diagnéstico e Terapéutica no CRC

Atualmente, o diagnostico de CRC é maioritariamente realizado através de métodos
endoscopicos semi-invasivos e exames de sangue fecal, no entanto, a maioria dos casos
tendem a ser detetados em estadios mais avancados.>® ® Desta forma, o aparecimento de
novos testes moleculares nao invasivos e mais especificos e sensiveis que ajudassem na
identificacdo de marcadores moleculares, como por exemplo DNA, RNA e proteinas, poderiam
melhorar significativamente as taxas de sobrevivéncia ao cancro colorretal. Para tal, alguns
biomarcadores moleculares ja estdo a ser utilizados para a estratificagdo de risco e detecao

precoce do doente oncoldgico.®

Os biomarcadores dependem essencialmente do facto de uma grande parte dos tumores
apresentarem certas anomalias genéticas nos estadios iniciais da tumorigénese. Por sua vez,
estas anomalias estdo presentes num grande nimero de células que sdo posteriormente
eliminadas ao longo do desenvolvimento do tumor, podendo ser encontradas nas fezes,

plasma, saliva e urina.®

Na maioria dos paises desenvolvidos, o rastreio é recomendado a partir dos 50 anos, no

entanto, com o aumento da incidéncia de CRC em adultos com menos de 50 anos, em 2019, a
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American Cancer Society recomendou o rastreio a partir dos 45 anos. Para além disso, podem
ainda ser incluidas pessoas mais jovens, especialmente todas aquelas com um elevado risco
de CRC (por exemplo, historico pessoal de pdlipos ou adenoma, histérico familiar de cancro
colorretal ou risco hereditario), pessoas fumadoras e com IMC (indice de massa corporal)

elevado, etc.> %

Normalmente, o tratamento do CRC requer intervencdo cirdrgica e, em varios casos,
também se pode aplicar tratamento neoadjuvante ou adjuvante, para reduzir o tamanho do
tumor e as suas possiveis metastases.>® Exemplos de agentes quimioterapéuticos utilizados no
tratamento do CRC sdo a oxaliplatina, o 5-FU (5-fluorouracilo) e o irinotecano (Tabela 1.1).>* A
oxaliplatina € um farmaco semelhante a cisplatina e, por isso, atua através da formagdo de
aductos com o DNA, originando a inibicio da sua sintese e reparacdo.t” ® % O 5-FU é um
analogo do uracilo, sendo por isso considerado um antimetabolito que interfere com o
metabolismo dos nucle6tidos.®® O irinotecano liga-se ao complexo topoisomerase I1-DNA e
inibe a funcdo desta enzima de ligar a cadeia de DNA.*' Todos estes farmacos tém como

objetivo provocar a morte celular das células cancerigenas.® ©'

Também se tem verificado uma crescente aplicacdo de terapias direcionadas, como o
caso dos TKIs e dos mAbs, que podem inibir diretamente processos como a proliferacao,
diferenciacdo e migracéo celular.®” Estas moléculas atuam sobretudo na inativacio de vias de

sinalizacdo, conseguindo assim interferir no crescimento do tumor e na ativacdo da apoptose.®®

69,70

Existem TKls especificos para o recetor do fator de crescimento epidérmico (EGFR, do
inglés Epidermal growth factor receptor), como o Erlotinib e o Gefitinib, e alguns mAbs, como

o Cetuximab (anti-EGFR), que tém sido utilizados no tratamento do CRC.*®

Os recetores tirosina-quinase, como é o caso do recetor EGFR, tém um dominio
extracelular que permite a ligagdo de um ligando especifico, um dominio transmembranar e
um dominio intracelular tirosina-quinase. Quando o ligando se liga ao recetor, ocorre um
processo de dimerizagdo que permite a fosforilagdo do dominio intracelular, através da reacao
entre ATP e residuos de tirosina. Em seguida, da-se a fosforilacdo de proteinas-alvo
intervenientes em diversas respostas celulares, através de uma série de reagdes
citoplasmaticas.”" Estes recetores intervém assim em diversas vias de sinalizacdo com funcdes
no crescimento, metabolismo, sobrevivéncia e divisdo celular. Adicionalmente, varios
elementos destas vias podem sofrer mutagdes em certos cancros humanos, estando assim

também envolvidos no processo de carcinogénese.®
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O recetor EGFR, conhecido por HER-1 (do inglés, Human epidermal growth factor
receptor-1), intervém em diversos processos essenciais nas células epiteliais normais, incluindo
proliferacdo, sobrevivéncia, diferenciacdo, adesdo e migracdo.®® Os membros desta familia de
recetores podem encontrar-se desregulados no cancro, devido a varios mecanismos, como a
sobreexpressao do recetor ou dos ligandos, mutagdes que provocam a ativagao constitutiva
do dominio tirosina-quinase e ainda falhas na internalizagdo, ndo ocorrendo a desativacdo dos
recetores. Além destes mecanismos de desregulacdo, os recetores tirosina-quinase também
podem ser estimulados por cross-talk com outras vias de sinalizacdo.”" Assim, com estes
processos de desregulacdo, as células tornam-se propensas ao desenvolvimento tumoral e

necessitam de estratégias terapéuticas que possam bloquear esses processos.”’

Os principais tratamentos relacionados com os recetores tirosina-quinase envolvem o
uso de mAbs e TKls, duas classes de farmacos que possuem o mesmo objetivo, mas que atuam
através de mecanismos diferentes.®® Os mAbs bloqueiam a ligacdo ligando-recetor ao
interferirem com o dominio externo dos recetores ou com o préprio ligando, enquanto os TKls
impossibilitam a fosforilagdo do dominio intracelular tirosina-quinase, pois competem pelo

local de ligacdo da molécula de ATP.*®

O Cetuximab € o exemplo de um anticorpo monoclonal que se liga ao dominio
extracelular do EGFR humano e inibe a ligagdo ao seu ligando EGF. O EGFR esta presente em
células normais e tumorais e tem sido associado a varios tipos de cancro, uma vez que é
frequentemente sobreexpresso em células tumorais. No entanto, o Cetuximab s6 é
administrado em doentes que ndo possuem a mutacao do KRAS, pois esta alteracao resulta na
ativacao constitutiva da proteina RAS, o que contribuiria para a aquisicdo de resisténcia ao

Cetuximab.®®

Para além disso, atualmente também se tem verificado a combinacdo de terapéuticas
com agentes antitumorais que atuem em diferentes vias celulares, de forma a assegurar a
morte das células cancerigenas e que, em conjunto, apresentem menos efeitos colaterais do

que quando administradas individualmente.®

A maioria dos doentes com CRC metastatico sdo tratados com uma combinacdo de
farmacos biologicos direcionados e citotoxicos. A quimioterapia de primeira linha com fins
paliativos compreende fluoropirimidinas (como 5-FU ou capecitabina) administradas
isoladamente ou combinadas com leucovorina (LV), bem como outros agentes citotdxicos,
como oxaliplatina — 5-FU/LV/oxaliplatina (FOLFOX) e capecitabina/LV/oxaliplatina (CAPOX), ou

irinotecano — 5-FU/LV/irinotecano (FOLFIRI). O uso de LV serve para diminuir a toxicidade
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associada ao tratamento, enquanto a adicdo de outros agentes citotoxicos demonstrou

aumentar a taxa de resposta e sobrevida ao cancro.**

1.6.2. Resisténcia a quimioterapia no CRC

Apesar dos avangos no tratamento do cancro, ja se verificou que a quimioterapia nem
sempre é eficaz, principalmente devido aos seus efeitos secundarios adversos que acabam por
impedir a administracdo de doses que permitam erradicar o tumor e curar o doente. Para além
disso, a resisténcia adquirida pelas células tumorais aos farmacos provoca frequentemente

recaidas e o insucesso do tratamento.”?

Os principais mecanismos envolvidos na aquisi¢do de resisténcia a quimioterapia incluem
alteracdes na acdo dos farmacos, diminuicdo da ativacdo do farmaco, diminuicdo da
acumulacdo dos agentes quimioterapéuticos, seja por diminui¢do da sua internalizacdo, seja
por aumento do seu efluxo, aumento dos mecanismos de reparacao dos danos induzidos pelos

farmacos, inibicdo da apoptose e alteracdo dos alvos celulares dos agentes antitumorais.®®

73

A linha celular de carcinoma colorretal resistente a doxorrubicina (HCT116-DoxR) tem
sido amplamente estudada, como em Pedrosa, P., et al., (2018)%, Sequeira, D., et a/, (2021)",
entre outros, como forma de desvendar os mecanismos relacionados com a aquisicao de
resisténcia aos farmacos utilizados em quimioterapia. Esta resisténcia adquirida deve-se
normalmente a elevada expressdao de bombas de efluxo que removem os xenobioticos do
espaco intracelular. Neste caso, ja foi demonstrada a elevada expressao da Glicoproteina-P 1
em HCT116-DoxR comparativamente a células HCT116 normais.”” A Glicoproteina-P 1 faz
parte da familia dos transportadores A7P-binding cassette (ABC) e consiste numa bomba de
efluxo para xenobiéticos dependente de ATP. O farmaco, neste caso a doxorrubicina (Dox), é
ativamente eliminado das células que sobreexpressam os transportadores ABC. Assim sendo,
esta bomba de efluxo esta relacionada com a diminui¢do da acumulagdo de farmacos em
células cancerigenas, e consequentemente com o desenvolvimento de resisténcia aos agentes

antitumorais, como a Dox.” ¢
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1.6.3. Novos compostos com centro metalico de Vanadio no

tratamento do cancro

Atualmente, a crescente resisténcia a farmacos utilizados em quimioterapia tem
contribuido para um aumento da investigacdo e consequente aparecimento de novos
compostos para o tratamento do cancro. O objetivo da investigacdo na terapéutica do cancro
passa por encontrar uma forma de inibir a morte celular nos tecidos saudaveis, através de
farmacos com novos mecanismos de acdo e mais seletivos relativamente ao seu alvo
biomolecular. Tal permitiria que os doentes recebessem regimes terapéuticos de maior

intensidade, resultando numa maior probabilidade de remissao do cancro.* "

O vanéadio, um metal de transicdo presente no 5° grupo da tabela periddica”, é o 18°
elemento mais comum na crosta do nosso planeta e o 2° elemento mais abundante na agua
do mar, de entre os metais de transicdo.®® Este metal de transicdo apresenta uma massa
atdmica de 50,94 u e trés principais estados de oxidagdo em condic¢des bioldgicas, sendo eles
V (), V (IV) e V (V). Em solucdo, o vanadio existe nas formas de vanadilo tetravalente (VO**) e
vanadato pentavalente (HVO4, VO3~ e/ou H,VOy), enquanto que a pH fisioldgico se encontra

na sua forma mais estavel, ou seja, no estado de oxidacdo pentavalente.”

Sendo o vanadio um elemento relativamente abundante no nosso planeta® ”’,

0s
organismos sdo expostos a ele por varias vias, entre elas a via cutanea, por inalacao e pelo trato
gastrointestinal. Quando o vanadio (V) entra no organismo, ele é reduzido a vanadilo (IV) pela
glutationa ou pelo acido ascérbico e outras substancias redutoras do plasma, sendo de seguida
transportado até as células pela albumina e pela transferrina. Ao nivel celular, devido ao pH
neutro, a espécie predominante é novamente o vanadato (V), que é internalizado através de
um mecanismo de transporte de ides, acabando por voltar a ser reduzido a vanadilo (IV) para

se poder ligar as proteinas.”’

Observou-se que uma dieta com deficiéncia em vanadio produzia diversos efeitos
colaterais, como uma menor producao de leite, baixa fertilidade, uma maior taxa de aborto
espontaneo e ainda anormalidades esqueléticas.®®

Assim sendo, nos Ultimos anos tem-se verificado a descoberta de uma grande variedade

de efeitos bioldgicos de complexos de vanadio® "’

, principalmente devido a sua participacao
em reacdes com radicais livres.”” Um dos primeiros alvos terapéuticos destes complexos foi a
doenca de diabetes mellitus, devido ao facto destes compostos terem uma agdo semelhante a
insulina. Para além disso, também ja se verificou o potencial do vanadio na reducdo da

hipertensdo e da dislipidemia.”” Mais recentemente, através de evidéncias experimentais do
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potencial anticancerigeno associado aos poucos efeitos adversos que alguns complexos de
vanadio demonstraram ter, foi proposto que estes complexos viessem a ser investigados como

novos farmacos antitumorais.®> 7’

O potencial antiproliferativo de complexos de vanadio com os mais variados ligandos ja
foi demonstrado em varias linhas celulares tumorais. Os complexos de vanadio demonstraram
atividade citotoxica através da sua capacidade de provocar danos no DNA, ora ao interagirem
com o DNA, bloqueando o ciclo celular nas fases G1 ou G»-M, ora ao induzirem a produgao de
espécies reativas de oxigénio (ROS), resultando em stress oxidativo e consequentes danos no
DNA. Ambos estes mecanismos resultam em morte celular por apoptose. Outro mecanismo
utilizado pelos complexos de vanadio foi a inducdo da apoptose, tanto através da
permeabilizacdo da membrana externa da mitocondria como através da caspase-8, seguindo
a via apoptética extrinseca. Para além destes mecanismos, também se verificou que estes
complexos conseguem induzir a via apoptotica através do aumento da expressao de proteinas
pro-apoptdticas, como a proteina BAX.®* " Foi sugerido pela literatura que todos estes
mecanismos celulares adotados pelos complexos de vanadio (indugdo de stress oxidativo,
danos no DNA, paragem do ciclo celular e, em Ultimo caso, morte celular) dependem de fatores
como o estado de oxidacdo do ido de vanadio, do arranjo geométrico do complexo, do tipo
de células cancerigenas onde atuam e, principalmente, do tipo de ligandos, que podem
promover reagdes redox (reagdes de oxidagdo-reducdo) ou aumentar a interacao destes

complexos com os acidos nucleicos.®*

1.7. Modelos 2D e 3D para o estudo do CRC

A maior parte do conhecimento que se tem hoje em dia sobre a biologia do cancro, vias
de sinalizagdo e alvos terapéuticos foram obtidos através de sistemas bidimensionais (2D) com
linhas celulares tumorais imortalizadas, no entanto estes modelos apresentam diversas
limitaces na investigacio de novos farmacos.”® Os modelos 2D /n vitro consistem na utilizacdo
de placas para cultura celular, onde as células tumorais crescem em monocamada num espago
limitado. Estes sistemas ndo reproduzem a complexidade dos tumores humanos, como o TME,
as interacdes célula-célula e célula-ECM, e toda a vasculatura existente na zona tumoral. Além
disso, a heterogeneidade das células cancerigenas é progressivamente perdida em culturas de
longo prazo, tornando-se dificil obter informacdes precisas sobre a eficacia dos tratamentos.
Por sua vez, a utilizacdo de modelos animais permite incluir o papel do TME e da angiogénese

na resposta tumoral ao tratamento, mas apresentam custos mais elevados, maior dificuldade
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de manipulacio e limitacdo ao recriar aimunobiologia humana.’® ”® Os xenoenxertos derivados
de organoides e de doentes podem preencher o requisito de heterogeneidade tumoral, no
entanto é exigido um modelo imunocomprometido. Os modelos de rato com engenharia
genética, apesar de exibirem um TME semelhante ao que o CRC humano apresenta, sao
modelos caros e bastante demorados. Em contraste, os modelos tridimensionais (3D) /n vitro
podem ultrapassar muitas destas limitacbes e preencher a lacuna entre os modelos 2D
demasiado simplificados e os modelos animais ndo representativos.”® Os sistemas de cultura
3D podem conter células cancerigenas e outras tipologias de células que mimetizem o TME /n
vivo e exibir uma organizacdo espacial especifica, aumentando as interacdes célula-célula e
célula-ECM, e permitem ainda o transporte de nutrientes e residuos entre pequenas

distancias.”® ”®

Entre os modelos 3D, os organoides sdo os mais atrativos. Enquanto os esferoides sdo
originados através da agregacdo de multiplas células numa estrutura 3D, os organoides
tumorais desenvolvem um formato 3D organizado com base na sua informacdo genética,
representando mais concretamente a tumorigénese. Além disso, a utilizacdo das proprias
células de doentes em organoides tumorais recria a heterogeneidade intra- e inter-paciente,
sendo crucial para o desenvolvimento de terapéuticas anticancerigenas personalizadas e
constituindo uma melhor alternativa aos dispendiosos e complexos xenoenxertos tumorais

derivados de doentes (PDXs, do inglés Patient-derived xenografts).”®

Por fim, a combinacdo de organoides tumorais com as técnicas de microfluidica e
impressao 3D representa um novo método para o estudo do desenvolvimento, progressao,
imunidade e metastizacdo do cancro. Estes sistemas sdo denominados por organ-on-a-chip e
retratam a complexidade do TME, incorporam diversos tipos de células e componentes da
matriz, reproduzem o transporte de oxigénio, nutrientes, residuos e farmacos, e apresentam
redes vasculares.”® ”® As plataformas de microfluidica permitem o estabelecimento, num Gnico

dispositivo, de um microambiente 3D com liga¢des entre tecidos.”

Na Figura 1.8 - A estao representados alguns dos modelos utilizados atualmente para o

estudo do CRC, assim como as vantagens e desvantagens associadas a sua utilizacao.

De entre os modelos 3D de cultura celular, os esferoides sdo provavelmente os mais
promissores no que diz respeito a sua acessibilidade, simplicidade e reprodutibilidade.”® " Em
particular, esferoides de CRC tém vindo a ser investigados para melhorar a resposta do doente
a quimioterapia. Os esferoides tumorais sdo agregados celulares que imitam as interacdes
célula-célula e célula-ECM, bem como os gradientes de oxigénio, pH e nutrientes, presentes

em tumores sélidos. Estes modelos 3D apresentam uma organizacdo em trés camadas, com
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células proliferativas na camada exterior com acesso a oxigénio e nutrientes, células

quiescentes na camada intermédia e células necréticas no nucleo, em condicdes de hipoxia e

falta de nutrientes (Figura 1.8 - B
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Figura 1.8 — A) Vantagens, desvantagens e aplicacdes de alguns dos modelos utilizados hoje em dia para
estudar o CRC, entre eles o modelo de cultura celular 2D, os esferoides (3D), os modelos /n vivo e os
dispositivos de microfluidica, como o organ-on-a-chip. B) Representacdo da estrutura de um esferoide,
com especial atencdo para a sua organizacdo em trés camadas, com a camada mais interior a
corresponder ao nucleo necrético. TME - Tumor microenvironment, cél-cél — célula-célula. Adaptado de
Castro, F., et al, (2021); Yoon, P. S., et al, (2021) e BioRender.””- 78
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1.8. Objetivos do Trabalho

Apesar dos progressos alcangados na terapéutica do cancro ao longo dos ultimos anos,
continua a ser necessario encontrar novos agentes quimioterapéuticos menos toxicos para o
doente e que, a0 mesmo tempo, possam contornar a resisténcia adquirida a certos farmacos

utilizados atualmente no tratamento do cancro, como por exemplo a doxorrubicina.

Assim sendo, este trabalho insere-se no contexto de avaliar o potencial citotoxico de
novos complexos com centro metalico de vanadio (IV) para o tratamento do cancro, e em

particular, com énfase no CRC sensivel e resistente a doxorrubicina.

Para tal, o presente estudo teve como objetivo inicial a realizacdo de ensaios /n vitro de
forma a verificar o efeito antiproliferativo dos compostos de vanadio em varias linhas tumorais
e determinar qual a linha celular mais sensivel a acdo dos compostos em estudo. Pretendeu-
se ainda analisar a citotoxicidade destes complexos em modelos 3D, através da utilizagdo de
esferoides, de forma a comparar o efeito antiproliferativo dos complexos de vanadio em
modelos 3D com culturas celulares 2D. Estes modelos 3D sdo muito importantes devido a sua
maior capacidade de mimetizar o TME e as intera¢des célula-célula e célula-ECM, o que ndo é

possivel em modelos 2D.

Apos a analise da citotoxicidade dos complexos de vanadio, pretendeu-se estudar qual
o mecanismo de morte celular adotado pelas células tumorais aquando da sua exposicao a
estes complexos, assim como a sua possibilidade de producao de ROS. Analisou-se também o
efeito destes complexos no processo de migracao celular, a sua internalizagdo pelas células
tumorais e a sua possibilidade de interferir na progressdo do ciclo celular. Por ultimo,
pretendeu-se também avaliar o potencial anti-angiogénico dos complexos de vanadio /n vivo,

atraves da utilizacdo de embrides de galinha.
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2.MATERIAIS E METODOS

2.1. Equipamentos

Tabela 2.1 - Lista dos equipamentos utilizados ao longo do trabalho pratico e suas respetivas

marcas.

Equipamentos

Marca

Camara USB microscopica

Opti-Tekscope OT-V1

Centrifuga refrigerada

Sigma 3-16K Sartorius, Tuttlingen, Alemanha

Citébmetro de fluxo

Attune®  Acoustic  Focusing Flow Cytometer, Life

Technologies, Carlsbad, EUA

Espetrofotometro

Evolution 300 UV-Vis, Thermo Fisher Scientific, MA, EUA

Estufa de CO;

SANYO CO; /ncubator, Electric Biomedical Co., Osaka,
Japéao

WTC Binder, Tuttlingen, Alemanha

Frascos T25 cm?

SPL Life Sciences, Coreia do Sul

Hemocitometro

Hirschmann, Eberstadt, Alemanha

Leitor de microplacas

Tecan Infinite M200, Mannedorf, Suica

Microcentrifuga

Sigma 1-14, Goéttingen, Alemanha

Microscopio invertido

Nikon Ti-U Eclipse, Téquio, Japdo

Microscépio otico
invertido

Nikon TMS, Nikon /nstruments, Toquio, Japao

Placas de 6, 24 e 96
pogos

SPL Life Sciences, Coreia do Sul

Placas de 96 pogos
(esferoides)

Nunclon™ Sphera™ Microplate, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EUA

Sistema de eletroforese

Mini-PROTEAN®  Tetra Vertical Electrophoresis Cell +
PowerPac Basic Power Supply, Bio-Rad, EUA

Ultrassons

UTR200, Hielscher Ultrasonics GmbH, Alemanha
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2.2. Complexos metalicos estudados

Neste trabalho foram estudados 10 compostos de vanadio sintetizados por

Katarzyna Choroba, investigadora doutorada no grupo da Doutora Barbara Machura, do

Instituto de Quimica da Universidade da Silésia, Szkolna Katowice, Poldnia. As estruturas

dos complexos em estudo néo serdo divulgadas devido a questdes de confidencialidade.

Na Tabela 2.2 encontram-se as férmulas quimicas dos compostos de vanadio

estudados, bem como dos ligandos e a massa molar de cada um.

Tabela 2.2 — Caracteristicas dos compostos de vanadio utilizados ao longo do trabalho pratico
(seus ligandos e respetiva massa molar). Dipic= Dipicolinate; phen= 1, 70-phenanthroline; pyim=
2-(T1H-imidazol-2-yl)pyridine pybim= 2-(2-pyridyl)benzimidazole bipy= (2,2-bipyridine), phtiaz=

phenothiazine im= imidazole phendione= 7, 70-phenanthroline-5,6-dione.

Compostos

Ligandos

Massa molar

(g/mol)
V18 o
VO(dipic)(4,7-Clr-phen) dipic; Clz; phen 481,13
V20 L
VO(dipic)(pyim): dipic; pyim 377,21
V21 o :
O Eiple e ki) dipic; pybim 427,27
ve2 dipic; CHsO; phen 472,31
VO(dipic)(4,7-(CH:0)2-phen) pic SR P '
V23 .
VO(dipic)(bipy) dipic; bipy 388,23
V26 S
VO(dipic)(4,7-Phs-phen) dipic; Phy; phen 564,43
X o
VO(dipic)(4.7-(phtiaz)>-phen) dipic; phtiaz; phen 806,76
Y o
VO(dipic)(phen) dipic; phen 412,25
z o
VO(dipic)(im)z dipic; im 368,21
VO(dipic)(phendione) dipic; phendione 442,23

2.3. Linhas celulares humanas

2.3.1. Caracteristicas

A citotoxicidade dos compostos em estudo foi analisada em trés linhas tumorais

humanas e em fibroblastos provenientes da derme neonatal, uma linhagem de células
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humanas nao tumorais. A linha tumoral A2780 (carcinoma do ovario) foi obtida da Merck
(Darmstadt, Alemanha), enquanto as culturas celulares de HCT116 (carcinoma colorretal)
e de fibroblastos primarios humanos foram adquiridas da American Type Culture
Collection (ATCC®, Manassas, VA, EUA). A linha de cancro colorretal resistente a
doxorrubicina (HCT116-DoxR) foi derivada de células HCT116, conforme descrito em
Pedrosa, P., et al, (2018).7

Na Tabela 2.3 estdo descritas as principais caracteristicas das linhas celulares
utilizadas neste trabalho pratico, nomeadamente a sua origem, morfologia, modo de

crescimento e o meio de cultura utilizado de acordo com a linha celular.

Tabela 2.3 - Linhas celulares utilizadas ao longo do trabalho pratico e suas caracteristicas. RPMI-
Roswell Park Memorial Institute Medium (Invitrogen, Nova lorque, EUA), DMEM-Dulbecco’s
Modlified Eagle Medium (Invitrogen, Nova lorque, EUA); FBS-Soro Fetal Bovino (Invitrogen, Nova
lorque, EUA); Pen/Strep—Penicilina/Estreptomicina (antibiotico) (Invitrogen, Nova lorque, EUA).

. . . Modo de Meio de
Linha celular Origem Morfologia crescimento  Cultura % (V/v)
Carcinoma de . RPMI; FBS 10%;
A2780 . Epitelial Aderente Pen/Strep 1%
Carcinoma DMEM; FBS
HCT116 Epitelial Aderente 10%; Pen/Strep
colorretal
1%
Carcinoma
colorretal DMEM; FBS
HCT116-DoxR . . Epitelial Aderente 10%; Pen/Strep
resistente a
. 1%
doxorrubicina
DMEM; FBS
. Derme .
Fibroblastos Mesenquimatosa  Aderente 10%; Pen/Strep
neonatal 19
(o)

2.3.2. Preparacdo e manutencgao das culturas celulares

As linhas celulares HCT116 (sensivel e resistente) e fibroblastos foram cultivadas
em meio de cultura DMEM, enquanto a linha celular A2780 foi cultivada em meio de
cultura RPMI. Estes meios foram suplementados com 10% (v/v) FBS e com uma solugdo

a 1% (v/v) de antibiético composta por 10000 U/mL de penicilina e 10000 ug/mL de

37



estreptomicina. Na cultura celular de HCT116-DoxR foi adicionada ao meio de cultura

uma concentragao de 3,6 uM de doxorrubicina (Dox).

Todas as células foram cultivadas em frascos de cultura de 25 cm? (SPL Life
Sciences, Coreia do Sul) e depois mantidas numa estufa de CO, (SANYO CO, /ncubator,
Electric Biomedical Co., Osaka, Japdo) a 37°C, 5% (v/v) COz e 99% (v/v) de humidade

relativa até atingirem uma confluéncia de aproximadamente 80%.

Quando a confluéncia pretendida foi atingida, foi realizada uma subcultura celular
para garantir a sobrevivéncia e o crescimento das células. Desta forma, foram realizadas
subculturas celulares semanalmente. Para tal, inicialmente foi retirado o meio aos frascos
de cultura e de seguida foram adicionados 2 mL de tampao fosfato salino (PBS) 1x.
Depois de retirado o PBS, adicionaram-se 2 mL de tripsina geneticamente modificada,
TrypLE™ Express (Gibco®, Nova lorque, EUA), e o frasco foi incubado a 37°C durante 5
minutos. Seguidamente, foram adicionados 2 mL de meio ao frasco, de modo a
neutralizar a acao da tripsina, e a solugdo resultante foi distribuida por 2 eppendorfs
(cada um com aproximadamente 2 mL de solucéo). Estes foram centrifugados a 500 xg
durante 5 minutos (Sigma 1-14, Gottingen, Alemanha), sendo depois o sobrenadante

descartado e o pellet ressuspendido em 1 mL do respetivo meio.

Foi possivel calcular o volume da suspensdo celular necessario para realizar as
subculturas através da contagem do numero de células viaveis existentes em solucao, de
acordo com o método de exclusdo com Trypan Blue (Gibco™, Life Technologies, CA,
EUA). Este método consiste na utilizacdo do corante 7rypan Blue que marca apenas as
células ndo viaveis, devido a estas apresentarem a membrana celular comprometida.
Assim, as celulas nao viaveis sao coradas de azul e as células viaveis permanecem
brancas.®’ Na contagem das células utiliza-se uma solucdo composta por 350 uL de meio
completo, 50 ulL da suspensao celular e 100 uL de 0,4% (m/v) Trypan Blue. Esta solucéo
é depois colocada num hemocitdmetro (Hirschmann, Eberstadt, Alemanha) e € analisada
com recurso ao microscépio oOtico invertido (Nikon TMS, Nikon /nstruments, Téquio,

Japao).

A concentracao celular (células/mL) é calculada através da expressao indicada na
Equacdo 2.1, onde se multiplica o nimero de células viaveis contadas pelo volume do
hemocitometro (10* mL") e pelo fator de diluicio (10) e se divide o total pelo nimero

de quadrantes contados.
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Equacao 2.1

Ne células viaveis x 10* x 10

Concentracgido celular (células/mL) = N® de quadrantes

Depois de estimado o volume necessario a retirar da suspensao celular para
realizar a nova subcultura, esta é incubada novamente na estufa de CO, nas mesmas

condicdes referidas anteriormente.

2.4. Ensaios de citotoxicidade em culturas 2D

Apos a determinacdo da concentragao celular, as células foram semeadas numa
placa de 96 pocos a uma densidade celular de 0,75x10° células/mL, sendo depois
incubadas por um periodo de 24h na estufa de CO, (SANYO CO; /ncubator, Electric
Biomedical Co., Osaka, Japao) a 37°C, 5% (v/v) COz e 99% (v/v) de humidade relativa.
Depois da incubacdo, o meio presente nos pogos foi substituido por uma solugdo

constituida por meio completo e uma dada concentracdo do composto a ser analisado.

Para cada linha celular foi testada uma gama de concentragdes de composto
apropriada, assim como os respetivos controlos. Os controlos analisados foram o
negativo (0,1% ou 1% (v/v) DMSO (do inglés, Dimethyl Sulfoxide), conforme a dilui¢do
utilizada), o positivo (0,4 uM Dox), um controlo contendo apenas meio completo, um
controlo contendo apenas células e ainda um controlo contendo meio completo com

composto e sem células.

ApOs 48h de incubacdo na estufa de COg, a viabilidade celular foi medida através
da utilizacdo do Kit CellTiter 96° Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay
(Promega, Madison, EUA). Para tal, o meio presente em cada poco foi substituido por
uma solucao colorimétrica composta por meio completo e reagente de MTS (do inglés
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfopheny!)-2H-
tetrazolium), numa proporcao de 80 pL de meio/pogo para 20 pL do reagente de
MTS/poco, seguindo-se novamente um periodo de incubagdo na estufa, de 30 minutos
a 1 hora e 15 minutos, de acordo com a linha celular utilizada. Por fim, a absorvancia de
cada poco foi medida num leitor de microplacas Tecan Infinite M200 (Mannedorf, Suica)

a 490 nm e a viabilidade celular dos compostos foi definida com a Equagdo 2.2.
Equacéo 2.2

L Abs composto — Abs composto vestigial
Viabilidade celular (%) = ADs DMSO — Abs MTS x 100
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A partir dos valores de viabilidade celular obtidos para cada linha celular exposta
aos compostos de vanadio, foi possivel calcular o ICsy (concentragdo de composto que
leva a uma reducdo da viabilidade celular em 50%) dos respetivos compostos através da
utilizacdo do programa GraphPadPrism 8 (GraphPad Software Inc.,, San Diego, EUA).
Posteriormente, foram calculados os indices de seletividade (Sl) através da Equagao 2.3,
que permitem verificar a seletividade dos compostos para as linhas tumorais

relativamente as células ndo tumorais.®’
Equacéo 2.3

.o . IC50 do composto na linha celular ndo tumoral
Indice de seletividade =

IC50 do composto na linha celular tumoral

De acordo com os resultados obtidos nos ensaios de viabilidade, os ensaios
seguintes foram realizados apenas para os compostos V22, V26 e Y na linha celular
HCT116-DoxR.

2.5. Estudos de solubilidade e estabilidade dos complexos de
vanadio

A estabilidade dos complexos de vanadio foi analisada em condicdes fisioldgicas,
através de espetroscopia de UV-Visivel. Para tal, os complexos foram inicialmente
solubilizados em DMSO e, mais tarde, foram diluidos em meio RPMI incolor (sem pheno/

red) numa concentracao final de 50 uM.

A analise foi executada numa gama de comprimentos de onda de 220 a 700 nm
com recurso a uma cuvette de quartzo com 1 cm de percurso 6tico. Os espetros foram
obtidos depois de Oh (to, sem incubacao), 24h e 48h de incubacao numa estufa a 37°C
(WTC Binder, Tuttlingen, Alemanha), num espetrofotometro Evolution 300 UV-Vis
(Thermo Fisher Scientific, MA, EUA).

2.6. Preparacao de modelos 3D de esferoides

Com o intuito de obter modelos 3D de culturas celulares HCT116-DoxR, as células
foram cultivadas em placas de 96 pogos super low Attachment (Nunclon™ Sphera™

Microplate, Thermo Fisher Scientific,c Waltham, MA, EUA) a uma densidade de 5000
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células/poco e foram incubadas na estufa de CO, (SANYO CO, /ncubator, Electric

Biomedical Co., Osaka, Japdo), nas condi¢des ja mencionadas anteriormente.

2.7. Ensaios de citotoxicidade em modelos 3D de esferoides

Foram realizados ensaios de citotoxicidade em modelos 3D, através da utilizacdo
de esferoides com 8 dias. Para tal, ao 6° dia de crescimento, o meio de cultura dos
esferoides foi substituido por uma solucdo constituida por meio completo e a

concentragao desejada do composto em estudo.

Os esferoides foram incubados por 48h na estufa de CO, (SANYO CO; /ncubator,
Electric Biomedical Co., Osaka, Japao) a 37°C, 5% (v/v) CO, e 99% (v/v) de humidade
relativa e, em seguida, o meio de cada poco foi novamente substituido por uma solucdo

constituida pelo reagente de MTS e meio DMEM, numa propor¢do de 20:100.

Os esferoides foram novamente incubados na estufa de CO durante 4h e, em
seguida, foram transferidos para uma placa de 96 pogos de fundo plano. Por fim,
registou-se a absorvancia a 490 nm, com recurso a um leitor de microplacas Tecan

Infinite M200 (Mannedorf, Suica).

2.8. Potencial Apoptético

2.8.1. Marcacdao com Alexa Fluor 488-Anexina V e lodeto de
Propidio

De forma a avaliar o mecanismo envolvido no potencial citotdxico dos complexos
de vanadio selecionados em células HCT116-DoxR, realizou-se o ensaio de dupla
marcacao com Alexa Fluor 488-Anexina V e IP (lodeto de Propidio), com recurso ao kit
Alexa Fluor® 488 Annexin V/Dead Cell Apoptosis (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
MA, EUA).%

Para tal, as células foram cultivadas em placas de 6 pogos high-attachment (SPL
Life Sciences, Coreia do Sul) numa densidade de 1x10° células/mL e foram incubadas
durante 24h na estufa de CO, (SANYO CO. /ncubator, Electric Biomedical Co., Osaka,
Japao) a 37°C, 5% (v/v) COz e 99% (v/v) de humidade relativa. Decorrida a incubacao, o
meio existente nos pocos foi substituido por uma solucdo com o ICso do composto

desejado para a linha celular testada ou pelos respetivos controlos. Os controlos
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utilizados neste ensaio foram: 0,1% (v/v) DMSO, 6 uM Dox, 5 uM cisplatina (Cis), células
nao marcadas e ndo tratadas, células tratadas com Dox e marcadas com Alexa Fluor 488-
Anexina V, células tratadas com Dox e marcadas com IP e células marcadas com Alexa
Fluor 488-Anexina V e IP, mas nao tratadas. Sucedeu-se uma nova incubacdo de 48h na

estufa, nas mesmas condicdes mencionadas anteriormente.

Apds o periodo de incubagdo, o meio dos pocos foi substituido por 1 mL de PBS
1x, sendo este logo substituido por 1 mL de TrypLE™ Express (Gibco®, Nova lorque, EUA).
As placas foram colocadas 5 minutos a incubar na estufa e, de seguida, o volume de cada
poco foi transferido para eppendorfs. Os eppendorfs foram colocados a centrifugar
(Sigma 1-14, Gottingen, Alemanha) durante 5 minutos e 500 xg e logo depois o seu
sobrenadante foi descartado e o sedimento celular ressuspendido em 1 mL de PBS 1x.
Realizou-se nova centrifugagdo a 750 xg durante 5 minutos e o sobrenadante voltou a
ser descartado para as células serem ressuspendidas em 100 pL de tampao de ligacdo
Anexina 5x. Apds este passo, adicionaram-se ainda 5 uL de Alexa Fluor 488-Anexina V e
1 uL de uma solucdo de IP a 100 pg/mL as amostras correspondentes, sucedendo-se

depois uma incubacao na auséncia de luz e a temperatura ambiente, durante 15 minutos.

Por fim, foram adicionados 400 uL de tampao de ligacdo Anexina 5x as amostras e
estas foram analisadas por citometria de fluxo com recurso ao Attune® Acoustic Focusing
Flow Cytometer (Life Technologies, Carlsbad, EUA). A analise dos resultados foi

conseguida através do Attune® software.

2.8.2. Analise da expressao de proteinas anti- e pré-apoptéticas
por Western Blot
Os ensaios de analise da expressao das proteinas BAX, BCL-2 e PARP1 por Western

Blot foram realizados pela aluna Tatiana Fernandes, da Licenciatura em Bioquimica, com

a minha supervisao.
2.8.2.1. Preparagao das amostras

As células HCT116-DoxR foram cultivadas em frascos de 25 cm? (SPL Life Sciences,
Coreia do Sul) a uma densidade de 2x10° células/frasco e foram incubadas durante 24h
na estufa de CO, (SANYO CO:; /ncubator, Electric Biomedical Co., Osaka, Japao) a 37°C,
5% (v/v) CO, e 99% (v/v) de humidade relativa. Apds as 24h, o meio presente em cada

frasco foi substituido por meio fresco com os complexos de vanadio nas suas
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concentragdes de ICsoou por 0,1% (v/v) DMSO. Adicionalmente, foi preparado um frasco
contendo apenas células ndo tratadas para controlo. Sucedeu-se depois uma nova

incubagao de 48h, nas mesmas condi¢des supracitadas.

Apo6s a incubagdo, as células foram lavadas com PBS frio e recolhidas para
eppendorfs com recurso a um raspador. As amostras foram centrifugadas (Sigma 1-14,
Gottingen, Alemanha) durante 5 minutos a 700 xg, o sobrenadante foi descartado e as
células foram novamente ressuspendidas em 1 mL de PBS 1x. Sucedeu-se uma nova
centrifugacdo a 750 xg, durante 5 minutos e o sedimento celular resultante foi
ressuspendido em 50 pL de solucao de lise fresca (150 mM NaCl; 50 mM Tris-HCI pH=8§;
5 mM EDTA,; Inibidores de fosfatases 1x (PhosStop, Roche); Inibidores de proteases 1x
(Complete ULTRA Tablets, Mini, EASYpack, Roche, Suica); 2% (v/v) NP-40 (Thermo Fisher
Scientific, MA, EUA); 0,1% (p/v) 1,4-ditiotreitol (DTT) (Amresco, EUA) e 1 mM de fluoreto
de fenilmetilsulfonilo (PMSF) (Sigma, St. Louis, EUA)).

Por fim, as amostras foram armazenadas a -80°C até serem necessarias.
2.8.2.2. Extracao e quantificacao proteica

De forma a extrair proteina, as amostras foram descongeladas e submetidas a 5
ciclos de ultrassons em banho de gelo (2 minutos nos ultrassons, seguidos de 30
segundos em gelo) (UTR200, Hielscher Ultrasonics GmbH, Alemanha). Apds os ciclos de
ultrassons, as amostras foram centrifugadas (Sigma 1-14, Gottingen, Alemanha) durante

5 minutos a 1000 xg e os sobrenadantes foram guardados em gelo.

Foi realizada uma curva de calibracdo padrao de BSA (do inglés, Bovine serum
albumin) (Nzytech, Lisboa) (0-1500 g/mL) com recurso ao kit Pierce 660 nm Protein Assay
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), presente no Anexo A.1. Em seguida, as
amostras foram diluidas em agua MiliQ numa propor¢do de 1:10 e foram preparados
pocos, em placas de 96 pogos, com 10 pL de amostra e 150 pL de reagente de Pierce. As
placas foram colocadas a incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente e foram
depois analisadas no leitor de microplacas Tecan Infinite M200 (Mannedorf, Suica) a 660

nm.

Foram transferidos 20 pug de proteina para cada eppendorfjuntamente com 5 pL
de Loading Buffer reconstituido (5 L (p/v) DTT 40x + 45 uL Loading buffer 4,4x) e estas
amostras foram incubadas durante 2h a temperatura ambiente, sendo depois fervidas a
95°C durante 5 minutos. Por fim, foram adicionados 2 uL (p/v) DTT 10x a cada amostra e

estas foram inseridas num gel de 10% poliacrilamida.
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2.8.2.3. Gel de SDS-PAGE e transferéncia para a membrana de PVDF ou

nitrocelulose

O gel de SDS-PAGE foi preparado de acordo com o protocolo descrito no Anexo
A2, e o sistema Mini-PROTEAN® Tetra Vertical Electrophoresis Cell (Bio-Rad, EUA) foi
colocado a correr a 120 V durante 1h (PowerPac Basic, Bio-Rad, EUA). Apds a corrida
terminar, realizou-se a transferéncia para uma membrana de 0,45 um de fluoreto de
polivinilideno (PVDF) (Amersham™ Hybond™, GE Healthcare Life Sciences, Alemanha)
durante 45 minutos a 130 mA (PowerPac Basic, Bio-Rad). A sanduiche de transferéncia

foi preparada de acordo com o esquema presente no Anexo A.3.

A proteina PARP1 foi transferida para uma membrana de nitrocelulose 0,45 pum
(Amersham™ Protran™, GE Healthcare Life Sciences, Alemanha), nas mesmas condicées

descritas anteriormente para as outras proteinas.

Apos a transferéncia, o gel de SDS-PAGE foi transferido e corado por uma solucao
de azul de Coomassie (Thermo Fisher Scientific, EUA) e a membrana foi incubada numa

solucdo de Ponceau S. durante 5 minutos, sendo depois lavada com agua destilada.
2.8.2.4. Incubacao com os anticorpos primario e secundario

De modo a bloquear a membrana de ligagdes ndo especificas, utilizou-se uma
solucao de bloqueio de 5% (m/v) de leite em p6 desnatado ou BSA, solubilizado em TBST
1x (50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl e 0,1% (v/v) Tween 20, pH=7,5) e colocou-se a

membrana a incubar durante 1h, sob agitagdo constante a temperatura ambiente.

Apos a incubagdo, a membrana foi exposta ao respetivo anticorpo primario anti-
BAX, 1:5000 (Abcam, Reino Unido) ou anti-BCL-2, 1:1000 (Sigma, St. Louis, EUA) e deixada
novamente a incubar durante 1h, nas condi¢des anteriormente referidas. Para a proteina
PARP1, a membrana foi incubada com uma solucao contendo o respetivo anticorpo
primario, 1:750 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) em 5% BSA, durante a noite

e sob agitacdo constante.

ApOs a incubagdo com o anticorpo primario, cada membrana foi submetida a trés
lavagens de 5 minutos com TBST 1x, sempre sob constante agitacdo. Por fim, foi
adicionado o anticorpo secundario (1:3000, anti-mouse |gG, horseradish peroxidase
(HPR)-linked antibody ou 1:2000, anti-rabbit IgG, HPR-linked antibodl; Cell Signalling
Techonology, EUA) e as membranas foram colocadas a incubar conforme descrito para

o anticorpo primario.
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2.8.2.5. Exposigado do filme

De forma a identificar as bandas das proteinas pretendidas, as membranas foram
tratadas com uma solugdo de substrato WesternBright ECL (Enhanced
chemiluminescence) (Advansta, California, EUA). A incubacdo com o ECL permite a
detecdo das bandas proteicas da membrana devido a sua interagdo com o anticorpo
secundario e a utilizacdo de um substrato de HRP que emite um sinal
quimioluminescente.®> A membrana foi depois exposta a um filme num quarto escuro e

a quantificagcdo das bandas foi realizada com o software Image).

De forma a normalizar os resultados, foi realizado um controlo com um anticorpo
anti-actina. Deste modo, antes de se proceder a incubagcdo com o anticorpo primario, foi
necessario incubar a membrana com uma solucdo de Strjpping (0,1 M glicina, 20 mM
acetato de magnésio e 50 mM cloreto de potassio, pH=2,0) durante 15 minutos. De
seguida, a membrana foi lavada com TBST 1x e repetiu-se o processo de incubag¢do com
o anticorpo primario: anti B-actina, 1:5000 (Sigma, St. Louis, EUA), e secundario: anti-
mouse de actina, 1:3000, IgG HPR-linked antibody (Cell Signalling Techonology, EUA),

nas condicdes ja descritas anteriormente na secgdo 2.8.2.4.

2.8.3. Alteracao do potencial de membrana mitocondrial

A alteracdo do potencial de membrana mitocondrial foi avaliada em células
HCT116-DoxR através da utilizacao do it JC-7 Mitochondrial Membrane Potential Assay
(Abnova Corporation, Walnut, CA, EUA).#* Para tal, foram semeadas placas de 6 pocos
high-attachment (SPL Life Sciences, Coreia do Sul) a uma densidade celular de 1x10°
células/mL, sendo estas depois colocadas a incubar durante 24h numa estufa de CO;
(SANYO CO; /ncubator, Electric Biomedical Co., Osaka, Japao) a 37°C, 5% (v/v) CO, e 99%
(v/v) de humidade relativa. Terminado o periodo de incubacdo, o meio de cada pogo foi
substituido por uma solu¢do composta pelo ICsp dos compostos estudados ou pelos
respetivos controlos. Os controlos utilizados foram: 0,1% (v/v) DMSO, 6 uM Dox, 5 uM
Cis, células ndo marcadas e ndo tratadas e células marcadas, mas ndo tratadas. Sucedeu-
se uma nova incubagdo de 48h e, ap0ds esse periodo, as células foram lavadas com 1 mL
de PBS 1x, destacadas com 1 mL de TrypLE™ Express (Gibco®, Nova lorque, EUA) e
centrifugadas (Sigma 1-14, Gottingen, Alemanha) a 500 xg durante 5 minutos. O
sobrenadante foi removido e foi adicionado 1 mL PBS 1x a cada eppendort, sendo estes
depois centrifugados durante 5 minutos a 750 xg. O sobrenadante foi novamente

removido e adicionaram-se 10 uL de uma solucao de JC-1 (iodeto de 5,5,6,6'-tetracloro-
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1,1',3,3" tetraetilbenzimidazolcarbocianina) para posterior incubacao de 20 minutos na
estufa de CO,, nas mesmas condi¢des supramencionadas. Por fim, foi adicionado 1 mL
de meio DMEM sem phenol/ red + 5% (v/v) FBS a cada amostra e todas elas foram
analisadas no citémetro Attune® Acoustic Focusing Flow Cytometer (Life Technologies,

Carlsbad, EUA). A anélise dos resultados foi conseguida através do Attune® software.

2.8.4. Caspase-8

A atividade da caspase-8 em células HCT116-DoxR expostas aos compostos de
vanadio foi avaliada com recurso ao kit Caspase-8 Assay (Colorimetric) (ab39700)

(Abcam, Cambridge, Reino Unido).®

Foram semeadas placas de 6 pogos high-attachment (SPL Life Sciences, Coreia do
Sul) a uma densidade de 1x10° células/mL e, apds 24h de incubacdo numa estufa de CO,
(SANYO CO; /ncubator, Electric Biomedical Co., Osaka, Japao) a 37°C, 5% (v/v) CO, e 99%
(v/v) de humidade relativa, o meio foi substituido por meio fresco suplementado com
0,1% (v/v) DMSO, 5 uM Cisplatina ou pela concentracao correspondente ao ICso dos

compostos de vanadio desejados.

Apds uma incubagdo de 48h, as células foram lavadas com 1 mL de PBS 1x e
recolhidas para eppendorfs com um raspador, sendo depois centrifugadas a 4°C e 500
xg (Sigma 3-16K Sartorius, Tuttlingen, Alemanha) durante 5 minutos. As células foram
novamente lavadas com 1 mL PBS frio e centrifugadas a 750 xg e 4°C, durante 5 minutos.
Apos a centrifugacdo, o pellet foi ressuspendido em 50 ulL Lysis Buffer frio e as células
foram incubadas em gelo durante 20 minutos, sendo depois centrifugadas a 1000 xg e
4°C, durante 10 minutos. De seguida procedeu-se a quantificagdo proteica de cada
amostra com recurso a curva de calibracdo previamente obtida, presente no Anexo A.1.
Foram preparados pocos em duplicado numa placa de 96 pocos, com 200 ug de proteina
em Lysis Buffer, para um volume final de 50 puL de amostra. A cada pogo foram
adicionados 50 pL de uma Reaction mix preparada de fresco (1 uL DTT 1 M + 100 pL
Reaction Buffer 2x) e ainda 5 pL de IETD-pNA. A placa foi depois incubada nas mesmas
condigdes anteriormente descritas durante 2h e, em seguida, procedeu-se a leitura da

absorvancia a 400 nm num leitor de microplacas Tecan Infinite M200 (Mannedorf, Suica).
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2.9. Autofagia

A inducao de morte celular por autofagia em células HCT116-DoxR foi avaliada

com o kit Autophaqy Assay (ab139484) (Abcam, Cambridge, Reino Unido).®®

Foram semeadas placas de 6 pogos high-attachment (SPL Life Sciences, Coreia do
Sul) a uma densidade de 1x10° células/mL e estas foram incubadas durante 24h na estufa
de CO, (SANYO CO; /ncubator, Electric Biomedical Co., Osaka, Japao) a 37°C, 5% (v/v)
CO, e 99% (v/v) de humidade relativa. Apds as 24h, o meio presente nos pogos foi
substituido por uma solu¢do com a concentragéo correspondente ao 1Cso dos compostos
desejados para a linha celular testada ou pelos controlos utilizados para este ensaio
(0,1% (v/v) DMSO, 6 uM Dox, 5 uM Cis, células ndo marcadas e ndo tratadas e células
marcadas nao tratadas). As placas foram depois colocadas a incubar durante 48h na
estufa, nas condicOes ja referidas anteriormente. Adicionalmente, 18h antes do periodo
de incubagdo terminar, foi adicionado o controlo positivo de 1500 nM Rapamicina aos

pogos correspondentes.

Depois das 48h, o meio presente nos pocos foi transferido para eppendorfs e estes
foram centrifugados (Sigma 1-14, Goéttingen, Alemanha) a 500 xg durante 5 minutos.
Paralelamente a este passo, foi adicionado 1 mL de PBS 1x a todos os pocos, sendo este
logo substituido por 1 mL de TrypLE™ Express (Gibco®, Nova lorque, EUA). As placas
foram colocadas 5 minutos a incubar e, de seguida, o volume de cada pogo foi
transferido para os respetivos eppendorfs ja centrifugados. Os eppendorfs foram
novamente colocados a centrifugar durante 5 minutos e 500 xg e, logo depois, o
sobrenadante foi descartado e o sedimento celular ressuspendido em 1 mL de meio
DMEM sem phenol red + 5% (v/v) FBS. Realizou-se nova centrifuga¢do a 750 xg durante
5 minutos e o sobrenadante foi novamente descartado para as células serem
ressuspendidas em 250 uL de Green Stain Solution 71x. As células foram posteriormente
colocadas a incubar na estufa durante 30 minutos, nas mesmas condicbes
supramencionadas e, apos esse periodo, foram centrifugadas a 750 xg durante 5
minutos. O sobrenadante foi removido, o sedimento celular foi ressuspendido em 500
uL de Assay Buffer 1x e todos os eppendorfs foram novamente centrifugados a 750 xg
durante 5 minutos. Por fim, o sobrenadante foi descartado e adicionaram-se 500 uL de

Assay Buffer 1x.
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As amostras foram posteriormente analisadas por citometria de fluxo com o
Attune® Acoustic Focusing Flow Cytometer (Life Technologies, Carlsbad, EUA). A anélise

dos resultados foi realizada com recurso ao software Attune®.

2.10. Producao de espécies reativas de oxigénio

De forma a detetar a presenca de ROS em células HCT116-DoxR, utilizou-se a
sonda 2',7'- diacetato de diclorohidrofluoresceina (H.DCF-DA) (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA, EUA).

Para tal, foram semeadas placas de 6 pocos high-attachment (SPL Life Sciences,
Coreia do Sul) a uma densidade de 1x10° células/mL e, ap6s 24h de incubacdo numa
estufa de CO, (SANYO CO; /ncubator, Electric Biomedical Co., Osaka, Japao) a 37°C, 5%
(v/v) CO, e 99% (v/v) de humidade relativa, o meio existente nos pocos foi substituido
por meio fresco contendo a concentragdo correspondente ao ICsp dos compostos
desejados ou pelos controlos utilizados neste ensaio (0,1% (v/v) DMSO, 6 uM Dox, 5 uM
Cis, 42 uM TBHP (do inglés: tert-Butyl hydroperoxide), células ndo marcadas e nao
tratadas e células marcadas ndo tratadas). As placas foram novamente colocadas a
incubar durante 48h na estufa, nas mesmas condicdes referidas anteriormente e, depois
desse periodo, o meio dos pocos foi substituido por 1 mL de PBS 1x, sendo este logo
substituido por 1 mL de TrypLE™ Express (Gibco®, Nova lorque, EUA). As placas foram
novamente incubadas por 5 minutos e, de seguida, o volume de cada poco foi transferido
para eppendorfs, os quais foram colocados a centrifugar (Sigma 1-14, Gottingen,
Alemanha) durante 5 minutos a 500 xg. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e o sedimento celular ressuspendido em 1 mL de PBS 1x, seguindo-se nova
centrifugagdo de 5 minutos a 800 xg. O sedimento celular resultante foi ressuspendido
em 1 mL de uma solucdo de 10 uM H,DCF-DA em PBS 1x e as amostras foram incubadas
durante 20 minutos na estufa de CO,, nas mesmas condicdes referidas anteriormente,
sendo depois analisadas por citometria de fluxo com recurso ao Attune® Acoustic
Focusing Flow Cytometer (Life Technologies, Carlsbad, EUA). A analise dos resultados foi

realizada através do software Attune®.
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2.11. Internalizacdo celular pelo método de ICP-AES
(Inductively coupled plasma - atomic emission

spectrometry)

Com o objetivo de avaliar a internalizacdo dos compostos em estudo pelas células
HCT116-DoxR, recorreu-se a técnica de Espetrometria de emissao atomica com plasma

indutivo (ICP-AES, do inglés /nductively coupled plasma - atomic emission spectrometry).

Para tal, as células foram cultivadas a uma densidade celular de 5x10° células/frasco
em frascos de cultura de 25 cm? (SPL Life Sciences, Coreia do Sul) e incubadas numa
estufa de CO, (SANYO CO, /ncubator, Electric Biomedical Co., Osaka, Japao), a 37°C, 5%
(v/v) de CO, e 99% de humidade relativa, durante 24h. Apos a incubagao, o meio foi
substituido por uma solugdo de meio completo contendo 10x ICso dos compostos de
vanadio desejados ou 0,1% (v/v) de DMSQO, e as células foram novamente colocadas a
incubar na estufa de CO,, nas condi¢bes supramencionadas, durante 3h. De seguida, o
meio de cada frasco foi retirado e guardado em tubos falcon de 15 mL (tubos P),
enquanto as células foram lavadas com 1 mL PBS 1x. O PBS foi depois adicionado aos
respetivos tubos P e estes foram centrifugados a 800 xg (Sigma 3-16K Sartorius,
Tuttlingen, Alemanha), durante 5 minutos. Depois da centrifugacdo, o respetivo
sobrenadante foi transferido para um novo falcon de 15 mL (tubos S). Enquanto isto, as
células presentes nos t-flasks foram tripsinizadas pela adicdo de 2 mL de TrypLE™
Express (Gibco®, Nova lorque, EUA) e incubadas durante 5 minutos na estufa. As células
foram depois transferidas para os tubos falcon de 15 mL (tubos P) e estes foram
centrifugados a 750 xg, 5 min e 15°C. O sobrenadante resultante foi transferido para os
respetivos tubos S e todos os tubos (S+P) foram armazenados a -80°C até proxima
utilizacdo. Um dia antes das amostras serem analisadas, foi adicionada uma solucdo de

aqua-régia preparada de fresco.

A quantificacao das amostras foi realizada por um servico contratado (Laboratério
de analises, servico de espetroscopia de emissdo atébmica, Departamento de Quimica,
FCT-UNL).

2.12. Progressao do ciclo celular

De modo a analisar a capacidade de os compostos de vanadio interferirem na

progressdo do ciclo celular, foram cultivadas células em placas de 6 pocos high-
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attachment (SPL Life Sciences, Coreia do Sul) numa densidade de 1x10° células/mL e
estas foram colocadas a incubar por 8h na estufa (SANYO CO. /ncubator, Electric
Biomedical Co., Osaka, Japao) a 37°C, 5% (v/v) CO; e 99% (v/v) de humidade relativa.
Decorridas as 8h, o meio de cada pogo foi substituido por uma solugdo de 2 mM timidina
(Sigma, St. Louis, EUA) para sincronizagao das células na fase S do ciclo celular e estas
foram novamente colocadas a incubar durante 16h, nas mesmas condigdes ja referidas.
Passadas as 16h, o meio de cada poco foi substituido por meio fresco e as células foram
incubadas por mais 8h na estufa, sendo depois realizada uma nova adi¢ao da solucao de
2 mM timidina a cada pogo. Sucedeu-se uma nova incubacdo de 16h e, apds o duplo
bloqueio com timidina, o meio de cada pogo foi substituido por meio fresco contendo o
ICso dos compostos desejados ou 0,1% (v/v) DMSO. Como controlos positivos, foram
preparadas amostras de 6 uM Dox e 5 uM Cis. As placas foram incubadas durante 3h, 9h,
24h e 32h e, adicionalmente, foi preparada uma amostra controlo, submetida apenas ao

duplo bloqueio com timidina.

Apos cada incubagdo, o meio foi removido e as células foram tratadas com 1 mL
de TrypLE™ Express (Gibco®, Nova lorque, EUA), sendo depois recolhidas para
eppendorfs e colocadas a centrifugar (Sigma 3-16K Sartorius, Tuttlingen, Alemanha) a
650 xg, 4°C, durante 5 minutos. Depois da centrifugacao, o sobrenadante foi descartado
e o sedimento celular ressuspendido em 1 mL de PBS 1x frio, sendo novamente
centrifugado a 3000 xg, 4°C, durante 5 min. O sobrenadante foi removido e adicionaram-
se 100 puL de PBS 1x frio a amostra, adicionando-se cuidadosamente de seguida 1 mL de
uma solucao de 80% (v/v) etanol frio. As amostras foram armazenadas a 4°C até posterior
utilizagdo e, depois de armazenadas, foram submetidas a nova centrifugagdao a 7500 xg,
4°C, durante 10 minutos. Logo depois, o sobrenadante foi cuidadosamente descartado
e as amostras foram deixadas a secar ao ar. Depois de secas, adicionou-se uma solucao
de 250 pL de RNAse A (50 pg/mL) e as amostras foram incubadas numa estufa de CO;
durante 30 minutos. Decorridos os 30 minutos, foi adicionada uma solucao de 100 ulL de
IP (25 pg/mL) a cada amostra e, em seguida, 650 L de PBS 1x. As amostras foram depois
analisadas por citometria de fluxo com o Attune® Acoustic Focusing Flow Cytometer (Life

Technologies, Carlsbad, EUA) e com o respetivo software Attune®.
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2.13. Ensaio de migragao celular

De forma a avaliar a capacidade de migragdo/regeneracao celular, foram cultivados
fibroblastos em placas de 24 pogos (SPL Life Sciences, Coreia do Sul) a uma densidade
de 4x10° células/mL e incubados na estufa de CO, (SANYO CO. /ncubator, Electric
Biomedical Co., Osaka, Japdo) a 37°C, 5% (v/v) CO; e 99% (v/v) de humidade relativa até

ser obtida uma monocamada de células confluente.

As células foram depois expostas a 0,1% (v/v) DMSO ou as respetivas
concentragdes de |Cso dos complexos de vanadio e, em seguida, foi realizado um riscado
na monocamada celular de cada pogo, com recurso a uma ponta estéril de 200 pL. Os
fibroblastos foram fotografados logo apds a sua exposicao (Oh) e 24h depois de serem
incubados na estufa, nas condicbes ja referidas, utilizando um microscépio invertido
(Nikon Ti-U Eclipse, Toquio, Japdo). Os riscados foram analisados com recurso ao

software ImageJ.

2.14. Ensaio ex-ovo CAM

O ensaio ex-ovo CAM (Chick Chorioallantoic Membrane) foi realizado para avaliar
o potencial angiogénico dos complexos de vanadio. Para tal, foram adquiridos ovos
fertilizados a empresa Pinto Valouro (Bombarral, Portugal) e estes foram colocados a
incubar durante 72h numa estufa de CO. (SANYO CO. /ncubator, Electric Biomedical Co.,
Osaka, Japao) a 37°C, 5% (v/v) CO; e 99% (v/v) de humidade relativa. Os ovos foram
cuidadosamente abertos, de forma que o saco de yo/k ficasse virado para cima, e foram
novamente colocados a incubar durante 24h, nas mesmas condi¢cbes descritas

anteriormente.

ApOs a incubacdo, foram colocados quatro O-rings de silicone no saco de yolk de
cada ovo, aos quais foram adicionados 40 uL de uma solucao contendo o ICso de cada
composto analisado ou 0,1% (v/v) DMSO, em PBS 1x. Os ovos foram fotografados (USB
Microscope Camera, Opti-Tekscope OT-V1) as Oh, 24h e 48h, depois de incubados na
estufa de CO; ao longo desse periodo. Os resultados obtidos foram analisados com

recurso ao software Imagel. Foram utilizados cinco ovos como replicados bioldgicos.

As experiéncias realizadas /n vivo nos ensaios CAM foram concretizadas de acordo
com a Diretiva 2010/63/EU do Parlamento Europeu e do Conselho de 22 de Setembro

de 2010 para a protecao de animais utilizados para propositos cientificos.
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2.15. Estatistica

Todos os resultados apresentados estdo expressos como a média + SEM de dois
ou mais ensaios bioldgicos independentes, salva qualquer especificagdo em contrario.
Cada ensaio foi composto por dois duplicados técnicos ou trés (no caso dos ensaios com
esferoides). Para a analise dos resultados foi utilizado o software GraphPadPrism 8.0 e os
métodos estatisticos One-way ANOVA e teste de t-Student Os resultados com um

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

3.1. Solubilidade e estabilidade dos complexos de vanadio

A solubilidade aquosa de um composto é um fator muito importante que
influencia a sua absorgao, distribuicdo e eliminacdo do organismo. Assim, compreender
as propriedades fisico-quimicas, como a estabilidade e a solubilidade, de compostos é
uma das etapas fundamentais nas fases iniciais do processo de desenvolvimento de

novos farmacos.?’

Uma baixa solubilidade de um composto pode originar resultados biolégicos /n
vitro incoerentes e/ou incorretos. Logo, utilizou-se o DMSO para preparagao de todas as
solucdes de trabalho que envolveram os compostos em estudo.?” 8 O DMSO é uma
molécula organica polar aprética, largamente utilizada como solvente de uma ampla
variedade de moléculas polares e apolares, devido a sua natureza anfipatica. Para além
disso, 0 DMSO apresenta uma baixa toxicidade celular em concentracbes <10%.% Dada
a potencial toxicidade para as células®® todas as solucdes utilizadas ao longo do trabalho

experimental ndao excederam a concentracao de 2% (v/v) DMSO.

Deste modo, foram analisadas a estabilidade e a solubilidade dos compostos V22,
V26 e Y em meio de cultura RPMI, previamente dissolvidos em DMSO, em trés

momentos: 0 horas, 24 horas e 48 horas.

Neste caso, quando moléculas absorvem radiacao eletromagnética (como UV ou
visivel), ocorrem transicoes eletronicas entre eletrdes situados em orbitais moleculares
de energia mais baixa para niveis eletrénicos de maior energia. Tal resulta em espetros

eletronicos, como os representados no Anexo A.4, Figura A3®

E possivel verificar que todos os espetros apresentam um pico a 240 nm, o qual
pode corresponder a transi¢cdes entre orbitais T — 7* nos anéis aromaticos do ligando
1,10-phenanthroline presente nos trés compostos.® * % % No espetro correspondente
ao composto V22 (Anexo A4, Figura A.3), observam-se picos aos 255, 270, 300 e 310 nm,
havendo uma conservacao dos picos de absor¢do maxima ao longo das primeiras 24
horas e uma ligeira diminuicdo de absorvancia maxima as 48 horas. Desta forma, ndo
tera ocorrido nenhuma alteracdo estrutural do composto ao longo do tempo, tendo

possivelmente ocorrido uma perda de solubilidade entre as 24 horas e as 48 horas.
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No espetro do composto V26 existem picos a cerca de 270 e 280 nm e no espetro
do composto Y estdo presentes picos a cerca de 263 e 280 nm (Anexo A4, Figura A.3).

90,91, 92,93

De acordo com a literatura , as transi¢des T — m* dos anéis aromaticos do ligando

1,10-phenanthroline também podem originar picos na zona dos 260 nm-280 nm.

Para ambos os compostos (V26 e Y) ndo se verificaram desvios da regido espetral
dos picos de absorvancia ao longo dos trés momentos de leitura da absorvancia, o que
significa que ndo ocorreu alteracao estrutural. No entanto, para o composto Y observou-
se uma diminuicdo da absorvancia maxima potencialmente devido a uma perda de
solubilidade entre as 24 e as 48 horas, tal como para o composto V22. Por sua vez, o
composto V26 apresenta uma diminuicdo acentuada da absorvancia maxima ao longo
de todo o espetro (entre as 0-24 horas e entre as 24-48 horas), revelando uma perda de
solubilidade ao longo do seu tempo em solucdo. Deste modo, para garantir a
solubilidade e estabilidade dos compostos ao longo dos ensaios realizados, todas as

solu¢des de composto foram preparadas de fresco antes da realizagdo de cada ensaio.

3.2. Ensaios de citotoxicidade em culturas 2D

De forma a avaliar a citotoxicidade dos compostos de vanadio em estudo nas
células tumorais e em células saudaveis, realizou-se o ensaio de MTS, um método

colorimétrico que permite a quantificacdo de células vidveis presentes em solucio.**

O ensaio de MTS consiste na conversdao do reagente de MTS num produto
colorimétrico, o formazano, solivel em meio de cultura celular e que pode ser
quantificado através da medicdo da absorvancia a 490 nm. Esta conversao sé ocorre em
células metabolicamente ativas, devido a acdo de desidrogenases mitocondriais
dependentes de NAD(P)H. Portanto, quanto maior for a quantidade de células viaveis
existentes em solucdo, maior serd a quantidade de formazano produzida e,
consequentemente, maior sera a absorvancia lida a 490 nm. Esta € assim uma forma

rapida, facil e segura de avaliar o potencial citotdxico dos compostos em estudo.”

A viabilidade celular foi determinada em trés linhas celulares tumorais (HCT116,
HCT116-DoxR e A2780) e em fibroblastos e, através da analise das curvas
concentragdo/resposta obtidas, foi possivel determinar o ICso relativo (concentragdo de
composto que leva a uma reducao da viabilidade celular em 50%) de cada composto na

respetiva linha celular analisada.
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Na Figura 3.1, estdo representadas as gamas de concentragao testadas para cada

composto e os respetivos resultados de viabilidade celular obtidos para a linha celular
HCT116-DoxR.
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Figura 3.1 — Viabilidade de células HCT116-DoxR apds exposicdo a diferentes concentragdes de
compostos de vanadio durante 48 horas. 0,1% (v/v) DMSO foi utilizado como veiculo de controlo.
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Os dados estdo expressos como a média + SEM de pelo menos dois ensaios independentes
(ns=estatisticamente nao significativo; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; **** p-value<0,0001).

De acordo com os resultados apresentados na Figura 3.1, podemos concluir que a
excecao dos compostos V20, X e Z, todos os restantes compostos induzem uma perda
substancial de viabilidade celular com o aumento da concentracao de composto
administrada. Apesar de os compostos V20, X e Z induzirem uma diminui¢do da
viabilidade celular com o aumento da concentracao, esta diminuicdo € pequena até
concentragdes de cerca de 50 uM, tendo sido obtidos valores de I1Cso superiores a 50 uM,

ou seja, caracteristicos de uma baixa citotoxicidade na linha HCT116-DoxR (Tabela 3.1).

Os valores de ICso obtidos para cada linha celular estdo apresentados na Tabela
3.1, assim como os respetivos valores de indice de seletividade (Sl) (razdo entre o ICso em
fibroblastos e o ICso na linha tumoral; medida de especificidade para a linhagem tumoral
em analise). A comparacgdo entre a quantidade de composto que causa efeitos toxicos as
células tumorais e a quantidade que causa efeitos toxicos em células saudaveis, define o
indice de seletividade de um dado composto. Portanto, quanto maior o SI, mais seletivo

é o composto para uma dada linha tumoral.®'

Tabela 3.1 — Valores de ICso obtidos para cada um dos compostos de vanadio em estudo, nas
linhas celulares HCT116, HCT116-DoxR, A2780 e fibroblastos e respetivo SI. Os valores de ICs
estdo expressos como a média + SEM de pelo menos dois ensaios independentes. A negrito
encontram-se os valores de SI = 3,9.

Composto Linha celular ICso (M) S
HCT116 8,78 + 0,02 1,1
V18 HCT116-DoxR 8,99 + 0,08 1,0
A2780 2,22 + 0,02 4,2
Fibroblastos 9,24 + 0,01 -
HCT116 >50 >0,4
V20 HCT116-DoxR >50 >0,4
A2780 15,01 + 0,02 1,4
Fibroblastos 20,24 + 0,04 -
HCT116 >50 >0,3
V21 HCT116-DoxR 31,39 + 0,03 0,5
A2780 6,71 + 0,02 2,3
Fibroblastos 15,73 + 0,04 -
HCT116 1,75 £ 0,04 1,8
V22 HCT116-DoxR 0,16 + 0,10 191
A2780 1,31 + 0,01 2,4
Fibroblastos 3,08 + 0,07 -
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HCT116 44,02 + 0,04 04
V23 HCT116-DoxR 39,17 + 0,09 04
A2780 4,77 + 0,02 34
Fibroblastos 16,23 + 0,04 -
HCT116 0,86 + 0,03 4,7
V26 HCT116-DoxR 0,17 + 0,05 23,8
A2780 0,18 + 0,09 22,7
Fibroblastos 4,04 + 0,05 -
HCT116 >50 >0,4
X HCT116-DoxR >50 >0,4
A2780 3,10 + 0,03 7.0
Fibroblastos 21,71 + 0,08 -
HCT116 3,67 £ 0,01 2,3
v HCT116-DoxR 1,26 £ 0,04 6,8
A2780 2,05 £ 0,03 4,2
Fibroblastos 8,59 + 0,02 -
HCT116 >50 >04
7 HCT116-DoxR >50 >04
A2780 14,67 + 0,02 14
Fibroblastos 20,08 + 0,05 -
HCT116 - -
. . . HCT116-DoxR 1,34 + 0,07 0,6
VO(dipic)(phendione) A2780 0.19 + 0,02 39
Fibroblastos 0,75 + 0,02 -
De todos os compostos testados, compostos V26,

VO(dipic)(phendione) aparentam ser os mais promissores na linha celular HCT116-DoxR,
devido a apresentarem os valores de ICsp mais baixos (<2 uM; Tabela 3.1). Os restantes
compostos, nomeadamente V18, V21 e V23, apresentam valores de ICso mais elevados,
nao possuindo um potencial citotdxico tdo elevado nesta linha celular (>8 uM; Tabela
3.1).

Os graficos de viabilidade celular obtidos para as restantes linhas tumorais
(HCT116 e A2780) encontram-se no Anexo A.5, Figura A4 e Figura A.5, respetivamente.
Os compostos V22, V26, Y e VO(dipic)(phendione) também sdo dos mais promissores
nas linhas tumorais HCT116 e A2780, no entanto ao comparar os resultados obtidos
nestas duas linhas celulares aos obtidos para a linha celular HCT116-DoxR, € possivel
verificar que a linha de cancro colorretal resistente a doxorrubicina é a linha celular mais
sensivel a acdo destes compostos, com exce¢do do composto VO(dipic)(phendione), que
apresenta um menor valor de ICso em A2780 (Figura 3.1; Anexo A.5 (Figura A4 e Figura
A.5) e Tabela 3.1).
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Deste modo, através da analise da Tabela 3.1, é possivel confirmar que os
compostos V22, V26 e Y apresentam um maior efeito citotdxico na linha tumoral
HCT116-DoxR, enquanto que o composto VO(dipic)(phendione) é mais citotdxico na

linha tumoral A2780 (maiores indices de seletividade, SI).

Para além das linhas tumorais, também é preciso calcular quais os valores de ICso
dos compostos em células saudaveis. Uma vez que um dos principais objetivos da
investigacdo de novos compostos é reduzir os efeitos secundarios dos compostos
atualmente empregues em quimioterapia, é importante que os compostos em estudo
tenham valores de ICso substancialmente superiores em fibroblastos relativamente aos
observados para as linhas tumorais (ou seja, valores de S| elevados). As viabilidades

celulares obtidas em fibroblastos estdo representadas na Figura 3.2.
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Composto
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Figura 3.2 — Viabilidade de fibroblastos ap6s exposicdo a diferentes concentracdes de compostos
de vanadio durante 48 horas. 0,1% (v/v) DMSO foi utilizado como veiculo de controlo. Os dados
estdo expressos como a média + SEM de pelo menos dois ensaios independentes
(ns=estatisticamente ndo significativo; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; **** p-value<0,0001).

De acordo com a Figura 3.2, verifica-se que o composto VO(dipic)(phendione) tem
um potencial citotdxico bastante elevado (ICso muito baixo) em fibroblastos, pelo que

nao sera um bom composto a ser utilizado em CRC.

Os compostos V22, V26 e Y também revelam ter uma elevada toxicidade em

fibroblastos, apresentando todos um valor de ICso< 10 uM (Tabela 3.1; Figura 3.2).

Através da Tabela 3.1, é possivel verificar que o SI do composto Y é relativamente
baixo, ao contrario do Sl dos compostos V22 e V26 de aproximadamente 20. Apesar dos
valores de ICso dos compostos V22 e V26 serem baixos em fibroblastos, estes compostos
sao aproximadamente 20 vezes mais seletivos para a linha celular HCT116-DoxR do que
para fibroblastos. Assim, de todos os compostos em estudo, V22 e V26 sdo aqueles que

apresentam um maior potencial terapéutico.

De acordo com a Tabela 3.1, os compostos V18 (A2780), V26 (HCT116 e A2780), X
(A2780), Y (A2780) e VO(dipic)(phendione) (A2780), representados a negrito, também
apresentam um potencial citotoxico relativamente elevado (SI = 3,9), no entanto optou-
se por se escolherem os compostos V22, V26 e Y e a linha celular HCT116-DoxR, dado
que para esta linha dois compostos apresentam um S| de ~20 e é uma linha celular com

particular relevancia clinica, dado ser resistente a doxorrubicina.

De forma a avaliar se a citotoxicidade dos compostos provinha do composto de
partida ou dos seus ligandos também foram realizados ensaios de citotoxicidade com os
ligandos de cada composto em células HCT116-DoxR, a linha celular onde os compostos

V22, V26 e Y apresentaram resultados mais promissores. Os valores de 1Cso dos ligandos
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obtidos para a linha tumoral HCT116-DoxR estdo representados na Tabela 3.2, enquanto

os graficos de viabilidade celular estdo presentes no Anexo A.6, Figura A.6.

Tabela 3.2 — Valores de ICso obtidos para os ligandos dos compostos de vanadio na linha tumoral
HCT116-DoxR. Os valores de ICsp estdo expressos como a média + SEM de pelo menos dois
ensaios independentes.

Ligandos ICs0 HCT116-DoxR (uM)
dipic >50
pyim >50
bipy >50

4,7-(phtiaz),-phen >50
pybim 27,13 £ 0,04
4,7-Cl-phen 16,38 + 0,01
phen 1,65 £ 0,03
phendione 0,69 + 0,01
4,7-Phz-phen 0,34 £ 0,02
4,7-(CH30).-phen 0,30 + 0,05

Analisando os ligandos dos compostos estudados (Tabela 2.2), é possivel verificar
a presenca de um ligando comum, o ligando dipic. No entanto, como se pode constatar
pela analise da Tabela 3.2, este ligando possui um elevado valor de ICso nas células

HCT116-DoxR.

Com base na Tabela 3.2, também é possivel verificar que os ligandos phen,
phendione, 4,7-Phy-phen e 4,7-(CH30).-phen sdo os ligandos com maior potencial
antiproliferativo nas células HCT116-DoxR, encontrando-se estes ligandos nos
compostos Y, VO(dipic)(phendione), V26 e V22, respetivamente. Com base nestes
resultados, é possivel que o elevado potencial antiproliferativo dos compostos V22, V26

e Y seja maioritariamente devido a presenca destes ligandos nas suas estruturas.

Tal como anteriormente referido, os resultados obtidos através dos ensaios de
viabilidade celular demonstraram que a linha celular HCT116-DoxR foi a mais sensivel a
acao dos compostos V22, V26 e Y. Estes resultados sao bastante promissores uma vez
que esta linha celular podera mimetizar a resisténcia adquirida por muitos doentes de
CRC com aumento do efluxo dos agentes quimioterapéuticos.”” Logo, estes compostos
metalicos poderdo, caso os resultados assim o confirmem, vir a ultrapassar as limitacdes

relativas a outros compostos que induzam resisténcia por este mecanismo.
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Apesar do maior potencial terapéutico dos compostos V22 e V26
comparativamente ao composto Y, a maioria dos restantes estudos biolégicos foi
realizada com estes trés compostos na linha HCT116-DoxR, por uma questdo de
comparagao e de forma a perceber se poderdo estar envolvidos mecanismos de acao

distintos.

3.3. Ensaios de citotoxicidade em modelos 3D de esferoides

De forma a comparar o potencial antiproliferativo dos compostos de vanadio V22,
V26 e Y em culturas 2D e 3D (que mimetizam melhor o tumor “in vivo”), foram realizados
ensaios de viabilidade celular com o reagente de MTS em esferoides de células HCT116-

DoxR.

Na Figura 3.3 estdo representadas as viabilidades celulares em funcdo da
concentragdo dos compostos V22, V26 e Y, obtidos para esferoides de HCT116-DoxR,
enquanto na Tabela 3.3 estao representados os valores de ICso para os compostos V22,

V26 e Y obtidos para culturas 2D e 3D de células HCT116-DoxR.
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Figura 3.3 - Viabilidade de esferoides HCT116-DoxR com 8 dias, apds exposicdo a diferentes
concentragdes dos compostos de vanadio V22, V26 e Y durante 48 horas. 0,1% (v/v) DMSO foi
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utilizado como veiculo de controlo. Os dados estdo expressos como a média + SEM de pelo
menos dois ensaios independentes (ns=estatisticamente nao significativo; *p<0,05; ***p<0,001;
**** p-value<0,0001).

Tabela 3.3 — Comparacao entre os valores de ICso obtidos para os compostos V22, V26 e Y em
culturas 2D e 3D de células HCT116-DoxR. Os valores de ICso estdo expressos como a média +
SEM de pelo menos dois ensaios independentes.

HCT116-DoxR
Composto ICs0 (UM) 2D ICs0 (uM) 3D
V22 0,16 £ 0,10 3,46 + 0,20
V26 0,17 £ 0,05 3,14 + 0,42
Y 1,26 = 0,04 11,73 + 0,62

Os resultados obtidos nos ensaios de MTS em culturas 3D de células HC116-DoxR
indicam um claro aumento dos valores de 1Csp dos compostos de vanadio relativamente
aos valores obtidos para as culturas 2D destas mesmas células. Os valores de 1Cso em
modelos 3D sdo aproximadamente 22x, 18x e 9x superiores para os compostos V22, V26

e Y, respetivamente, relativamente aos valores obtidos para culturas 2D (Tabela 3.3).

O maior valor de ICso em modelos 3D relativamente a uma monocamada tera uma
maior semelhanga aos valores que estes compostos apresentardo /n vivo. Desta forma,
este foi um ensaio rapido para avaliar a eficacia destes compostos em modelos 3D,
verificando-se, tal como em cultura 2D, uma maior citotoxicidade para os compostos
V22 e V26. Apesar dos modelos 3D mimetizarem melhor os tumores /n vivo, os restantes
ensaios bioldgicos para determinagdo dos mecanismos de acao dos compostos V22, V26

e Y foram realizados em modelos 2D por uma questdo de simplicidade de metodologia.

3.4. Avaliacdo dos mecanismos de morte celular

Apds determinar quais os compostos com maior potencial terapéutico em
modelos 2D/3D, foi necessario compreender qual o mecanismo de morte celular
induzido por cada um deles e que estara na base da diminui¢do da viabilidade celular
observada anteriormente (Figura 3.1). Desta forma, recorreu-se a técnica de citometria
de fluxo com dupla marcacdo com Alexa® Fluor 488-Anexina V e IP, uma vez que este é

um ensaio rapido e permite quantificar as células em apoptose e necrose.”
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3.4.1. Marcacao com Alexa Fluor 488-Anexina V e IP

A apoptose é um processo de morte celular regulado que pode ser ativado caso a
célula se encontre sob condi¢des adversas. Este processo de morte celular é
caracterizado por alteragdes morfoldgicas e bioquimicas particulares, como por exemplo
a compactagao e fragmentagdo da cromatina nuclear, que permitem a sua distingao de

processos como a autofagia ou a necrose.> %% %

A anexina V é uma proteina com elevada afinidade para a fosfatidilserina, um
fosfolipido presente na superficie interna da bicamada lipidica em células viaveis. No
entanto, quando as células entram em apoptose, da-se a translocacéo deste fosfolipido
para a camada exterior da bicamada lipidica. Desta forma, a interacdo da anexina V com
a fosfatidilserina é favorecida e a utilizacdo de um fluoréforo conjugado com a Anexina

V possibilita a identificacio de células apoptdticas através de citometria de fluxo.?> %

Além disso, a utilizacdo de IP, que se intercala com o DNA, permite a identificacdo
de células em necrose, visto que apenas células com a membrana comprometida serdo

coradas devido ao elevado peso molecular do IP.* ¥’

Sendo a externalizacdo da fosfatidilserina um indicador de apoptose inicial, e a
perda da integridade da membrana plasmatica um indicador de apoptose tardia ou
necrose, este ensaio possibilita a distincao das células presentes em solu¢ao em quatro
fases. E assim possivel identificar células vivas (Alexa® Fluor 4887 IPY), células em
apoptose inicial (Alexa® Fluor 488°; IP"), células em apoptose tardia (Alexa® Fluor 488";

IP*) e células em necrose (Alexa® Fluor 4887 IP*).%> %7

Na Figura 3.4 e na Tabela 3.4 estdo representados os resultados obtidos para os
compostos V22, V26 e Y em células HCT116-DoxR. Como veiculo de controlo foi utilizado
0,1% DMSO (v/v) e como controlo positivo foram utilizados dois compostos
antitumorais, cisplatina (5 uM) e doxorrubicina (6 uM). A concentracao de Cis teve por
base ensaios realizados anteriormente no laboratério, enquanto a concentracdo de Dox

foi utilizada de acordo com dados observados em Pedrosa, P., et al, (2018)"°.
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Figura 3.4 — Percentagem de células HCT116-DoxR viadveis, apoptdticas e necroticas, apds
exposicao ao |Cso dos compostos V22, V26 e Y durante 48 horas. 0,1% (v/v) DMSO foi usado como
veiculo de controlo, 5 UM cisplatina e 6 uM doxorrubicina foram utilizadas como controlos
positivos. Os dados estdo expressos como a média + SEM de dois ou mais ensaios independentes
(ns=estatisticamente nao significativo; *p<0,05; ***p<0,001; **** p-value<0,0001).

Tabela 3.4 — Percentagem de células HCT116-DoxR viaveis, apoptodticas e necroticas apds 48 horas
de exposicao ao ICsp dos compostos V22, V26 e Y e aos controlos cisplatina, doxorubicina e
DMSO.

Composto Células viaveis Apo.pjcose Apopt‘o 5€
inicial tardia

DMSO 70,6 £ 3,1 232 +43 53+33 1,0 £ 0,6
Doxorrubicina 549 + 4,3 190+ 44 148 + 34 11,2 £ 2,0
Cisplatina 56,6 + 4,5 31,9+ 4,6 10,0 £ 4,2 1,6 +0,7
V22 283 £35 594 + 3,6 11,5+ 5,0 08+ 0,6
V26 27,779 57,7 +5,8 134 +59 1,2+09
Y 49,8 + 6,0 44,8 + 6,2 4,5+ 2,1 09 +0,6

De acordo com a Figura 3.4 e Tabela 3.4 é possivel observar que as células expostas
aos compostos V22 e V26 apresentam uma elevada percentagem de apoptose (~70%),
enquanto as células expostas ao composto Y e a cisplatina apresentam cerca de 50% e
40% de apoptose, respetivamente. Por sua vez, cerca de 70% das células expostas apenas
a DMSO encontram-se viaveis, tal como esperado, enquanto 28% apresenta morte
celular por apoptose e 1% por necrose (Figura 3.4 e Tabela 3.4). Relativamente a
doxorrubicina, verifica-se que cerca de 55% das células estdo viaveis, enquanto 34%

morreram por apoptose e 11% por necrose (Figura 3.4 e Tabela 3.4).
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Ao normalizar os resultados obtidos para os compostos com os obtidos para o
DMSO, obteve-se uma percentagem de células apoptdticas 2,5x superior para os
compostos V22 e V26 e 1,7x superior no composto Y. Portanto, é possivel afirmar que
estes compostos de vanadio atuam induzindo a morte celular por apoptose, obtendo-se

niveis de apoptose superiores aos dois controlos positivos (Tabela 3.4).

Através da analise da Figura 3.4 e Tabela 3.4 também se verifica que a quantidade
de células em necrose foi bastante baixa em todas as condi¢des estudadas, exceto para
as células expostas a doxorrubicina (~11%), uma vez que este composto é conhecido por
provocar morte celular por necrose®® . Dado que a morte celular por necrose esta
associada a processos de inflamacdo, visto que neste processo ocorre libertacdo do
conteudo celular para o exterior*, os compostos V22, V26 e Y demonstram um bom

potencial terapéutico ao atuarem sobretudo por apoptose.

3.4.2. Analise da expressao de proteinas anti- e pré-apoptéticas

por Western Blot

Atualmente, muitos dos farmacos utilizados em quimioterapia erradicam as células
tumorais através da ativagao da morte celular por apoptose, como o caso do irinotecano
e do 5-FU, muito utilizados no tratamento do CRC.*! Por sua vez, a apoptose pode ser

ativada pela via extrinseca ou intrinseca.

As proteinas BAX e BCL-2 fazem parte da familia de proteinas BCL-2 que
desempenham um papel fundamental na ativacao/inibicdo da via intrinseca da apoptose,
desencadeada pela disfuncdo mitocondrial. A BAX é uma proteina pro-apoptotica, dado
que promove a libertacao do Citocromo C da matriz mitocondrial e, consequentemente,
auxilia a ativagdo de sucessivas caspases, resultando na ativacao da apoptose. A BCL-2
impede a BAX de promover a libertagdo do Citocromo C, limitando assim a ativagdo da

apoptose via mitocéndria, o que culmina na sobrevivéncia da célula.®> %7 % 1%

Quando ocorre um aumento da expressao da proteina BAX comparativamente a
expressao da proteina BCL-2 é promovida a morte celular por apoptose. Por outro lado,
uma maior expressao da proteina BCL-2, comparativamente aos niveis proteicos de BAX,
resulta na sobrevivéncia da célula. Desta forma, o equilibrio destas duas proteinas €

importante na determinacdo do destino celular.® %1%

Assim sendo, a indugdo de apoptose pelos compostos V22 e V26 foi averiguada

através da técnica de Western Blot, ao se analisarem os niveis de expressao das proteinas
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BAX e BCL-2 e o racio BAX/BCL-2 resultante (Figura 3.5). Foi ainda analisada a expressdo
da proteina PARP1 clivada, uma proteina que participa na reparacdo do DNA e que é

clivada por caspases durante o processo de morte celular por apoptose™" %2,

A determinacao dos niveis de apoptose por Western Blot ndo foi realizada para o
composto Y, uma vez que, dada a maior dificuldade da técnica, esta se aplicou apenas
aos compostos que tinham demonstrado um maior indice de seletividade nos resultados
de viabilidade celular (Sec¢ao 3.2: Figura 3.1, Figura 3.2 e Tabela 3.1 — compostos V22 e
V26).

Os resultados de Western Blot para os compostos V22, V26 e para o controlo de

0,1% DMSO encontram-se no Anexo A.7.
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Figura 3.5 — Niveis de expressdo relativa das proteinas BAX (A) e BCL-2 (B) em células HCT116-
DoxR apés exposicdo ao ICso dos compostos V22 e V26 ou a 0,1% DMSO, durante 48 horas. Os
niveis de expressdo de cada proteina foram normalizados relativamente a um controlo com B-
actina. C) Racio BAX/BCL-2. Os resultados foram normalizados relativamente ao controlo (0,1%
DMSO) apds uma primeira normalizagdo com B-actina. Os dados estdo expressos como a média
+ SEM (ns=estatisticamente nao significativo; ***p<0,001; **** p-value<0,0001).

De acordo com os resultados apresentados na Figura 3.5 — A) e B), observa-se um

aumento da expressdo das proteinas BAX e BCL-2 aquando da exposicao das células
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HCT116-DoxR ao composto V22, comparativamente aos niveis destas proteinas
apresentados pelo controlo. No entanto, apesar de se verificar um aumento da expressao
de ambas as proteinas nas células expostas ao composto V22, é de salientar que o nivel
de expressao da proteina BCL-2 é superior ao nivel da proteina BAX. Por outro lado, nas
células expostas ao composto V26, verificou-se um grande aumento da expressdo da
proteina BAX e uma diminui¢do da expressao da proteina BCL-2 comparativamente aos

niveis de expressao destas proteinas observados no controlo de DMSO (Figura 3.5).

Observando os racios BAX/BCL-2 presentes na Figura 3.5 — C), é possivel verificar
que o composto V26 exibe um racio superior a 1, de aproximadamente 3x superior ao
controlo, contrariamente ao composto V22, que apresenta um racio BAX/BCL-2 préximo
de 1. Estes resultados permitem indicar que o composto V26 induz a ativagao da via
intrinseca da apoptose em células HCT116-DoxR, enquanto o composto V22 parece ndo
induzir a apoptose através da via mitocondrial, o que leva a possibilidade de este induzir

a via apoptotica extrinseca.

Como referido anteriormente, também foram analisados os niveis de expressdo da
proteina PARP1 clivada (Figura 3.6) nas células HCT116-DoxR expostas aos compostos
V22 e V26 e ao controlo de 0,1% DMSO. As bandas de expressdao da proteina PARP1

obtidas para os compostos V22, V26 e para o controlo encontram-se no Anexo A.7.
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Figura 3.6 — Niveis de expressao relativa da proteina PARP1 clivada em células HCT116-DoxR apés
exposicao ao |Csp dos compostos V22 e V26 ou a 0,1% DMSO, durante 48 horas. Os resultados
foram normalizados relativamente ao controlo (0,1% DMSO) apds uma primeira normalizacdo
com B-actina. Os dados estdo expressos como a média + SEM (**** p-value<0,0001).

Os resultados obtidos na Figura 3.6 demonstram um aumento dos niveis de
expressao da proteina PARP1 nas células HCT116-DoxR expostas aos compostos V22 e

V26 de cerca de 5x e 8x, respetivamente, face ao controlo de 0,1% DMSO. Estes dados
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confirmam os resultados observados na Figura 3.4 da Seccao 3.4.1 (Marcagao com Alexa
Fluor 488-Anexina V e IP) e a inducdo de apoptose com a ativacdo das caspases efetoras
do processo. E de salientar que este aumento da expressdo da PARP1 é mais significativo
para as células HCT116-DoxR expostas ao composto V26 comparativamente ao
composto V22, o que vai ao encontro dos resultados apresentados na Figura 3.4 da
Seccao 34.1.

Para confirmar que o composto V26 atua pela via intrinseca da apoptose e que o
composto V22 ndo atua segundo esta via, também foi realizado um ensaio de detecdo

da alteracdo do potencial de membrana mitocondrial por citometria de fluxo.

3.4.3. Alteracao do potencial de membrana mitocondrial

A alteragdo do potencial de membrana mitocondrial (AYM) é um parametro
frequentemente utilizado como indicador do estado funcional das células'®, uma vez
que a mitocondria desempenha um papel intermediario fundamental na ocorréncia da

morte celular por apoptose'®.

Sabe-se que a maior parte da sintese de ATP nas células eucaridticas ocorre na
mitocdndria através da fosforilagdo oxidativa. Ora, este processo consiste no transporte
de eletroes entre dadores e aceitadores de eletrOes através de uma série de reacdes
redox, gerando-se assim um gradiente eletroquimico, que por sua vez impulsiona a

sintese de ATP e gera a formacdo do potencial de membrana mitocondrial.”®

No entanto, em casos de exposicao da célula a compostos que apresentem alguma
citotoxicidade, pode ocorrer a alteracdo da permeabilidade mitocondrial, através da
perturbacdo de macromoléculas localizadas na mitocondria e, fatores como o Citocromo
C, fator indutor da apoptose e procaspases, podem ser libertados para o citosol,
resultando na indug¢do da apoptose. Nestes casos, ocorre uma perda do gradiente

eletroquimico e consequente alteracdo do potencial mitocondrial.'% 04 1

Desta forma, o estudo da alteragdo do AWM é importante para compreender o
estado funcional da mitocondria e averiguar a possibilidade da morte celular pela via
intrinseca da apoptose. Para tal, foi realizado um ensaio de citometria associado a uma
sonda fluorescente, o marcador catidonico JC-1 (iodeto de 5,5,6,6'-tetracloro-1,1',3,3'
tetraetilbenzimidazolcarbocianina), que permite a avaliagdo do comportamento
mitocondrial, indicando se a membrana da mitocondria se encontra hiperpolarizada ou

despolarizada.'® 1%

68



Este ensaio consiste na capacidade do marcador JC-1 entrar na mitocondria e
mudar as suas propriedades fluorescentes de acordo com a agregacao da propria sonda.
Em células saudaveis, em que a mitocondria se encontra polarizada, a sonda JC-1 ira
acumular-se no seu interior e formar complexos conhecidos como J-agregados, que
emitem uma intensa fluorescéncia vermelha na zona dos 590 nm. No entanto, em células
com alteracbes do AWM, em que a mitocdndria se encontra despolarizada, JC-1 ndo
consegue permanecer na mitocondria e sai para o citoplasma, acumulando na forma
monomeérica e emitindo fluorescéncia verde com um méaximo de absorvancia na zona
dos 530 nm. Assim, alteracdes do AWM sdo refletidas pelo nivel de agrega¢do da sonda
e através da técnica de citometria de fluxo podem ser determinados os valores de
intensidade das fluorescéncias vermelha e verde. Por fim, a razdo das intensidades de
fluorescéncia vermelha/verde pode ser utilizada para indicar a polarizacdo ou a

despolarizagdo da membrana mitocondrial (Figura 3.7)."% '
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Figura 3.7 — Alteracdo do potencial mitocondrial de células HCT116-DoxR apds exposicdo ao ICso
dos compostos V22, V26 e Y, durante 48 horas. 0,1% (v/v) DMSO foi usado como veiculo de
controlo, 5 uyM cisplatina e 6 uM doxorrubicina foram utilizadas como controlos positivos. Os
dados estdo expressos como a média + SEM de dois ou mais ensaios independentes
(ns=estatisticamente nao significativo; *p<0,05; ***p<0,001).

Os resultados apresentados na Figura 3.7 demonstram que os trés compostos V22,
V26 e Y induzem a alteracdo do potencial mitocondrial, encontrando-se a membrana da
mitocdndria num estado despolarizado. No entanto, apenas a despolariza¢do da
membrana mitocondrial provocada pelo composto V26 é estatisticamente significativa,
comparativamente ao controlo de 0,1% (v/v) DMSO, apresentando este composto um
racio de intensidade de fluorescéncia vermelha/verde de aproximadamente 0,69 (Figura
3.7).
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Assim, tal como esperado no caso da exposicao das células ao composto V26,
ocorre a alteracao do potencial e da permeabilidade da membrana mitocondrial, o que
resulta na libertacdo de proteinas, como o Citocromo C, para o citosol, e na ativagdo da
via intrinseca da apoptose tal como descrito na Figura 3.5 da Seccéo 3.4.2. Estas proteinas
pro-apoptoticas vao participar na ativacdo de cascatas de caspases com posterior
clivagem das moléculas alvo, tal como a PARP1, que estdo associadas ao processo de

morte celular por apoptose (Figura 3.6 — Seccdo 3.4.2).% 1%

Por outro lado, os dados relativos aos compostos V22 e Y sugerem que estes
compostos ndo promovem a morte celular através da ag¢do da BAX/BCL-2, como ja se
tinha verificado na Figura 3.5 da Seccdo 3.4.2 (para o composto V22). Uma vez que nas
seccOes 34.1 e 342 (Figura 34 e Figura 3.6, respetivamente), estes compostos
apresentaram a inducao de apoptose, pode estar aqui envolvida uma via alternativa de
apoptose, nomeadamente a via extrinseca®’, que podera ir ao encontro da ligeira
alteracdo do potencial de membrana mitocondrial (Figura 3.7). A via extrinseca da
apoptose é ativada por sinais recebidos por recetores de morte presentes na membrana

da célula que ativam depois a caspase-8 e -10.%

Desta forma, para confirmar a possibilidade de os compostos V22 e Y atuarem
segundo a via extrinseca da apoptose, poder-se-ia avaliar a atividade da caspase-8

depois da exposicio das células a estes compostos.*®

3.4.4. Caspase-8

Dado que a caspase-8 é uma caspase iniciadora da via apoptoética extrinseca,
avaliou-se a sua atividade depois das células HCT116-DoxR serem expostas ao composto

V2z2.

Assim, utilizou-se o substrato cromogénico IETD-pNA, resultante da conjugacgao
entre o péptido IETD (lle-Glu-Thr-Asp) e o cromoforo p-nitroanilide (pNA), que ao ser
clivado pela caspase-8 liberta o pNA, que pode ser detetado pela medicdo da
absorvancia a 400 nm."® Caso o composto V22 provoque morte celular através da via
apoptotica extrinseca, é suposto ocorrer um aumento da absorvancia a 400 nm
relativamente a amostra controlo, o que correspondera a um aumento da atividade da

caspase-8 que é traduzida na clivagem do substrato IETD-pNA.

Os resultados obtidos neste ensaio estao representados na Figura 3.8.
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Caspase-8

Figura 3.8 — Atividade da caspase-8 apos exposicdo das células HCT116-DoxR ao ICso do
composto V22 durante 48 horas. 0,1% (v/v) DMSO foi utilizado como veiculo de controlo e 5 uM

Cisplatina como controlo positivo. Os resultados foram normalizados relativamente ao controlo
(0,1% DMSO).

De acordo com os resultados obtidos na Figura 3.8, é possivel verificar que as
células HCT116-DoxR quando expostas ao composto V22 apresentam um nivel de
caspase-8 superior ao nivel apresentado depois da exposicdo a 0,1% DMSO. No
seguimento dos resultados obtidos anteriormente nas sec¢oes 3.4.1, 3.4.2 e 3.4.3, estes
dados vém confirmar que o composto V22 provoca a morte celular através da via

extrinseca da apoptose.

No entanto, dado que sé foram realizados duplicados, seria necessario repetir este
ensaio de modo a confirmar os resultados e obter um valor mais preciso para a atividade

da caspase-8 nas células HCT116-DoxR.

3.4.5. Autofagia

Para além da analise de morte celular por apoptose e necrose ja referidas
anteriormente, também se procedeu a analise de inducao de morte celular por autofagia

pelos compostos V22, V26 e Y.

A autofagia € um processo catabolico ativado face a condi¢bes adversas, como
privacdo de nutrientes e hipoxia, de forma a restaurar a homeostasia celular.>’ Por sua
vez, a exposicao celular aos compostos de vanadio pode ser suficiente para desencadear

este processo de morte celular.
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Para verificar a atividade autofagica das células HCT116-DoxR depois da sua
exposicdo aos compostos de vanadio em estudo, foi realizado um ensaio de citometria
de fluxo em que se utilizou uma sonda fluorescente (" Green Stain Solution 7X") com a
capacidade de marcar vacuolos autofagicos ao emitir fluorescéncia na regidao dos 488

nm.%

Os resultados obtidos estdo representados na Figura 3.9. Adicionalmente, como
controlo positivo, foi utilizada uma solucao de 1500 nM Rapamicina, um indutor de

autofagia.®® A concentracdo de Rapamicina foi otimizada para a linha celular em estudo.
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Figura 3.9 - Inducdo de autofagia em células HCT116-DoxR apos exposi¢do ao ICso dos compostos
V22,V26 e Y, durante 48 horas. 0,1% (v/v) DMSO foi utilizado como veiculo de controlo, enquanto
5 uM Cis, 6 yM Dox e 1500 nM Rapamicina foram utilizadas como controlos positivos. Os dados
estdo expressos como a média + SEM de dois ou mais ensaios independentes (***p<0,001; ****p-
value<0,0001).

Analisando os resultados representados na Figura 3.9, é possivel verificar que todos
os compostos de vanadio analisados (V22, V26 e Y) induzem o processo de autofagia
nas células HCT116-DoxR. Comparando estes resultados com o controlo negativo de
0,7% DMSO, é de salientar que todos os compostos de vanadio induzem a via de

autofagia em cerca de 2,3x mais do que o controlo.

De acordo com estes e com todos os resultados obtidos anteriormente nas seccdes
3.4.1 (Figura 3.4), 3.4.2 (Figura 3.5 e Figura 3.6), 3.4.3 (Figura 3.7) e 3.4.4 (Figura 3.8) é

possivel chegar a algumas conclusdes:
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e O composto V26 induz a morte das células HCT116-DoxR através dos processos
de autofagia e apoptose. A via de apoptose segundo a qual este composto atua

€ a via intrinseca.

e O composto V22 atua segundo a ativacao dos processos de apoptose, pela via

extrinseca, e autofagia.

e O composto Y também atua segundo os processos de autofagia e apoptose
(Figura 3.9 e Figura 3.4, respetivamente). No entanto, uma vez que nao se realizou
Western Blot nao é possivel afirmar se este composto segue a via intrinseca ou
extrinseca da apoptose. Apesar de no ensaio de alteracdo do potencial
mitocondrial se observar uma ligeira despolarizagdo da mitocondria (Figura 3.7)
e esta ndo ser estatisticamente significativa, poder-se-ia realizar a técnica de
Western Blot para verificar os niveis de expressdo das proteinas BAX, BCL-2 e
PARP1.

3.4.6. Producao de espécies reativas de oxigénio

As ROS sdao constantemente produzidas nas células a uma taxa controlada,
atuando como moléculas sinalizadoras em varios processos fisiologicos, como a divisdo
celular, inflamagéo, morte celular, etc. Estas espécies consistem em radicais livres
derivados do oxigénio, O, como o aniao superoxido (O,7), o peroxido de hidrogénio
(H20,), o radical hidroxilo (OH"), entre outros, e a sua proveniéncia pode ser enddégena

ou exdgena.>" 17

Endogenamente, as ROS sdo principalmente produzidas na mitocéndria, como
consequéncia da respiracdo aerObia. Exogenamente, estas moléculas surgem da

exposicdo a poluicdo, radiacio, xenobidticos, tabaco e élcool.”’

Normalmente os niveis destas moléculas sdo contrabalangados por sistemas
antioxidantes enddgenos, no entanto, niveis excessivamente elevados podem causar
stress oxidativo e consequente oxidacdo de lipidos, DNA e proteinas, podendo originar
a interrupcao da funcao celular e a ativacao de processos de morte celular programada,

como a autofagia e a apoptose.*® %7 108

Deste modo, procedeu-se a quantificacdo do nivel de ROS presente nas células
HCT116-DoxR depois da sua exposicao aos compostos de vanadio em estudo, de forma
a compreender a influéncia que estes compostos podem ter na producao destas espécies

oxidantes.
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Para tal, foi utilizada a sonda 2',7'-diacetato de diclorohidrofluoresceina (H.DCF-
DA), que difunde nas células e é deacetilada por esterases celulares, originando uma
molécula nao fluorescente. Dentro da célula, essa molécula é oxidada por ROS e origina
entdo a molécula fluorescente 2',7'-diclorofluoresceina (DCF) que emite na regido dos

530 nm e pode ser detetada por citometria de fluxo.'”

Na Figura 3.10 estdo representados os resultados obtidos no ensaio de detecao de
ROS para os trés compostos de vanadio avaliados. Como controlo positivo foi utilizada
uma solucao de 42 uM TBHP, que corresponde ao seu valor de ICso para a linha tumoral

HCT116-DoxR, ja determinado anteriormente (Anexo A.8).
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Figura 3.10 — Producéo de ROS em células HCT116-DoxR ap6s 48 horas de exposi¢do ao 1Cso dos
compostos V22, V26 e Y. 0,1% (v/v) DMSO foi utilizado como veiculo de controlo e 42 uM TBHP,
5 uM cisplatina e 6 pM doxorrubicina como controlos positivos. Os dados estdo expressos como
a média + SEM de dois ou mais ensaios independentes (***p<0,001; **** p-value<0,0001).

De acordo com os resultados observados na Figura 3.10, verifica-se que os trés
compostos de vanadio (V22, V26 e Y) induziram a producdo de ROS nas células HCT116-
DoxR, tendo-se obtido valores 2,5x, 2,6x e 2,4x respetivamente, superiores aos valores
do controlo de DMSO. Interessantemente, nas amostras celulares expostas aos trés
compostos de vanadio também se verifica uma maior producdo de ROS relativamente
ao controlo positivo, TBHP. A Dox e a Cis também apresentam um elevado nivel de
producao de ROS, no entanto, os valores obtidos sao ligeiramente inferiores aos valores

obtidos na presenca dos compostos de vanadio.

A elevada producao de ROS pelas células HCT116-DoxR depois da sua exposicao
aos compostos de vanadio pode levar a indugdo de stress oxidativo com alteracbes na

mitocdndria que resultem na disrupcao do AWM e, consequentemente, na ativacao da
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>1.107.110 " como verificado anteriormente, nas

morte celular por apoptose e/ou autofagia
seccOes 3.4.1 (Figura 3.4) e 3.4.5 (Figura 3.9). No seu conjunto, estes resultados estdo em
concordancia com os resultados anteriores, uma vez que os trés compostos apresentam

inducdo de produgdo de ROS e de morte celular por apoptose e autofagia.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 3.10, também se verifica uma
maior inducdo de producao de ROS pelo composto V26. Estes resultados vao de
encontro aos resultados da Figura 3.4 e da Figura 3.7, onde se demonstrou que este
composto induzia bastante apoptose e atuava segundo a via intrinseca da mesma. A via
intrinseca da apoptose pode ser desencadeada por stress celular, o qual pode ocorrer
devido a acumulacio de ROS no interior da célula*® '%’. Desta forma, a producio de ROS
pelas células HCT116-DoxR aquando da sua exposicdo ao composto V26 resulta num
aumento do stress oxidativo sentido pelas mesmas e podera originar uma alteragdo do
potencial e da permeabilidade da membrana mitocondrial, o que pode causar a
libertacdo de moléculas pré-apoptoticas para o citosol e a consequente ativacao da

apoptose via mitocondria.

3.5. Internalizacdo celular dos compostos pelo método de
ICP-AES

De forma a avaliar a internalizagdo dos compostos de vanadio V22, V26 e Y pelas
células HCT116-DoxR, recorreu-se a técnica de ICP-AES, a qual permite avaliar
quantitativamente o metal presente em cada amostra e, portanto, analisar se os
compostos em estudo sdo de facto internalizados pelas células e em que quantidade

essa internalizacdo ocorre.'

Deste modo, foi possivel verificar a quantidade de vanadio internalizado pelas
células HCT116-DoxR apos 3 horas de exposicdo a 10x ICso dos compostos de vanadio
em estudo, tendo-se observado que enquanto os compostos V22 e V26 tiveram valores
de internalizagdo de aproximadamente 100%, o composto Y internalizou cerca de 53,2%
nas células. Tais resultados indicam que os trés compostos (V22, V26 e Y) foram
internalizados pelas células HCT116-DoxR, tendo-se verificado uma maior internalizagdo
dos compostos V22 e V26 em relacdo ao composto Y, o que vai ao encontro dos
resultados de viabilidade e a um valor de ICso mais baixo para os compostos V22 e V26

comparativamente ao composto Y (Figura 3.1 e Tabela 3.1).
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3.6. Progressao do ciclo celular

O ciclo celular corresponde a um conjunto de eventos responsaveis pelo
crescimento e divisao celular. Ao longo de todo o ciclo celular existem checkpoints que
permitem controlar e garantir que a divisdo celular s6 ocorre na presenca de condicbes
favoraveis. Por sua vez, a citotoxicidade de compostos metalicos pode estar associada a
danos no DNA que podem ativar estes checkpoints e resultar na paragem do ciclo

celular. Caso o dano n&o seja reparado, pode ocorrer a morte da célula.® #'

Assim, na tentativa de verificar o potencial citostatico dos compostos de vanadio,
foi avaliada a sua interferéncia na progressao do ciclo celular. Para tal, procedeu-se a
quantificacdo do conteido de DNA em cada fase do ciclo celular (GO/G1, S e G2/M) por
citometria de fluxo. Utilizou-se IP, um marcador que possui a capacidade de se intercalar
com o DNA e que emite fluorescéncia na regido dos 488 nm. Desta forma, quanto maior
a quantidade de DNA, maior a fluorescéncia emitida pelo IP. Uma vez que a quantidade
de DNA duplica entre as fases G1 e G2, a intensidade de fluorescéncia emitida pelo IP

também duplicara.'> "3

Neste ensaio, utilizou-se uma solucdo de timidina que permite bloquear as células
na fase S do ciclo celular. Assim, realizou-se um duplo bloqueio das mesmas, com o
objetivo de garantir que todas as células se encontravam na mesma fase do ciclo celular
antes da sua exposicdo aos compostos metalicos.""> ''® Foram estudados os efeitos dos
compostos V22 e V26 na progressao do ciclo celular 3, 9, 24 e 32 horas depois da

exposicao das células ao ICso dos compostos (Figura 3.11).
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Figura 3.11 — Progressdo do ciclo celular em células HCT116-DoxR ap6s 3, 9, 24 e 32 horas de
exposicao ao ICsp dos compostos V22 e V26, e a 5 uM cisplatina e 6 yM doxorrubicina. 0,1% (v/v)
DMSO foi utilizado como veiculo de controlo. Os dados estdo expressos como a média + SEM de
pelo menos dois ensaios independentes (ns=estatisticamente ndo significativo; *p<0,05).

Depois de analisar a Figura 3.11, verifica-se que apenas ocorreu interferéncia na
progressao do ciclo celular depois das células HCT116-DoxR serem expostas a 5 pM
cisplatina, o que ja seria de esperar uma vez que a cisplatina é um composto citostatico.®’
Tal é confirmado pela quantidade de células presente nas fases GO/G1 e G2/M na
amostra de controlo (0,1% DMSO) face a amostra contendo cisplatina, as 9, 24 e 32 horas

do ensaio.

Apesar de ser esperado que a Dox provocasse uma paragem do ciclo celular na
fase G2/M'*, o que também j4 foi verificado em dados obtidos no laboratério por

5 ha linha tumoral A2780, tal ndo se verificou na

Catarina Rodrigues e Beatriz Carvalho
exposicdao das células HCT116-DoxR a 6 pM Dox. Estes resultados podem ser
consequéncia da linha celular utilizada ser resistente a Doxorrubicina e da concentracdo
de Dox utilizada ndo ser suficiente para interferir com a progressado do ciclo celular, uma

vez que ja foi verificado, no laboratoério por Catarina Rodrigues (resultados ainda nédo
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publicados), que a exposicao de células HCT116-DoxR a 12 yM de Dox provocava a

paragem do ciclo celular na fase G2/M.

Por outro lado, ndo parece ter ocorrido nenhuma paragem ao longo do ciclo
celular nas células expostas aos compostos V22 e V26 na concentracao estudada (ICso),

o que demonstra que estes compostos ndo sao citostaticos nesta concentragao.

3.7. Metastizacao e angiogénese

Existe uma grande necessidade de se descobrirem novos farmacos que
apresentem um bom potencial anti-metastatico, uma vez que a metastizagdo € a
principal causa de morte por cancro.''® Para tal, sdo necessarios ensaios in vitro
apropriados para identificar farmacos que inibam a migracao celular, uma caracteristica
do potencial metastatico das células cancerigenas.'” Um dos ensaios de migracdo mais
conhecidos é o ensaio de cicatrizagdo de feridas, ou “Wound healing assay”, que permite
estudar o movimento celular /n vitro e determinar se o farmaco em estudo tem potencial
anti-metastatico.”"” '"® Embora este ensaio no reproduza a complexidade observada in
vivo na totalidade, o baixo custo e o facil e rapido procedimento experimental tornaram-

no bastante atrativo.'"?

Por outro lado, a formagdo de novos vasos sanguineos (angiogénese) ao redor do
tumor é determinante para o seu desenvolvimento, uma vez que um aumento da
angiogenese possibilita a nutricdo das células cancerigenas e a invasdao dos tecidos
adjacentes pelo tumor."® 1'% 120 portanto, um dos principais objetivos do tratamento do
cancro é impedir que ocorra o excesso de angiogénese, uma vez que se pretende evitar
o desenvolvimento e a formagdo de metastases pelo tumor. Desta forma, o
desenvolvimento de novos farmacos com potencial anti-angiogénico representa uma

abordagem chave para melhorar o tratamento do cancro.”

Para tal, foi avaliado o papel dos compostos de vanadio no processo de
angiogenese atraves do ensaio ex-ovo CAM. A CAM é uma membrana extraembrionaria
da galinha e é frequentemente utilizada para o estudo da angiogénese /n vivo, devido a

possuir uma alta densidade de vasos sanguineos e linfaticos.'’
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3.7.1. Ensaio de migracéao celular

No ensaio de migragao celular é gerada uma regido sem células, a qual é exposta
aos compostos em estudo, e ao longo de 24 horas é analisada a migracao celular que se

baseia na capacidade das células proliferarem e voltarem a preencher a lacuna formada

anteriormente.”"’

Os resultados obtidos no ensaio de migragao celular encontram-se na Figura 3.12.

Como veiculo de controlo foi utilizado 0,1% DMSO (v/v).
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Figura 3.12 — Migracao celular de fibroblastos apds 24 horas de exposi¢ado ao ICso dos compostos
V22,V26 e Y, oua 0,4 uM Dox. 0,1% (v/v) DMSO foi utilizado como veiculo de controlo. Os dados
estdo expressos como a média t SEM de dois ou mais ensaios independentes
(ns=estatisticamente nao significativo).

De acordo com a Figura 3.12, verifica-se que todos os compostos induziram uma
percentagem de remissao da ferida ligeiramente inferior a apresentada pelo controlo,
nao se revelando estes valores estatisticamente significativos. Pode-se assim afirmar que
estes trés compostos ndo possuem potencial anti-metastatico na sua concentragdo de

ICs0. No entanto, o facto de ndo potenciarem a metastizacdo pode ser encarado como

um fator positivo.

Poder-se-ia investigar se a terapéutica combinada destes compostos alterava

alguma das suas propriedades, como o caso do seu potencial anti-metastatico.""’
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3.7.2. Ensaio ex-ovo CAM

O ensaio ex-ovo CAM consiste na analise de certas zonas vascularizadas da
membrana corioalantdica de um embrido de galinha. Inicialmente colocam-se o-rings
cobrindo zonas vascularizadas da membrana e expdem-se essas regides aos compostos
requeridos. Sdo depois tiradas fotos as 0, 24 e 48 horas ap0s a exposi¢do aos compostos
em estudo e é contado e comparado o numero de vasos sanguineos existentes a cada

hora.
Os resultados obtidos para o ensaio ex-ovo CAM encontram-se na Figura 3.13.
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Figura 3.13 - Formacdo de novos vasos sanguineos apos exposicdo do embrido de galinha ao ICso
dos compostos V22, V26 e Y, durante 24 e 48 horas. Os valores representados foram normalizados
ao numero de veias terciarias obtidas apds exposicdo ao controlo (0,1% DMSO) e ao numero de
veias terciarias obtidas no o-ring correspondente, as Oh de incubagdo no mesmo embrido. O valor
de 100% refere-se a amostra de 0,1% (v/v) DMSO em PBS 1x. Rosa — V22; Verde — V26; Amarelo
- Y; Simbolos: Bolas — 24 horas; Triangulos — 48 horas. ns=estatisticamente nao significativo;
*p<0,05.

Com base na Figura 3.13, verifica-se que apenas o composto V26 parece ter algum
potencial anti-angiogénico apds as 24 horas de exposicao. No entanto, as 48 horas de
exposicao do embrido de galinha ao composto V26, a percentagem de novos vasos

sanguineos formados aumenta e o potencial anti-angiogénico ja nao se verifica.

Os resultados obtidos as 48 horas indicam que os compostos V22, V26 e Y ndo
interferem na formacdo de novos vasos sanguineos, nao demonstrando potencial anti-
/pré-angiogénico na sua concentragdo de ICso. Nao obstante, a incubagdo por 24 horas

com o composto V26 parece ser promissora em termos de efeitos anti-angiogénicos.

Adicionalmente, verificou-se que a exposi¢do de 48 horas a concentragao de 1Cso
dos compostos de vanadio em estudo ndo apresentou toxicidade para os embrides,

dado a sua sobrevivéncia durante todo o periodo do ensaio.
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4.CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

O cancro corresponde a um conjunto de doencas caracterizado pela proliferagcéo
descontrolada de células anormais que resultam na formacdo de uma massa tumoral,
podendo eventualmente invadir outros locais do organismo para além do local do tumor
primario. O niUmero de novos casos de cancro tem vindo a aumentar, principalmente
devido ao crescimento e envelhecimento populacional, sendo que no ano de 2020, o

cancro colorretal foi o cancro com a maior taxa de incidéncia em Portugal.

Ao longo dos ultimos anos tém surgido avangos nas areas da investigacao e da
medicina, o que tem culminado em melhores terapéuticas e num maior nimero de
diagndsticos precoces. Desde a descoberta da cisplatina em 1965 que se tém utilizado
inUmeros compostos com centro metalico na area da quimioterapia, tendo estes
contribuido para uma melhoria no tempo de sobrevida e de sobrevivéncia ao cancro, no
entanto também tém surgido algumas adversidades. Um dos maiores problemas
associados a utilizagdo destes compostos é a sua baixa especificidade para células
tumorais, o que culmina em efeitos adversos para o doente e na impossibilidade de
submeter estes doentes a elevadas doses de quimioterapia de forma a erradicar de vez
o tumor. Outro problema consiste na resisténcia a quimioterapia, dado que as células
tumorais conseguem encontrar formas de escape a este tipo de tratamento. Com isto,
tem-se verificado uma necessidade cada vez maior de encontrar novos compostos que

possam contornar estes obstaculos.

Este trabalho foi assim realizado no ambito de estudar o potencial antiproliferativo
de novos complexos com centro metalico de Vanadio (IV) em linhas celulares de
carcinoma colorretal sensivel (HCT116) e resistente a doxorrubicina (HCT116-DoxR),

carcinoma de ovario (A2780) e ainda em fibroblastos humanos.

Desta forma, foram realizados ensaios de citotoxicidade que demonstraram um
elevado potencial citotdéxico dos compostos V22, V26 e Y principalmente na linha de
carcinoma colorretal resistente a doxorrubicina. Os valores de ICso destes compostos em
células HCT116-DoxR foram assim de 0,1613 uM, 0,1701 uM e 1,260 uM, respetivamente.
A citotoxicidade dos compostos de vanadio também foi analisada em células ndo
tumorais (fibroblastos), onde se verificou que os compostos mencionados V22, V26 e Y
eram cerca de 19x, 24x e 7x mais seletivos para células HCT116-DoxR do que para células
nao tumorais. Assim, de todos os compostos testados, em todas as linhas celulares

testadas, escolheram-se estes trés compostos para prosseguir com os restantes estudos
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biologicos, e neste caso em células HCT116-DoxR, dada a sua relevancia clinica -

linhagem multirresistente a doxorrubicina.

Com o objetivo de comparar o potencial antiproliferativo dos compostos V22, V26
e Y em culturas celulares 2D e 3D, também foram realizados ensaios de citotoxicidade
em esferoides de células HCT116-DoxR. O composto que demonstrou um maior
potencial citotoxico foi o composto V26 (ICs0=3,14 pM), seguido pelo composto V22
(IC50=3,46 pM) e, por fim, pelo composto Y (ICso=11,73 uM), sendo estes valores de cerca
de 22x, 18x e 9x, respetivamente, superiores relativamente aos valores de ICso destes
compostos em culturas celulares 2D. A utilizacao de culturas 3D de esferoides teve como
objetivo mimetizar com uma maior semelhanca os tumores /n vivo e, portanto, inferir de
uma forma mais fidedigna a concentracdo que induz a perda de viabilidade celular num

sistema 3D.

Foi também avaliada a internalizacdo celular destes compostos de vanadio pelo
método de ICP-AES, onde se verificaram valores de internalizacao pelas células HCT116-
DoxR de cerca de 100% para os compostos V22 e V26, e de 53,2% para o composto Y.
Estes resultados demonstraram que o valor de internalizacdo do composto pelas células
HCT116-DoxR poderia estar correlacionado com os resultados de viabilidade celular,
onde uma menor internalizacao estaria associada a um valor de ICso superior (composto
Y) e uma maior internalizagdo estaria associada a um menor valor de ICsp (composto V22
e V26).

Depois de se determinarem quais 0os compostos com maior potencial citotoxico,
procedeu-se a avaliagdo dos mecanismos que levaram a perda de viabilidade celular,
analisando-se inicialmente o potencial apoptdtico destes complexos através do ensaio
de dupla marcacdo com Alexa® Fluor 488-Anexina V e lodeto de Propidio. Este ensaio
permitiu averiguar que os compostos V22, V26 e Y induzem um aumento das células
apoptoticas em solucao face ao controlo negativo (DMSO), revelando que estes trés
complexos atuam assim segundo a via de morte celular por apoptose. De modo a
analisar qual a via apoptotica (intrinseca ou extrinseca) envolvida na morte celular
causada por estes complexos, analisou-se a expressao de proteinas anti- e pro-
apoptoticas como a BCL-2, BAX e PARP1, onde se observou que o composto V22 incitava
uma diminuicdo do racio BAX/BCL-2 relativamente ao controlo, e o composto V26
induzia um aumento deste racio. Para além disso, verificou-se ainda um elevado nivel de
expressao da proteina PARP1 nas amostras de células HCT116-DoxR expostas a ambos

estes compostos. Tais observagdes serviram assim para concluir que o composto V26
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induz a apoptose através da via intrinseca, enquanto o complexo V22 muito
provavelmente atua segundo a via apoptética extrinseca, dado que este exibiu um racio
BAX/BCL-2< 1 e uma elevada expressao de PARP1, um dos principais marcadores de
PCD por apoptose. Para confirmar estes resultados, realizaram-se ensaios de alteragdo
do potencial da membrana mitocondrial, onde se verificou que apenas o composto V26
despolarizou a mitocondria de forma estatisticamente significativa, comprovando assim
a sua ativacao da via intrinseca da apoptose. Por outro lado, analisou-se a atividade da
caspase-8, uma caspase iniciadora da via extrinseca da apoptose, onde se verificou um
aumento da atividade desta caspase em células expostas ao composto V22,
relativamente a células expostas apenas ao controlo de DMSO. Tais resultados
permitiram confirmar que o composto V22 atua através da ativagdo da via extrinseca da
apoptose. Relativamente ao composto Y, verificou-se que este apesar de possuir um
elevado potencial apoptotico, ndo parece atuar segundo a via intrinseca da apoptose,
em virtude dos resultados obtidos no ensaio de alteracdo do potencial de membrana
mitocondrial. No entanto, dado que nao foi realizado nenhum ensaio de Western Blot
para este composto, ndo é possivel confirmar a respetiva via de apoptose. A atuagdo de
complexos de vanadio pela via de morte celular por apoptose ja tinha sido descrita

anteriormente, tal como verificado em Choroba, K., et al, (2020).'*

Analisou-se ainda se estes compostos também poderiam ativar algum outro
mecanismo de morte celular, nomeadamente a autofagia. Os resultados demonstraram
que a exposicdo das células HCT116-DoxR aos trés compostos (V22, V26 e Y), induziu
cerca de 2,3x mais a producdo de células autofagicas do que a exposicao de células
HCT116-DoxR ao controlo negativo de DMSO, demonstrando assim que para além
destes compostos atuarem segundo a via de apoptose, também atuam segundo o
processo de autofagia, tal como ja descrito para outros complexos de vanadio em
Sutradhar, M., et al, (2019)"%3,

Procedeu-se depois a quantificacdo dos niveis de ROS presentes em células
HCT116-DoxR depois da sua exposicao aos compostos de vanadio em estudo, de forma
a verificar se este seria um dos modos destes compostos despoletarem a morte celular.
Verificou-se entdo que todos os compostos induziram a producdo de ROS num nivel
bastante superior ao verificado para o controlo negativo, demonstrando assim que a
ativacao das vias de morte celular por apoptose e autofagia pode estar relacionada com
a inducdo de stress oxidativo, tal como ja observado para outros compostos de vanadio
em Choroba, K., et a/, (2020)'*? e Sutradhar, M., et al, (2019)'%.
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Foram também realizados ensaios para verificar o potencial citostatico dos
compostos de vanadio em estudo, onde se verificou que os compostos V22 e V26 nao
interferem com a progressao do ciclo celular na sua concentracao de ICsg, e ensaios para
verificar o potencial metastatico e angiogénico dos compostos de vanadio. De forma a
avaliar a interferéncia destes compostos na migracao celular, foi testada a migracdo
celular de fibroblastos depois da sua exposicdo aos compostos V22, V26 e Y, onde se
verificou que todos eles incitam a migragdo celular na mesma medida que o controlo
negativo, ndo apresentando assim potencial anti-metastatico. Adicionalmente, no ensaio
ex-ovo CAM, um ensaio /n vivo realizado em embrides de galinha, foi analisado o
potencial angiogénico dos trés compostos de vanadio, V22, V26 e Y. Verificou-se que
ap6s 24 horas de exposicdo, apenas o composto V26 induziu a diminuicdo da
percentagem de novos vasos sanguineos formados, no entanto o mesmo ndo se
verificou passadas as 48 horas de exposicao a este composto. Tal permitiu concluir que
dos trés compostos de vanadio estudados (V22, V26 e Y), apenas o V26 parece ter um
efeito anti-angiogénico na sua concentracdo de ICso, apds as 24 horas de exposicao.
Verificou-se também que a exposicdo de 48 horas a concentragdo de ICso destes

compostos de vanadio ndo interfere com a sobrevivéncia dos embrides de galinha.

Em termos de perspetivas futuras, poderiam ser realizados estudos adicionais de
forma a complementar os resultados ja obtidos. Primeiramente, deveria ser repetido o
ensaio de analise da atividade da caspase-8 para o composto V22, dado que este ensaio
so foi realizado uma vez, de forma a obter resultados estatisticamente significativos.
Depois, seria interessante determinar com maior precisao qual o mecanismo de morte
celular ativado pelo composto Y. Para tal, poderia ser realizado um Western Blot para as
proteinas BAX, BCL-2 e PARP1, de forma a verificar se este composto despoleta a
apoptose através de uma via dependente de caspases e se essa via poderia ser a via

apoptotica intrinseca.

Poderiam ser realizados ensaios de interacdo dos compostos com o DNA, de forma
a verificar se estes compostos possuem potencial genotodxico. Dada a elevada producao
de ROS pelas células HCT116-DoxR depois de expostas a estes compostos de vanadio,
conforme verificado anteriormente, é possivel que a molécula de DNA seja danificada.
Ensaios de interacdo dos compostos com a BSA também poderiam ser interessantes, de
forma a obter informagdes sobre a solubilidade e disponibilidade destes compostos /n
vivo. Para além destes, seria Util realizar uma analise protedmica, de modo a analisar a

interferéncia destes complexos em varias vias celulares.
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Por fim, os objetivos propostos para o presente projeto foram alcancados e os
resultados obtidos parecem promissores para prosseguir com estudos /n vivo. Caso a
investigacdo continue com estudos /n vivo, seria interessante tentar desenvolver um
sistema de entrega destes compostos as células, como por exemplo a sua conjugacao
com nanoparticulas, de forma a diminuir os efeitos adversos destes compostos (como
foi verificado pelo seu baixo ICso em fibroblastos) e para tentar aumentar a sua

solubilidade, que muitas vezes € um dos principais contratempos verificados /n vivo.
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A. ANEXOS

A.1  Curva de calibracdo padrao
0.4 y = 0.0002x + 0.0627
R? = 0.9992
£
§ 0.3+
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2
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.2 0 l—‘
0.0 T T T 1
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Figura A.1 — Curva de calibragdo de BSA (0-1500 ug/mL) realizada com recurso ao kit Pierce 660
nm Protein Assay. A extrapolacdo da concentracdo proteica de cada amostra foi realizada através

da equacdo y=0,0002x+0.0627.

A.2 Constituicao do gel de SDS-PAGE

Tabela A.1 — Constituicdo do gel de 10% de poliacrilamida em condi¢des desnaturantes (SDS-
PAGE).

Reagentes Gel de Resolucdo | Gel de Concentracao Marca
H,0 destilada 5 mL 34 mL FCT-UNL
Acrilamida/Bisacrilamida 25 mL 830 L Merck, Alemanha
(37,5:1)
Tampao de
= ~ 2,5mL 630 pL FCT-UNL
concentracao/resolucao 4x
SDS 20% 25 uL 25 uL VWR, Europa
APS 10% 100 pL 50 pL Amresco, EUA
Sigma, St.Louis,
TEMED 10 pL 5 L UM

A.3 Montagem do Sistema de transferéncia

Catodo ( -)

Tampdo Catodo

— Papel ]/
Direcdo da
¢ A de filtro[ Gel
transferéncia _
Papel ——— Membrana
ape ]\\ R
de filtro [ Tampao Anodo

2 folhas com Tamp3o Anodo | (Baixo)
+ 1 folha com Tamp3&o Anodo Il (cima)

Anodo (+)

Figura A.2 — Representacdo esquematica da montagem do sistema de transferéncia. (Adaptado
de LI-COR 2009).'#
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A4 Solubilidade e estabilidade dos compostos — Espetros de

absorcao
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Figura A.3 — Espetros de absorcao de solu¢ées com 50 pM de composto em meio de cultura RPMI
(previamente diluidos em DMSO) a diferentes tempos de incubagéo: 0 horas (vermelho), 24 horas
(azul) e 48 horas (verde).
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A.5 Ensaios de viabilidade celular nas linhas HCT116 e A2780
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Figura A4 — Viabilidade de células HCT116 apds exposicdo a diferentes concentracdes dos
compostos de vanadio em estudo, durante 48 horas. 0,1% (v/v) DMSO foi utilizado como veiculo
de controlo. Os dados estdo expressos como a média + SEM de pelo menos dois ensaios
independentes (ns=estatisticamente nao significativo; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p-
value<0,0001).
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A2780 A2780
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Figura A.5 — Viabilidade de células A2780 apods exposicdo a diferentes concentracdes dos
compostos de vanadio em estudo, durante 48 horas. 0,1% (v/v) DMSO foi utilizado como veiculo
de controlo. Os dados estdo expressos como a média + SEM de pelo menos dois ensaios
independentes (ns=estatisticamente nao significativo; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p-
value<0,0001).
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A6 Ensaios de viabilidade celular na linha HCT116-DoxR apés

exposicao aos ligandos dos compostos de vanadio em estudo
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Figura A.6 — Viabilidade de células HCT116-DoxR apos exposicdo a diferentes concentragdes dos
ligandos dos compostos de vanadio em estudo, durante 48 horas. 0,1% (v/v) DMSO foi utilizado
como veiculo de controlo. Os dados estdo expressos como a média + SEM de pelo menos dois
ensaios independentes (ns=estatisticamente ndo significativo; *p<0,05; **p<0,01; ****p-
value<0,0001).
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A7 Bandas de expressdao das proteinas BAX, BCL-2 e PARP1 por
Western Blot

Tabela A.2 — Bandas de expressdo das proteinas BAX, BCL-2 e PARP1 clivada, apds 48 horas de
exposicao das células HCT116-DoxR ao ICsq dos compostos V22 e V26. 0,1% (v/v) DMSO foi usado
como veiculo de controlo.

BAX BCL-2 PARP1

0,1% DMSO “

V22

A.8 Viabilidade das células HCT116-DoxR apds exposicdo ao
composto TBHP

TBHP
1209

Viabilidade Celular (%)
& 8 8 8
1 1 | 1

[
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(=]

01 1 3 6 10 20 40 50
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Figura A.7 - Viabilidade das células HCT116-DoxR apos exposicao a diferentes concentragdes de

TBHP, durante 48 horas. 0,1% (v/v) DMSO foi utilizado como veiculo de controlo. Os dados estdo
expressos como a média = SEM de um ensaio bioldgico.
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