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Resumo

O cancro continua a ser uma das doencas mais letais do mundo, apesar da profunda compreenséo
da doenca e do desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas. Assim, o desenvolvimento de
novas moléculas que inibam seletivamente o crescimento de células tumorais, com menos efeitos
secundarios e/ou resisténcia, é ha varios anos o foco na quimioterapia. Neste trabalho, é relatada a
atividade antiproliferativa de um novo composto, tris(pirazolil)metanosulfonato de prata (Ps35), bem

como 0 seu mecanismo de acdo em células tumorais.

Os ensaios de viabilidade foram realizados em duas linhas tumorais humanas, nomeadamente numa
linha derivada de um carcinoma do ovario e noutra derivada de um carcinoma colorretal e numa linha
normal de fibroblastos, permitindo a caracterizacdo do potencial antiproliferativo do Ps35. Os
resultados mostraram que o composto tem um efeito citotdxico superior e com maior seletividade

para a linha do carcinoma de ovario.

A atividade antiproliferativa observada foi devida a indugdo de morte celular por apoptose,
provavelmente pela via extrinseca, e autofagia. Estudos de interagdo de DNA demonstraram que o
Ps35 interage com o DNA, sem induzir genotoxicidade ou bloquear a progresséo do ciclo celular. A
analise de protedmica revelou que a maioria das proteinas identificadas esta envolvida na apoptose e
regulacdo da resposta ao stress, corroborando os resultados anteriores sobre a morte das células do

carcinoma de ovario.

Palavras-chave: Cancro, Quimioterapia, Metalofarmacos, Prata, Citotoxicidade






Abstract

Cancer is still one of the deadliest diseases worldwide despite the deep understanding of the disease
and the development of new therapeutic approaches. Thus, the development of novel molecules that
maybe selectively inhibit the growth of cancer cells, avoid side effects and/or acquired resistance has
long been the focus in chemotherapy. Here, we report the antiproliferative activity of a new compound,

silver(l) tris(pyrazolyl)methanesulfonate (Ps35), as well as its mechanism of action in cancer cells.

Viability assays were performed in ovarian, colorectal cancer cell lines and normal human fibroblasts,
allowing the characterization of the antiproliferative potential of Ps35. Results showed that Ps35 has a

higher cytotoxic effect as well as higher selectivity for the ovarian carcinoma cell line.

The observed antiproliferative activity was due to the induction of cell death by apoptosis, probably via
the extrinsic pathway and autophagy. DNA interaction studies demonstrated that Ps35 interacts with
DNA, however without causing genotoxicity or cell cycle arrest. Proteomics analysis revealed that the
majority of the identified proteins are involved in apoptosis and stress response regulation,

corroborating the previous results about ovarian carcinoma cells death.

Keywords: Cancer, Chemotherapy, Metallodrugs, Silver, cytotoxicity
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1. Introducéo

1.1. Cancro

Em adulto, o corpo humano é composto por aproximadamente 10 células, sendo a grande maioria
destas sujeitas a processos de divisdo e diferenciacdo. Para que estes processos ocorram
eficazmente é necessario um controlo preciso na multiplicagdo celular. Este é conseguido através de
uma rede de mecanismos complementares que governam a proliferacdo e a morte celular (Weinberg
2013; Bertram 2001). Assim qualquer fator que altere este balango tem o potencial de variar o nimero
de células num 6rgédo ou tecido particular. Apés varias geragfes, a multiplicagdo descontrolada de um
conjunto de células num determinado local sera clinicamente detetada como uma neoplasia (Bertram
2001).

O cancro, que representa um grupo de doencas caracteristico dos organismos multicelulares
superiores, é definido como um crescimento anormal de células, num determinado tecido/érgao,
originado por uma desregulacdo entre a proliferacdo e a morte celular que, com o passar do tempo,
ird eventualmente evoluir numa populagéo celular com capacidade de invadir tecidos circundantes e
mais tarde metastizar (Pecorino 2012; Ruddon 2007). Causa uma morbidade significativa e, ndo

sendo tratado, acabara por levar a morte do individuo (Ruddon 2007).

1.2. Distribuic&o, Incidéncia e Mortalidade

A Organizacdo Mundial de Saude (World Health Organization, WHO) estima que em 2015 o cancro
foi responsével pela morte de 8,8 milhdes de pessoas globalmente. Isto significa que 1 em cada 6

pessoas morreram de cancro nesse ano (World Health Organization 2018).

O cancro é uma das principais causas de morte tanto nos paises desenvolvidos como nos paises em
desenvolvimento. Todos 0s anos o numero de casos aumenta, seja devido ao crescimento da
populagdo ou ao seu envelhecimento. Este aumento de incidéncia € particularmente notado nos
paises em desenvolvimento, onde reside 82% da populagdo mundial (Torre et al. 2015). Em geral, as
taxas de incidéncia para todos os tipos de cancro sdo duas vezes superiores nos paises
desenvolvidos, quando comparadas com as taxas nos paises em desenvolvimento. No entanto, a
taxa de mortalidade nos paises desenvolvidos é apenas 8 a 15% superior & dos paises em
desenvolvimento. Esta disparidade reflete principalmente as diferencas nos perfis do cancro e o
acesso a tratamento. Por outro lado, outra causa para esta disparidade € o fato de nos paises em
desenvolvimento o cancro ser muitas vezes detetado em fazes tardias do desenvolvimento (Torre et
al. 2015).

Quanto a incidéncia, certos tipos de cancro sdo mais predominantes de paises desenvolvidos ou em
desenvolvimento. Exemplos disto sao o cancro da préstata, da mama, colorretal e dos pulmdes, cujas
taxas sdo varias vezes superiores nos paises desenvolvidos comparativamente a estas nos paises

em desenvolvimento. Por outro lado, o cancro do figado, do estbmago e cervical € mais comum em



paises menos desenvolvidos, sendo estes casos atribuidos predominantemente a infeges (Torre et
al. 2015).

Na Europa, estima-se que em 2012 existiram mais de 3,4 milhdes de novos casos de cancro, onde
1,8 milhdes ocorreram em homens e 1,6 milhdes em mulheres (Ferlay et al. 2013). O cancro com
maior incidéncia foi o cancro da mama, seguido pelo cancro colorretal, dos pulmdes e da préstata,
sendo que estes quatro tipos de cancro em conjunto representam metade das estimativas do cancro
na Europa (figura 1.1) (GLOBOCAN 2012). Por outro lado, nos homens os mais comuns sitios
primarios foram a préstata seguido dos pulmdes, colorretal e bexiga, enquanto que nas mulheres o
cancro da mama foi de longe a neoplasia mais detetada, seguido do colorretal e do Utero
(GLOBOCAN 2012). Ainda em 2012, estima-se que morreram 1,75 milhdes de pessoas devido ao
cancro, tendo o cancro do pulméo representado a causa de morte mais frequente, seguido do cancro
colorretal, da mama e do estomago (figura 1.1) (Ferlay et al. 2013). Os valores da taxa de mortalidade
na Europa devido a cancro todos os anos se agravam sendo estimado que morram por cancro, em
2018, 765 mil homens e 617 mil mulheres (Malvezzi et al. 2018).

Incidéncia Mortalidade

Outros
30%

Colorretal Outros
13% 31%

Melanoma___| R|:n
3% ) 3% _
Corpo . — Bexiga

Uterino Pancreas_/ : 3% Leucemia_—
9 . 3%
3% Rim mago Bexiga

o Préstata Figado rostata Pancreas
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Figura 1.1 — Incidéncia e mortalidade na Europa em 2012 para os mais comuns tipos de cancro. (Adaptado de
GLOBOCAN 2012).

Quanto a Portugal, este segue a tendéncia da Europa, existindo um aumento regular da incidéncia de
cancro a uma taxa de aproximadamente 3% ao ano, sendo o cancro do pulméo a neoplasia com uma

maior taxa de mortalidade (Direcao-Geral da Salde 2017).

1.2.1. Carcinomado Ovario

O carcinoma do ovario € uma das neoplasias mais letais, com cerca de 239 mil casos novos e 152 mil
mortes, por ano mundialmente. A maioria dos casos € na Europa do Leste e Central, Estados Unidos

da América e Canada. Devido ao facto de os sintomas serem vagos e de dificil percecdo, um



diagnéstico em fase inicial é bastante dificil e s0 cerca de 25% dos cancros sao detetados num
estado localizado. Assim a doenca tipicamente diagnosticada em estados tardios apresenta uma taxa
de sobrevivéncia a 5 anos de, unicamente, 29% (Brett M. et al. 2017).

1.3. Causas

As células tumorais sdo caracterizadas por alterag6es na expressao de multiplos genes, sendo que
sdo estas alteracdes que causam a desregulacdo do programa normal de divisdo e diferenciacao
(Ruddon 2007). Estas alteracdes podem ser hereditérias ou adquiridas durante a vida. Assim as
causas do cancro sdo classificadas em dois grandes grupos: internas ou externas (referidas como
causas ambientais) (American Cancer Society 2016; National Cancer Institute 2004).

A classificacdo como causa interna esté relacionada com fatores genéticos ou seja a aquisi¢do de
mutagbes somaticas ou nalguns casos mutacdes na linha germinativa e portanto hereditérias e
altera¢c8es nos niveis hormonais e imunitarios (American Cancer Society 2016). No entanto, a grande
maioria das mutac¢des causadoras de cancro ndo sdo internas, ocorrendo devido a exposicdo a
determinados fatores ambientais que induzem alteracbes genéticas, os chamados agentes
carcinogéneos. Estes fatores ambientais potencialmente causadores de cancro sdo geralmente
escolhas que se fazem no dia-a-dia como: fumar cigarros, o consumo sistematico de alcool,
excessiva exposi¢do a radiac@o ultravioleta, falta de exercicio ou uma dieta pobre (Pecorino 2012;
National Cancer Institute 2004). Outros fatores ambientais, dificeis de evitar, incluem a exposicdo a
determinados farmacos, radiagcdo, agentes infeciosos e quimicos que podem estar presentes no ar,
agua ou comida. Por fim, estas duas causas (genética e ambiental) podem ainda interligar-se quando
determinadas alteracdes genéticas contribuem para o aumento da suscetibilidade a carcinogéneos
ambientais. Por exemplo, uma alteracdo genética pode diminuir a capacidade de determinado

individuo eliminar um carcinogéneo do sangue (National Cancer Institute 2004).

1.4. Biologia do Cancro

De um ponto de vista clinico, o cancro representa um grande grupo de doengas que variam na idade
de aparecimento, taxa de crescimento, estado de diferenciagcdo celular, desenvolvimento aquando a
detecdo no diagnédstico, capacidade de invasdo, potencial de metastizacdo, resposta a terapia e
progndstico (Weinberg 2013). Mas, de um ponto de vista molecular e de biologia celular, o cancro
representa um numero relativamente pequeno de doencas, causadas por defeitos moleculares
semelhantes no funcionamento celular e que resultam dos mesmos tipos de alteracdes aos genes de
uma célula. Em dltima andlise, o cancro € uma doenca genética pois todos os cancros tém alguma

alteracao na expressao ou fung¢éo de um gene (Ruddon 2007).

A organizacgdo celular dos tecidos dos eumetazodrios tornou possivel a evolugdo de uma imensa
diversidade de formas anatémicas. Muita desta diversidade pode ser relacionada com o facto das
células — unidades que estdo na base da formac&o dos tecidos e 6rgdos — serem dotadas de uma

grande autonomia e versatilidade. A grande maioria das células do organismo é portadora de um



genoma completo, possuindo muito mais informacdo do que uma célula precisara para cumprir as
suas funcbes. Além disso, muitas retém a capacidade de crescer e dividir mesmo apds o
desenvolvimento do organismo estar completo (Weinberg 2013). Assim, por um lado, esta
manutencao da capacidade proliferativa e participacdo na morfogénese torna possivel a manutencao
dos tecidos num organismo adulto durante a sua vida toda. Por outro lado, esta versatilidade e
autonomia de que as células sdo dotadas apresentam também um grave perigo, pois estas podem
ganhar acesso a informacéo nos seus genomas que normalmente lhes seria negada, e assim assumir
fungdes inapropriados para o normal funcionamento do tecido onde estéo inseridas, como € o caso

no cancro (Weinberg 2013).

Existem varios mecanismos pelos quais pode ocorrer alteracdo da expressao genética. Podem-se dar
via uma alteracdo direta ao DNA (como mutacBes em genes, translocacdes cromossomais,
amplificacbes, delecbes, perda de heterozigotia, perda de imprinting genémico) ou via uma
transcricdo ou traducdo anormal (Ruddon 2007). No entanto, o resultado final sera sempre um
desequilibrio entre a proliferacdo e morte celular que levara a uma expansdo do tecido tumoral
(Pecorino 2012). Com isto em mente, o cancro é geralmente considerado uma doenca do
envelhecimento, uma vez que a taxa de incidéncia aumenta exponencialmente entre os 40 a 80 anos.
Pensa-se que este facto esta relacionado com o efeito combinado da acumulagdo de alteracdes
genéticas, aumento do silenciamento epigenético de genes, disfuncdo dos telémeros e alteracdo do

estroma dos tecidos (Ruddon 2007).

Existem trés classes de genes que ao sofrerem alguma das alteracdes referidas anteriormente
induzem o processo de carcinogénese, nomeadamente oncogenes, genes supressores de tumores e
genes de estabilidade (Pecorino 2012; Vogelstein and Kinzler 2004). No entanto tem de se ter sempre
presente que ndo é uma Unica mutacdo num gene de alguma destas classes que ir4 causar cancro,
pois as células tém multiplos mecanismos que as protegem contra os efeitos potencialmente letais de
mutacdes genéticas. Assim, s6 quando existem varios genes afetados € que h& o potencial de se

desenvolver um cancro (Vogelstein and Kinzler 2004).

Mutacdes em proto-oncogenes tornam estes genes em oncogenes constitutivamente ativos ou
passam a ativos em condi¢cdes que o gene wild-type ndo ficaria. Geralmente uma mutacdo soméatica
num dos alelos de um proto-oncogene é suficiente para conferir vantagem seletiva no crescimento da
célula (Pecorino 2012). Os genes supressores de tumores séo o contrario dos oncogenes em relagéo
as alteracdes genéticas, no sentido em que uma mutacao nesse tipo de genes reduz a atividade do
produto do gene. Também contrariamente aos oncogenes, com 0s genes supressores de tumores é
geralmente requerido que ocorram mutacdes nos dois alelos, materno e paterno, para a célula ganhar
uma vantagem seletiva (Pecorino 2012). No entanto j& existem casos descritos de haploinsuficiencia,
ou seja, sO ocorreu mutacdo num dos alelos sendo que o outro se encontrava funcional, mas a célula
conseguiu desenvolver algum nivel de vantagem seletiva (Philipp-Staheli, Payne, and Kemp 2001;
Konishi et al. 2011). A um nivel fisiolégico, mutacdes em oncogenes e genes supressores de tumores
operam de forma similar: eles conduzem o processo neoplasico por aumento de células tumorais,

através da estimulacao de divisdo celular ou por inibicdo de morte celular (Vogelstein and Kinzler



2004). Por fim, a terceira classe de genes consiste nos genes de estabilidade, os quais promovem o
desenvolvimento de cancro de uma forma completamente diferente quando mutados. Esta classe
inclui genes responsaveis por reparar erros ocasionais que se dao aquando a replicacdo do DNA ou
erros induzidos por agentes mutagénicos. Inclui também genes que controlam largas porcfes dos
cromossomas, como genes responsaveis pela recombinacdo meibtica ou segregacdo dos
cromossomas (Vogelstein and Kinzler 2004). Estes genes de estabilidade mantém as alteracfes
genéticas num minimo e assim, quando sofrem altera¢des que os inativa, as mutagfes noutros genes
vao aumentar a taxas bastante elevadas. Quando isto ocorre, todos os genes tém o potencial de
sofrer mutagdes, mas s6 mutagdes nos oncogenes e nos genes supressores de tumores, que afetam
0 crescimento celular, podem conferir vantagem seletiva a célula. Como com 0s genes supressores
de tumores, também nos genes de estabilidade é necessario que os dois alelos sejam inativados por

mutacao (Vogelstein and Kinzler 2004).

Em 2000, Hanahan e Weinberg propuseram seis propriedades distintas e complementares
relacionadas com o crescimento tumoral e a sua metastizagdo, de forma a proporcionar uma
fundacdo para a compreensdo da biologia do cancro. As seis propriedades propostas foram:
proliferagdo independente de sinais de crescimento, insensibilidade a sinais inibidores de
crescimento, evasdo a morte celular programada (apoptose), potencial replicativo ilimitado, indugéo
de angiogénese e, por fim, capacidade de invadir tecidos adjacentes e metastizar (Hanahan and
Weinberg 2000).

Alguns anos mais tarde, os mesmos autores propuseram duas novas propriedades: reprogramacéao
do metabolismo energético e capacidade de evasdo ao sistema imunitario (Hanahan and Weinberg
2011). Assim, segundo estes autores, o cancro adquire estas oito propriedades funcionais que
permitem as células tumorais sobreviver, proliferar e disseminar (figura 1.2). Estas propriedades sao
adquiridas em diferentes tumores por mecanismos distintos, e em diferentes periodos durante os
vérios passos da carcinogénese (Hanahan and Weinberg 2011). Estes autores referem ainda duas
caracteristicas que podem vir a auxiliar o cancro a adquirir as oito propriedades mencionadas (figura
1.2), sendo a caracteristica, mais proeminente, o desenvolvimento da instabilidade genémica nas
células tumorais. Esta gera mutag8es aleat6rias, incluindo rearranjos cromossomais, e pensa-se que,
além de ser central no desenvolvimento neoplasico, também esta na base do desenvolvimento de

resisténcia aos agentes quimioterapéuticos. A segunda caracteristica refere-se a capacidade do

tumor de promover inflamacéo (Hanahan and Weinberg 2011; Floor et al. 2012).
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Figura 1.2 - Representacao das caracteristicas adquiridas pelas células cancerigenas propostas por Hanahan e
Weinberg. (Adaptado de Hanahan and Weinberg 2011).

1.4.1. Carcinogénese

Independentemente do nimero de mutagfes envolvidas no processo de carcinogénese é Util pensar
neste processo como ocorrendo em trés fases bem definidas: iniciagcdo, promocgéo e progresséo (Pitot
1993; Moolgavkar and Luebeck 2003). Na primeira fase, iniciacdo, uma célula com capacidade de
replicar (célula estaminal ou uma célula parcialmente diferenciada) adquire mutag@es, que lhe permite
escapar da homeostasia que controla o crescimento celular e lhe conferem uma vantagem seletiva.
Na segunda fase, fase de promoc¢éo, a célula que entrou em iniciagdo comeca um processo de
expanséo clonal localizada, que ir4 desenvolver uma populacao de células que partilham as mesmas
caracteristicas. A partir desta fase, as células vao acumulando altera¢des genéticas. Com o tempo,
uma destas alteracdes fara com que a célula passe a ter um fendtipo maligno, sendo que quando isto
ocorre entramos ha terceira fase, progressado. Nesta fase ocorre a expanséao clonal do tumor para
outros locais, ou seja, ocorre a metastizacéo: distribuicdo e crescimento das células tumorais noutros

orgaos (Moolgavkar and Luebeck 2003; Vogelstein and Kinzler 2004).

De acordo com a forma como se da o desenvolvimento do tumor existe um critério que segrega 0s
tumores em duas categorias gerais, dependendo do seu grau de agressividade no crescimento.
Assim, os tumores que crescem localmente sem invadir tecido adjacente sdo classificados como
benignos. Os que invadem os tecidos adjacentes e distribuem-se pelo organismo em metastases séo
classificados como malignos (Pecorino 2012). Normalmente, as células que formam o tumor maligno
estdo num estado menos diferenciado quando comparado com as células normais que formam o
tecido de onde sao originadas. Por outro lado, as células do tumor benigno tém tendéncia a manter
um fenotipo mais proximo as células normais do tecido. Esta distingdo entre tumor benigno e maligno

€ crucial para determinar o tratamento e prognostico apropriado para o individuo que tem o tumor,



pois na grande maioria dos casos um tumor primario em crescimento € benigno e nao ira causar dano
no hospedeiro, sendo que mortes causadas por estes tipos de tumores séo relativamente incomuns.
A grande mortalidade relacionada com o cancro deriva dos tumores malignos devido a sua

capacidade de desenvolver metastases (Weinberg 2013; Pecorino 2012).

O evento critico que torna um tumor benigno, com um crescimento estavel mas lento, num tumor
mais agressivo e de rapido crescimento ndo esta bem definido, mas esta conversdo passa sem
davida pela vascularizagdo do tumor. Enquanto os tumores sdo pequenos estes conseguem obter os
nutrientes e oxigénio necessario por difusdo, mas a medida que se da o crescimento e progressao do
tumor, esta forma de obtencdo de nutrientes torna-se limitativa. Neste ponto critico, os tumores
podem desenvolver a capacidade de induzir o crescimento de capilares a partir do tecido normal que
os rodeia, processo ao qual se da o nome de angiogénese (Bagherpoorfard and Soheili 2018; Jiang
and Liu 2010). Este é um processo normal no desenvolvimento do organismo, sendo regulado por um
balanco entre moléculas pré e anti angiogénicas. Assim, de modo a iniciar este processo, as células
tumorais produzem sinais extracelulares pré-angiogénicos, como por exemplo o fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF), formando-se um sistema vascular estruturalmente e funcionalmente
anormal, desorganizado e dilatado, com um fluxo sanguineo cadtico e variaveis zonas de hipoxia
(Carmeliet and Jain 2000; Jiang and Liu 2010). Apesar da vascularizagdo do tumor ndo ser completa,
a que ocorre é o suficiente para permitir um aumento da proliferacéo celular que ir4 favorecer o
aparecimento de novos subtipos celulares com um fenétipo maligno (figura 1.3). Assim o tumor passa
a crescer muito mais rapidamente comecando a comprimir tecidos adjacentes e eventualmente
metastizar (Ruddon 2007). O potencial metastatico de cada tumor esta relacionado com a capacidade
de invasdo de uma subpopulacdo de células e a aptidao que essas células tém de se estabelecer
noutro local do organismo. Assim as células tumorais podem atingir outro local do corpo, diretamente
invadindo cavidades corporais, como por exemplo o espacgo peritoneal ou podem criar metastases
noutros locais, por invasédo de vasos sanguineos ou linfaticos (figura 1.3). Tanto a nivel molecular
como a nivel celular a criagdo de metastases é idéntica a transi¢do epitélio-mesenquima que ocorre
na embriogénese: as células tumorais comegam por ter uma reducdo na adeséao intercelular, devido a
menor expressao de E-caderinas, deixando de ter a forma cuboide tipica de um epitélio. Isto leva ao
destacamento destas células do tumor primério que passam a adquirir um fendtipo mével. No
estroma comecam a expressar metaloproteinases na sua superficie, promovendo a degradacédo da
matriz extracelular. Quando estas células mdéveis atingem vasos sanguineos iniciam um processo
denominado de intravasao, ou seja, as células tumorais entram nos vasos sanguineos ou nos vasos
linfaticos. Na circulagcdo, as células precisam sobreviver até atingirem um local onde conseguem
aderir ao vaso sanguineo e sair deste processo denominado de extravasdo. No novo tecido, as
células tém de comecar a proliferar e manter este crescimento formando uma micrometastase pré-
angiogénica (figura 1.3). De forma a tornar-se macroscépico tem de desenvolver vasos sanguineos
para conseguir manter o seu crescimento (Weinberg 2013; Wirtz, Konstantopoulos, and Searson
2011; Chambers, Groom, and MacDonald 2002).
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Figura 1.3 - Representacao dos principais passos no processo metastatico. (Adaptado de Wirtz 2011).

1.4.2. Regulacéo do ciclo celular

Nos eucariotas, as ceélulas dividem-se quando um determinado estimulo, como fatores de
crescimento ou hormonas (sinais mitogénicos), ativam a divisao celular. A progresséo do ciclo celular
passa por quatro fases distintas: GO/G1, S, G2 e M sendo este um processo altamente organizado e
regulado que assegura uma duplicagdo correta do material genético e da célula. A passagem pelas
diferentes fases é controlada por varias cinases dependentes de ciclinas (CDK). A atividade das CDK
requer a ligacédo da ciclina complementar e da ocorréncia de fosforilagdo num local especifico. Esta
atividade é fortemente controlada: é induzida por sinais mitogénicos e pode ser inibida pela ativacao

dos checkpoints do ciclo celular em resposta a um dano ao DNA (Otto and Sicinski 2017).

Em adulto, a maioria das células dos tecidos encontra-se numa fase estacionaria do ciclo celular,
nomeadamente na fase GO, sendo que esta fase pode ser transiente ou permanente. Se for
transiente, as células reentram no ciclo celular e diz-se que estdo na fase G1. Os complexos: ciclina-
D — CDK4, ciclina-D — CDKB®, ciclina-E — CDK2 e ciclina-A — CDK2 regulam a progressao do ciclo
pelas diferentes fases (figura 1.4). A proteina retinoblastoma (Rb) é um substrato crucial dos
complexos ciclina — CDK, sendo sequencialmente fosforilada por estes e dependendo do local de
fosforilacdo pode dar continuidade ao ciclo ou bloquea-lo em G1. A proteina Rb pode ligar-se a
proteinas da familia E2F o que inativa a sintese do DNA, bloqueando a progressédo do ciclo para a
fase S. De modo a ocorrer a progressdo do ciclo celular, a proteina Rb é hiperfosforilada o que a
impede de ligar com as proteinas E2F, pelo que a célula entra na fase S (onde ocorre a duplicagdo do
material genético). A progresséo do ciclo da fase G2 para a M é regulada pela ciclina-B — CDK1. Este
complexo estd inativo durante a fase G2 devido a fosforilacdo da CDK1 pelas proteinas WEEL (do
inglés: Weel-like protein kinase) e Mytl (do inglés: Membrane-associated tyrosine- and threonine-
specific cdc2-inhibitory kinase). Por fim, o ciclo avanca para a mitose quando o complexo ciclina-B —
CDK1 é ativado pela fosfatase CDC25C (Otto and Sicinski 2017; Dickson 2014; Stewart, Westfall, and
Pietenpol 2003).
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Figura 1.4 - Representacdo das fases do ciclo celular e dos complexos CDK/ciclinas que sdo ativados nas
respectivas fases, assim como os checkpoints envolvidos na regulacéo do ciclo celular. (Adaptado de Otto 2017).

O controlo do ciclo celular é feito principalmente em trés checkpoints, mecanismos que foram
desenvolvidos pelas células eucariotas e retém a célula de progredir no ciclo celular em caso de
erros. Assim as células podem ser retidas transientemente nos checkpoints do ciclo celular e reparar
0 dano celular ou, se este dano for irreparavel é ativada a morte celular programada. O checkpoint
G1-S inibe as células na fase G1 do ciclo (Figura 1.4). Quando as células sdo expostas a agentes
genotoxicos a transcricdo do inibidor p21 é ativada pelo fator de transcricdo p53 (do inglés: cellular
tumor antigen p53). O p2l1 liga-se e inativa o complexo ciclina-E — CDK2 o que resulta na
hipofosforilagdo da proteina Rb, com o consequente bloqueio do ciclo celular. O checkpoint G2 ira
bloguear as células em G2 (Figura 1.4), impedindo a progresséo para a mitose. Neste caso, quando
ocorre um dano ao DNA as proteinas ATM (do inglés: ataxia telangiectasia mutated) e ATR (do
inglés: ataxia telangiectasia and Rad3-related) impedem a progresséo do ciclo celular, por inibicdo da
CDK1. Por fim, no checkpoint do fuso mitético (Figura 1.4) é monitorizada a ligagdo entre os
microtUbulos que formam o fuso e os cromossomas. No caso de erros é atrasada a segregacdo dos
cromossomas até que o erro no fuso mitético seja corrigido (Barnum and O’Connell 2014; Ruddon
2007).

No cancro existem alteragcdes fundamentais na regulacdo da divisdo celular que resultam numa
proliferac@o celular sem controlo. Em células normais os produtos dos proto-oncogenes atuam em
diferentes niveis ao longo das vias que estimulam a proliferacao celular, e assim, quando mutados,
promovem um aumento na divisdo celular. Quando os genes supressores de tumores (como RB e o
TP53) sdo mutados, essa mutacdo resulta em proteinas disfuncionais, que levam a uma
incapacidade por parte da célula de bloquear a progresséo do ciclo celular (Vermeulen, Bockstaele,
and Berneman 2003).



1.4.3. Mecanismos de Morte Celular

Durante muitos anos, a comunidade cientifica pensava que o crescimento descontrolado observado
em tumores era devido, unicamente, a uma perda de controlo sobre a divisdo celular. No entanto, a
taxa de crescimento dos tumores ndo se correlacionava com o racio de divisdo celular observado.
Assim, esta observagdo sugeriu que o racio de morte celular, bem como outros fatores, poderiam

desempenhar um papel igualmente importante no crescimento tumoral (Ruddon 2007).

A morte celular programada requer uma interacdo complexa entre trés importantes processos:
apoptose, necrose e autofagia. Estas trés formas de morte celular invariavelmente decidem o destino
celular: onde a apoptose e a necrose contribuem sempre para a morte celular, a autofagia pode
induzir a morte da célula, mas também ter um papel onde permite a sua sobrevivéncia (Ouyang et al.
2012). Estas formas de morte celular programada séo facilmente distinguidas por diferencas
morfologicas e bioquimicas. Na apoptose a célula comeca por perder contacto com as células
vizinhas e a diminuir o seu volume, adquirindo um formato redondo. O citoplasma torna-se mais
denso e os organelos compactados, enquanto no ndcleo a cromatina condensa e agrega. Ocorre a
fragmentacéo do ndcleo e a membrana plasmatica comeca a formar vesiculas com o material celular
no seu interior. Estas vesiculas acabam por se separar formando os corpos apoptéticos que vao ser
eliminados por macréfagos. A morte celular por necrose sempre foi considerada um processo
acidental e incontrolavel. Este é o caso quando a célula é sujeita a uma hipéxia severa, temperaturas
extremas ou pressdes mecanicas. No entanto, foram descobertos mediadores chave (como a cinase
RIP, do inglés: receptor-interacting protein) que induzem este processo quando ativados. Assim,
quando esta morte é induzida, as células perdem a integridade da membrana, com a consequente
perda das estruturas celulares e aumento do volume dos organelos. Todo o material intracelular é
libertado para o meio extracelular levando a uma resposta inflamatéria por parte do sistema
imunitario. A autofagia € um mecanismo catabdlico de regulacdo onde proteinas celulares e
organelos sao sequestrados em vesiculas que iram fundir com lisossomas para serem digeridos pelas
hidrélases lisossomais. E um mecanismo crucial na resposta a stress intra- e extracelular, e em
certas circunstancias pode levar a sobrevivéncia da célula. No entanto se existir uma sobre-ativagao

da autofagia a célula acabard por morrer (Ouyang et al. 2012; Jain et al. 2013).

1.4.3.1. Apoptose

A apoptose é um processo de suicidio celular com gasto de energia, essencial na manutengdo da
homeostasia do organismo. Pode ser ativada por uma variedade de estimulos externos ou internos.
Um estimulo externo ird induzir a apoptose pela ativagdo de recetores de morte que estdo na
superficie da célula. Um estimulo interno induz a apoptose principalmente pela via da mitocéndria.
Assim dependendo do estimulo poderemos ter apoptose extrinseca ou intrinseca, respetivamente
(figura 1.5) (Jain et al. 2013). Independentemente do estimulo, este tipo de morte celular ird convergir
na ativacdo de caspases. Estas protéases propagam o sinal apoptético através da clivagem de
proteinas celulares chave, como por exemplo poli(ADP-ribose) polimerase, actina e laminas
(Vermeulen, Van Bockstaele, and Berneman 2005; Weinberg 2013).
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Figura 1.5 — Representagéo do processo de morte celular por apoptose estando apresentadas as vias extrinseca e
intrinseca e as principias moléculas intervenientes nos dois processos. (Adaptado de Bruin 2008).

1.4.3.1.1. Apoptose Extrinseca

Os recetores que ativam a via extrinseca localizam-se na membrana plasmatica e pertencem a
superfamilia de recetores tumour necrosis factor (TNF). Os recetores desta familia, que ao serem
ativados por fatores externos vao induzir apoptose, sdo por exemplo o recetor FAS (figura 1.5),
recetor TNF-1 ou recetor de morte-3. Quando um ligando se associa a um destes recetores ocorre 0
recrutamento de proteinas adaptadoras especificas. Os recetores contém um dominio citoplasmatico
que interage com as proteinas adaptadoras formando um complexo. Este complexo contém um
dominio efetor de morte que recruta a procaspase-8 para 0 mesmo. Neste, a procaspase-8 € ativada
proteoliticamente na caspase-8, ficando enzimaticamente ativa. Por sua vez esta ira ativar caspases
efetoras. Por exemplo, a caspase-8 cliva diretamente a procaspase-3, ativando esta caspase efetora.
A Caspase-8 pode também clivar a proteina Bid (figura 1.5). Esta proteina clivada desloca-se para a
mitocdndria, provocando a libertacdo do citocromo C e consequentemente levando a ativagcao da
caspase-9 (Ichim and Tait 2016; Ghavami et al. 2009).

1.4.3.1.2. Apoptose Intrinseca

Na via intrinseca (ou via mitocondrial) a ativacdo das caspases estd relacionada com a
permeabilizacdo da membrana mitocondrial. Esta via € modulada pelo racio entre as proteinas pro-
apototicas e anti-apoptoticas da familia de proteinas Bcl2. Nesta familia existem proteinas anti-
apoptoticas como por exemplo BCL-2 e BCL-X, as quais participam na prevencao da apoptose pois
limitam a permeabilizacdo da membrana mitocondrial, mantendo a sua integridade. Contrariamente a
estas, existem proteinas pro-apoptéticas como BAX e BAK. Assim, quando esta via € ativada, a
proteina BAX insere-se ha membrana mitocondrial levando a libertacdo do citocromo C para o
citoplasma (Bruin et al. 2008). O citocromo C de seguida liga-se a APAF-1, os quais juntos com

(d)ATP formam um complexo chamado apoptossoma, que ird especificamente ativar a caspase-9.
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Este evento dara inicio a uma cascata proteolitica que resulta na ativagao das caspases efetoras 3, 6
e 7 (figura 1.5). Além do citocromo C, a mitocdndria liberta varias outras proteinas como a Smac (do
inglés: Second mitochondria-derived activator of caspase) ou HtrA2 (do inglés: High temperature
requirement protein A2) que iram promover a ativagdo de caspases ou atuar como efetores de uma

forma independente das caspases (Jain et al. 2013; Ghavami et al. 2009).

Esta via € muitas vezes ativada pela proteina p53 em resposta a um dano no DNA. O p53 é um fator
de transcrigdo nuclear que promove a apoptose intrinseca por ativacdo de varias proteinas pro-
apoptoéticas, como por exemplo a Bax, onde promove tanto a sua transcricdo como ativacdo (Jain et
al. 2013).

1.4.3.2. Autofagia

A autofagia é um processo que ocorre nas células em baixos niveis. Contribui para a eliminacéo de
organelos velhos ou danificados e esta envolvida na renovacgdo de proteinas com um grande periodo
de vida. Este processo pode ser aumentado por uma variedade de stress metabdélicos como a falta de
nutrientes, dano ao DNA, organelos disfuncionais, agregados de proteinas e varios farmacos
antitumorais, sendo que muitos destes tém como alvo o regulador central da autofagia, mTOR.
Assim, esta serve como um mecanismo de protecdo que facilita a degradacdo de componentes
celulares (S. Fulda and Koégel 2015). Os diferentes passos neste processo sdo controlados pelas
proteinas centrais da autofagia, ATGs (figura 1.6). A biogénese do autofagossoma comeca com a
formagdo de uma membrana que isola o organelo a ser degradado. A nucleagdo da vesicula é
promovida pelo complexo macromolecular Beclina-1 que contém a cinase lipidica Vps34 (do inglés:
phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit type 3). A elongagdo da vesicula é regulada por dois
sistemas de conjugacdo de ubiquitina tipo, que envolvem Vvarios tipos de proteinas ATG: i) um
complexo proteico contendo ATG5 (ATG12/ ATGL16); ii) a conjugacdo de uma fosfatidiletanolamina
com LC3-I mediada pelas ATG7/ATG3, levando a formag&o da LC3-1l, que € inserida na membrana
do autofagossoma. Apds o fecho da vesicula, o autofagossoma maduro funde-se com um lisossoma
formando o autofagolisossoma, onde o contetdo vesicular é digerido por protéases (figura 1.6)
(Shimizu et al. 2014; S. Fulda and Kogel 2015; Cicchini, Karantza, and Xia 2015). Uma vez ativada de
forma persistente, onde a célula fica sem organelos e proteinas essenciais, a autofagia pode levar a
ativacdo da morte celular independente de caspases. No entanto em células onde ocorre uma
autofagia persistente muitas vezes existe apoptose com ativacdo de caspases mas também necrose
com o aumento de volume de organelos e a rutura da membrana plasmética (Amaravadi and
Thompson 2007).
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Figura 1.6 - Representagdo dos passos e moléculas envolvidos no processo de autofagia. (Adaptado de
Cicchini 2015).

1.5. Terapéutica em Cancro

O estudo das bases moleculares do cancro sempre trouxe consigo a promessa de proporcionar uma
terapéutica mais refinada e efetiva. No entanto, o cancro continua a ser um importante problema de
saude em todo o Mundo. Estima-se, que com o estilo de vida das populacdes e as terapias utilizadas
atualmente, no ano de 2035 morram, devido a esta doenca, 14,6 milh6es de pessoas globalmente
(AACR 2017).

Os procedimentos terapéuticos aplicados aos pacientes continuam, na sua grande maioria, a ser
empiricos variando bastante entre centros médicos. O tratamento depende de uma variedade de
fatores individuais que tém em conta as caracteristicas moleculares do cancro, a sua localizagéo, a
extensdo da doenga e o estado de saude do paciente. O objetivo final da terapéutica é a destruicao

de todas as células tumorais com o menor dano possivel ao tecido saudavel (Lugmani 2008).

Os tratamentos classicos — cirurgia, radioterapia e quimioterapia — tém demonstrado durante varias
décadas serem altamente eficazes em prolongar o tempo de vida do paciente e em erradicar a
maioria dos tumores (Weinberg 2013). A cirurgia € a terapia mais eficaz no tratamento de tumores
primarios e quando usada como tratamento Unico, cura mais pacientes que qualquer outro tratamento
aplicado individualmente. A radiacdo externa e/ou interna quando aplicada sozinha pode ser curativa
numa variedade de tumores. No entanto um uso mais comum da radioterapia € em combinag¢édo com
a cirurgia e/ou quimioterapia. A quimioterapia utiliza farmacos que tém um efeito citotdxico

preferencialmente, mas nao exclusivamente, nas células tumorais (Urruticoechea et al. 2010).
1.5.1. Quimioterapia

A guimioterapia pode ser utilizada em diferentes abordagens: como terapia adjuvante, neste caso é
aplicado ao paciente ap0s cirurgia, por forma a diminuir o risco de recorréncia; como terapia
neoadjuvante, onde o paciente é submetido a quimioterapia antes de ser operado a um tumor
localizado, numa tentativa de diminuir o seu tamanho; como terapia concomitante, aqui é utilizado a
quimioterapia complementada com a radioterapia sem intervencdo cirdrgica;, ou como terapia
paliativa, onde a melhor resposta a terapia € uma diminui¢cdo do volume do tumor com a consequente

diminuicdo dos sintomas e/ou prolongamento da vida do paciente (Corrie 2011; Baudino 2015). A
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quimioterapia pode ser administrada aos pacientes por via intravenosa, intramuscular e oral. A via

utilizada vai depender grandemente das propriedades do farmaco in vivo (Corrie 2011).

A grande maioria dos farmacos utilizados funciona interferindo na divisdo celular ou na sintese de
DNA o que leva a indugdo da apoptose. Assim como as células tumorais tém as vias de sinaliza¢do
de crescimento excessivamente ativas tornam-se suscetiveis a uma grande variedade destes tipos de
farmacos que tém como alvos moléculas destas vias (Lugmani 2008). Os farmacos
guimioterapéuticos podem ser classificados em 5 classes consoante o seu mecanismo de acao
(Baudino 2015; Avril, Vauléon, and Chevet 2017):

1. Antimetabolitos — moléculas analogas aos acidos nucleicos ou aos percursores dos acidos
nucleicos, que podem ser incorporados no DNA ou prevenir a normal biossintese das purinas
e pirimidinas, acabando por interferir com a replicacdo do DNA. Sdo exemplos desta classe a
mercaptopurina e o 5-fluorouracilo.

2. Agentes Alquilantes — moléculas que modificam as bases do DNA ou que causam quebras no
DNA ao adicionar grupos alquil, induzindo mutag¢des e/ou que criam ligacdes cruzadas entre
atomos do DNA impedindo a separacdo da cadeia dupla. Exemplos desta classe sdo a
cisplatina e a mitomicina C.

3. Agentes Intercalantes — moléculas que se ligam aos sulcos da dupla hélice do DNA, o que
interferem com a atividade da polimerase durante a replicacdo/transcricdo. Exemplos sédo a
doxorrubicina e a epiribicina.

4. Inibidores de topoisomerases — moléculas que vao bloquear a replicacdo por inibicdo da
atividade de topoisomerases de resolucdo de superenrolamentos da dupla cadeia de DNA.
Por exemplo o etoposideo e a camptotecina.

5. Inibidores Mitéticos — moléculas que afetam os microtibulos do fuso mitético. Estes inibidores
previnem a polimeriza¢cdo dos monémeros de tubulina. Como exemplos temos o paclitaxel e o

docetaxel.

Os processos que governam a proliferacdo celular s&o comuns as células saudaveis e as células
tumorais, assim ambas as populac¢des celulares vao ser suscetiveis aos danos causados pela maioria
destes farmacos (Baudino 2015). No entanto existe uma maior seletividade para com as células
tumorais, pois estas tém uma elevada taxa proliferativa e/ou defeitos na sua capacidade de reparar
danos no DNA e por isso ndo conseguem combater o efeito citotéxico do farmaco. O objetivo final da
guimioterapia é conseguir um dano maximo as células tumorais enquanto se aceita um ligeiro grau de

toxicidade as células saudaveis (Corrie 2011).

Em alguns casos, as células tumorais podem nao responder ao tratamento com alguns tipos de
farmacos (resisténcia primaria ou intrinseca) ou como acontece num elevado ndmero de casos, um
paciente que comeca por responder a terapia, acaba por, numa fase mais tardia, demonstrar uma
perda de resposta que resulta no crescimento do tumor (resisténcia adquirida por exposicdo ao
farmaco) (Avril, Vauléon, and Chevet 2017). Assim uma grande limitacdo da quimioterapia é a

resisténcia intrinseca ou adquirida das células tumorais. Os mecanismos subjacentes a essa
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resisténcia sdo na maioria dos casos devido a: i) uma reducéo no influxo do farmaco, ii) um aumento
na destoxificacdo intracelular, iii) uma incapacidade de ativagdo do farmaco (exemplo: caso de pro-
farmacos), iv) uma alteracdo dos seus alvos, v) um aumento dos mecanismos de reparacdo do DNA

ou vi) um aumento de atividade de bombas de efluxo (Corrie 2011; Avril, Vauléon, and Chevet 2017).

Uma das formas de ultrapassar o problema da resisténcia foi através do desenvolvimento de
protocolos com multiplos farmacos em que se combinam farmacos com modos de acao distintos, mas
complementares (Pedrosa et al. 2018). Assim quando por exemplo se juntam trés farmacos com trés
distintos modos de acdo a probabilidade de pré-existirem populacdes celulares no tumor que sao
resistentes simultaneamente aos trés farmacos é bastante baixa. De facto, o que se observa
clinicamente é uma reducao drastica de certos tumores. Com esta modalidade de tratamento os
efeitos citotdxicos sdo menores pois como os farmacos atuam de forma aditiva € necessario uma
dosagem terapéutica menor de cada um individualmente, sendo necessarios menos ciclos de

tratamento o que acaba por diminuir a incidéncia da resisténcia (Mokhtari et al. 2017).

Assim, nos Ultimos anos tem-se verificado a necessidade de desenhar e sintetizar novas moléculas
gue demonstrem um efeito terapéutico maximo quer in vitro, quer in vivo, tendo a quimica organo-
/inorgano- metdlica adquirido relevancia neste campo (Pedrosa et al. 2018; Ndagi, Mhlongo, and
Soliman 2017).

15.1.1. Compostos metélicos no tratamento do cancro

Existem evidéncias do uso medicinal de metais desde a quase 5000 anos. Como exemplo, encontra-
se o0 uso terapéutico do ouro e cobre por parte das civilizag6es Egipcia e Chinesa para o tratamento
de doencas como a sifilis. No entanto, s6 a partir da descoberta da cisplatina € que a comunidade
cientifica compreendeu o total impacto que os compostos metalicos poderiam ter no tratamento do
cancro (Frezza et al. 2010; Ndagi, Mhlongo, and Soliman 2017). A partir desse marco, o campo da
quimica inorganica medicinal passou a receber consideravel atencao devido ao desenvolvimento de

agentes antitumorais contendo centros metalicos.

A descoberta da cisplatina € um marco incontornavel no uso de metalofarmacos em quimioterapia.
Esta deu-se em 1967 (Rosenberg et al. 1967), quando Rosenberg, ao estudar o efeito do campo
elétrico no crescimento bacteriano, observou que as bactérias aumentavam de volume, mas néo se
dividiam. Ap6s um estudo intensivo deste fendmeno, Rosenberg e colaboradores compreenderam
gue o efeito se devia a formacao de cis-diclorodiamineplatina(ll), nomeadamente cisplatina, pelos

elétrodos de platina. (Allardyce and Dyson 2016).

A entrada da cisplatina na célula da-se por difusdo passiva ou por transporte ativo, sendo que a sua
toxicidade deriva da formacao de ligacdes covalentes cruzadas entre os nucleétidos do DNA (cross-
links). Estas ligacdes, que vao causar uma distor¢do significativa na dupla hélice, levam a inibicdo da
replicacéo e transcricdo (Trudu et al. 2015). A descoberta deste farmaco aconteceu numa altura em
gue o desenvolvimento de farmacos para quimioterapia estava baseado em pequenas moléculas

organicas, pelo que a cisplatina, sendo um complexo inorganico, veio revolucionar a area com uma
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taxa de sucesso de praticamente 100% de cura no caso do cancro do testiculo, quando descoberto
numa fase inicial. Esta € também aplicada ao tratamento do cancro cervical, do ovario, cabeca e
pescoco, bexiga e linfomas (Allardyce and Dyson 2016; van Rijt and Sadler 2009). Isto levou a que
nas Ultimas décadas varios analogos da cisplatina, como a carboplatina, a oxaliplatina, a nedaplatina
ou a lobaplatina fossem sintetizados para uma utilizagdo em quimioterapia, sendo que, os Ultimos
dois estao aprovados para uso clinico unicamente no Japao e na China, respetivamente (Muhammad
and Guo 2014).

A cisplatina, carboplatina e oxaliplatina (figura 1.7) sdo farmacos utilizados em cerca de 50-70% de
todas as terapias antitumorais, tendo demonstrado uma atividade terapéutica notavel numa série de
tumores sélidos (Allardyce and Dyson 2016). No entanto, apesar do sucesso destes farmacos com
base em platina, existem grandes desvantagens associadas ao seu uso: séo eficientes num nimero
limitado de tumores, alguns tumores tém resisténcia intrinseca ou adquirida. Adicionalmente é ainda
habitual, verificarem-se efeitos secundérios severos e limitantes, como a neuro-, hépato- e
nefrotoxicidade (van Rijt and Sadler 2009).
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Figura 1.7 - Estrutura quimica da platina, carboplatina e oxaliplatina (da esquerda para a direita). (Retirado de
Allardyce 2016).
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Em suma, devido ndo s6 ao sucesso da cisplatina, mas também devido as suas desvantagens, existe
uma demanda cada vez maior de compostos com diferentes centros metalicos para o tratamento do
cancro. Isto deve-se em grande medida ao nivel de citotoxicidade que apresentam in vitro, que é
explicado pelas caracteristicas Unicas dos metais, como a atividade de oxidagao-reducao, modos de
coordenacdo variaveis e reatividade contra substratos organicos. Assim, a substituicdo de ligandos ou
a modificacdo de estruturas quimicas ja existentes levou a sintese de uma grande variedade de
compostos com uma maior citotoxicidade especifica para as células tumorais e melhor perfil

farmacocinético (Ndagi, Mhlongo, and Soliman 2017).

15.1.1.1. Potencial da Prata como centro metalico em compostos

antitumorais

Complexos de prata tém sido conhecidos desde ha muito tempo pela sua atividade antimicrobiana
sendo bastante utilizados no tratamento de feridas, em casos de queimadura e em aplicacBes
médicas: no revestimento de valvulas artificiais e de cateteres como forma de reduzir ou prevenir
infecdes (Ndagi, Mhlongo, and Soliman 2017; Medvetz et al. 2008). No passado, os complexos de
prata ndo receberam muita atencdo comparativamente a outros metais para a producdo de farmacos

antitumorais. No entanto, recentemente, estes complexos atrairam bastante interesse, principalmente
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devido ao facto de complexos de prata terem exibido uma citotoxicidade superior a cisplatina em
certas linhas tumorais, possuindo contudo uma toxicidade relativamente baixa em linhas celulares
saudaveis, e maior seletividade para com as linhas celulares tumorais (Ndagi, Mhlongo, and Soliman
2017).

A toxicidade da prata nas bactérias est4 bem estudada e documentada. No entanto, no que se refere
ao corpo humano, esta toxicidade aparenta ser reduzida. Isto pressupfe-se pelo facto de este metal,
apesar de ser observado em tecidos humanos como consequéncia da bioacumulacéo, ndo apresenta
um papel biolégico no organismo. Isto indica que o corpo humano consegue tolerar a presenca da
prata, em doses reduzidas, sem qualquer efeito tdéxico. Esta € uma das grandes vantagens deste
metal em relacdo a outros, podendo o seu potencial antitumoral ser explorado na pratica clinica com
a expectativa de resultar em efeitos secundarios menos acentuados (Medici et al. 2016). No entanto a
prata, principalmente ides de prata livre, em doses elevadas, podem causar efeitos adversos, tais
como uma descoloracdo azul acinzentada permanente da pele (argiria) ou dos olhos (argirose). Sédo
observados ainda efeitos toxicos tanto no figado como nos rins, bem como irritagdes nos olhos, na

pele e nos tratos respiratorio e intestinal (Medvetz et al. 2008; Prabhu and Poulose 2012).

As propriedades antimicrobianas e, potencialmente, antitumorais dos complexos de prata devem-se
ao seu peculiar mecanismo de acdo. Na verdade, apesar das vias de acdo ndo terem sido
completamente elucidadas, a acdo antimicrobiana da prata pode ser exercida de varios modos: i)
permeabilizacdo da célula por ligacdo a enzimas essenciais da membrana ou por destruicdo da
integridade da parede celular devido a remocdo de eletrdes deste componente, ii) altera¢cdes no
metabolismo celular através da interacdo com enzimas, desnaturacdo de proteinas, inibicdo da
respiracdo bacteriana ou oxidagdo do ATP, ii)) inducdo de espécies reativas de oxigénio (ROS).
Assim, em principio, estas acdes da prata em células bacterianas podem também ocorrer nas células
tumorais. Em relagdo a interacdo da prata com os &cidos nucleicos esta parece ser feita
preferencialmente por ligacbes as bases (por oposicdo aos grupos fosfato), contrariamente ao

mecanismo observado nos compostos derivados de platina (Medici et al. 2016).

A atividade dos complexos de prata contra bactérias e células tumorais esta estritamente ligada a sua
solubilidade em agua, estabilidade, lipofilia, capacidade de oxidag&do-reducéo e o racio de libertagao
dos iBes prata. Todas estas propriedades podem ser modeladas através da escolha de diferentes
ligandos (Medici et al. 2016).

15.1.1.2. Ligando Tris(pirazolil)metanosulfonato em compostos

antitumorais

Como ja foi referido, no design de novos metalofarmacos potencialmente ativos, para além da
natureza do metal escolhido, é de extrema importancia optar por um ligando cujas caracteristicas
potenciem a estabilidade cinética e termodindmica, solubilidade e lipofilicidade desejada no composto
(Martins and Pombeiro 2016).
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No ano de 1966, Trofimenko, introduziu um novo ligando designado hidrotris(pirazolil)borato
(abreviado de “tp”) (Trofimenko 1966) que rapidamente ocupou um lugar de destaque na quimica de
coordenacdo. Isto deveu-se a sua capacidade de se comportar como um dador de azoto tripodal
tornando-se, por sua vez, um quelante versatil de azoto (Klaui et al. 2000). Esta versatilidade deve-se
a facil modificacéo estérica e eletrénica do centro metalico, por variacdes ou modificacdes no ligando
de modo a ajustar a estabilidade, a inércia e a reatividade do complexo metalico (Gawryszewska and
Smolenski 2014). Devido a estas qualidades, ja foram sintetizados complexos com este ligando e
com a maioria dos metais da tabela periédica. No entanto, apesar destas vantagens, o ligando tp tem
as desvantagens de ser insoltvel em agua e de ocorrer hidrolise da ligagdo B-N (Klaui et al. 2000).
Por isso mesmo, com base no ligando tp foi mais tarde sintetizado pela primeira vez, por Klaui e
colaboradores em 1999 (Klaui et al. 2000), um novo ligando flexivel denominado de
tris(pirazolil)metanosulfonato (figura 1.8), “tpms”. Este ligando monoaniénico, em vez de um grupo de
hidreto de boro, tem o grupo metanosulfonato que da ao ligando uma maior estabilidade na hidrélise,
aumenta a sua solubilidade em solventes polares e mantém a estrutura numa grande variabilidade de

pH em solucdes aquosas (Klaui et al. 2000, 2001).

Este ligando pertence a classe dos escorpionatos. O termo deve-se ao seu modo de coordenagéo,
onde trés &tomos de azoto, cada um originario de um grupo pirazole, tém a capacidade de ocupar

trés posicdes adjacentes da esfera de coordenacgéo do centro metdlico (figura 1.8).

Mais precisamente, o termo escorpionato tem sido utilizado para descrever o intercambio entre o
modo de coordenacdo bidentado e tridentado, que estd no centro da versatilidade quimica e
estrutural de muitos complexos metalicos com estes tipos de ligandos (Gawryszewska and Smolenski
2014; Martins and Pombeiro 2016). Assim, no caso do ligando tpms outra das suas vantagens € a
possibilidade de coordenar de forma tridentada ou bidentada. Na coordenacéo tridentada pode formar
as ligacdes N,N,N ou N,N,O enquanto na coordenacdo bidentada pode ligar por N,N ou N,O (Papish
et al. 2006).

Figura 1.8 - Estrutura de um escorpionato. Este termo provém da interacdo entre o centro metalico (M) e os
tris(pirazolil)metanos em geral, interacdo essa que lembra as pingas e cauda de um escorpido. (Retirado de
Gawryszewska 2014).
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1.6. Genética e Tratamento do Carcinoma do Ovario

Como em todos os cancros, o risco de desenvolver cancro do ovario aumenta com a idade e no caso
de existir uma histéria familiar de cancro da mama ou ovario o risco também aumenta sendo que
estes casos, muitas vezes, envolvem mutagbes nos genes BRCALl e BRCA2 (Ruddon 2007). No
entanto, essas mutagbes também sdo comuns em mulheres com cancro dos ovarios que nao
possuam uma histéria familiar de cancro. Os portadores da mutacédo no gene BRCAL tém um risco de
44% de desenvolver cancro dos ovarios aos 70 anos, enquanto que os portadores da mutagdo no
gene BRCA2 tém 27% (Reid, Permuth, and Sellers 2017). As alterac6es genéticas observadas
durante a progressao da doenca sdo a sobreexpressdo do Her2/neu e c-myc. A ativacdo da K-ras é
muitas vezes identificada e mutag8es no p53 ocorrem em 50% dos casos. Esta doenca parece evoluir
através de multiplas alterac6es cromossomais (Ruddon 2007). O tratamento padrao aplicado no caso
de o cancro ser detetado num estado inicial é a cirurgia seguida de quimioterapia se necessario.
Quando detetado em estados tardios ainda se recorre a cirurgia, sendo esta mais agressiva
envolvendo a remogdo do tumor primério e de todas as metdstases, mas a quimioterapia ja €
aplicada como neoadjuvante de forma a reduzir a massa tumoral antes da cirurgia. Nesta fase a
quimioterapia é feita a base de compostos de platina (Bohra 2012). Apés a cirurgia 0os pacientes sao
sujeitos a quimioterapia sistémica recorrendo-se ao uso da carboplatina e do paclitaxel. No entanto a
maioria dos pacientes com estados avangcados da doenca apesar da cirurgia e quimioterapia
apresentam recorréncia do cancro apds 12 meses a 3 anos. Nestes casos o tratamento principal é a
quimioterapia paliativa como forma de aliviar os sintomas e aumentar o tempo de vida do paciente. A
quimioterapia selecionada nestes casos vai depender se o0 paciente demonstra algum tipo de
resisténcia aos farmacos utilizados (Bohra 2012). Assim continua a ser extremamente importante o

desenvolvimento de fArmacos para o tratamento deste tipo de cancro.

1.7. Contexto e Motivagéo

Os farmacos utilizados atualmente em quimioterapia apresentam duas desvantagens principais:
causam toxicidade nos tecidos saudaveis e as células tumorais acabam por desenvolver resisténcia a
estes compostos. Assim, existe uma necessidade de se desenvolverem novos farmacos com uma

maior citotoxicidade para com as células tumorais e reduzidos efeitos secundarios (Silva et al. 2014).

O presente estudo teve o objetivo de analisar o potencial citotdxico de um novo complexo de prata,
tris(pirazolillmetanosulfonato de prata |. Esta classe de ligandos em complexos metalicos ja
demonstrou funcionar como um potente agente citotéxico in vitro, (Niesel et al. 2008), assim como
muitos complexos de prata (Medici et al. 2016). Por outro lado, como compostos de prata séo
geralmente pouco sollveis em agua, a escolha do ligando tpms foi no sentido de potenciar a

solubilidade do complexo metdlico e assim aumentar o seu potencial citotoxico.

ApOs a andlise do potencial citotdxico do complexo, o objetivo deste trabalho passa por determinar

guais as vias de morte celular ativadas pelo complexo de prata, bem como o seu potencial citostatico,
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geracao de ROS e alvos biolégicos sendo feita uma analise protedmica comparativa com o fim de se

determinar alteracdes a expressao proteica numa linha celular derivada do carcinoma de ovario.

Este trabalho permitira obter informacéo crucial sobre a acéo in vitro do complexo de prata em estudo
e ainda sendo os resultados promissores tornara possivel avancar para ensaios em modelos

biolégicos mais complexos.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Composto em Estudo

O complexo metalico de prata estudado, tris(pirazolil)metanosulfonato de prata I, designado por Ps35,
foi sintetizado e caracterizado no Centro de Quimica Estrutural do Instituto Superior Técnico
(Universidade de Lisboa). Este complexo é constituido pelo ido prata (Ag) associado ao ligando
tris(pirazolillmetanosulfonato (tpms) (figura 2.1) formando um polimero de coordenacdo 1D onde a

estrutura do complexo é formada por N repeticdes da unidade Ag,tpms..
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Figura 2.1 - Estrutura do composto Ps35.

As caracteristicas do composto Ps35 encontram-se descritas na tabela abaixo (tabela 2.1). Tanto o

composto sélido como apoés ser solubilizado foi armazenado a temperatura ambiente protegido da luz.

Tabela 2.1 - Propriedades do composto utilizado no presente estudo: formula quimica, massa molar (o valor
utilizado no decorrer do trabalho é referente & unidade assimétrica do composto Ag.Tpms:) e solvente.

Composto Férmula quimica Massa molar Solvente
(g/mol)
Sulfoxido de Dimetilo
Ps35 A92C20H18N120682 802,30* (DMSO)

O DMSO é um solvente organico, polar e aprético muito utilizado para solubilizar farmacos
hidrofébicos devido a sua natureza anfipatica (Galvao et al. 2014). Dada a baixa solubilidade em 4gua
do composto Ps35, neste trabalho foi utilizado o DMSO como solvente. Assim, em todos 0s ensaios
biolégicos foram preparadas solugdes stock do composto Ps35 em DMSO (Sigma-Aldrich, St. Louis,
EUA) a uma concentragdo de 5 mM. Ap0s a dissolugdo do composto, as solu¢des foram sujeitas a
um banho de ultrassons durante 5 minutos (sonicador Elma, D-78224 Singen/Htw, Alemanha).
Aquando da adicdo as células, foram realizadas diluicdes seriadas em meio completo, partindo da
solugédo stock até a concentracdo pretendida. Por uma questdo de toxicidade celular, a concentracéo

de DMSO usada em cada ensaio biolégico foi de 0,1 % (v/v).
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2.1.1. Solubilidade do composto

De modo a estudar qual a melhor forma de armazenamento e a possibilidade de reutilizacdo de uma
solucdo stock do composto em DMSO, a solubilidade deste foi analisada por espectroscopia de UV-
Visivel (espectrofotémetro Shimadzu UVmini-1240, Quioto, Japdo)) numa gama de comprimentos de
onda de 230 a 800 nm e utilizando-se uma cuvette de quatzo com 1 cm de percurso Gtico.
Primeiramente, foram analisadas duas concentracdes de Ps35 (25 pM e 50 pM) e de seguida duas
condi¢cdes de armazenamento: 4 °C e temperatura ambiente (Tamb), durante 24 horas. Foi sempre
utiizado como comparagdo o espectro de absorcdo do composto imediatamente apds ser

solubilizado em DMSO (referida como condicéo a fresco).
2.2. Linhas Celulares Humanas
2.2.1. Caracteristicas

Neste trabalho pratico foi analisado o potencial citotéxico do composto Ps35 em duas linhas tumorais
humanas, nomeadamente na linha celular A2780 (linha proveniente de um carcinoma de ovario) e na
linha celular HCT116 (proveniente de um carcinoma colorretal). No sentido de se avaliar a
citotoxicidade em células ndo tumorais humanas, foi utilizada uma linha primaria de fibroblastos
neonatais (provenientes da derme). Todas as culturas celulares foram obtidas da ATCC (ATCC®,
American Type Culture Collection). Na tabela 2.2 encontram-se descriminadas as linhas celulares
utilizadas no decorrer deste trabalho bem como as suas caracteristicas, nomeadamente a origem, a

morfologia celular e o meio de cultura apropriado.

Tabela 2.2 - Linhas Celulares utilizadas neste trabalho pratico e as suas caracteristicas (origem, morfologia
celular e meio de cultura). RPMI — Roswell Park Memorial Institute medium (Invitrogen, Nova lorque, EUA);
DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Invitrogen, Nova lorque, EUA); FBS — Soro Fetal Bovino
(Invitrogen, Nova lorque, EUA); Pen/Strep — Penicilina/ Estreptomicina (antibiotico) (Invitrogen, Nova lorque,
EUA); MEM — non-essential amino acid (Sigma, St. Louis Missouri, EUA).

) ) ) Meio de Cultura
Linha Celular Origem Morfologia
% (v/v)
_ _ o RPMI; FBS 10%;
A2780 Carcinoma de Ovério Epitelial
Pen/Strep 1%; MEM 1x
_ o DMEM; FBS 10%;
HCT116 Carcinoma Colorretal Epitelial
Pen/Strep 1%; MEM 1x
) Células fusiformes, DMEM; FBS 10%;
Fibroblastos Derme neonatal _
bipolares Pen/Strep 1%; MEM 1x
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2.2.2. Manutencéo de culturas celulares

As linhas celulares A2780, HCT116 e fibroblastos foram cultivadas em meio RPMI ou DMEM (Tabela
2.2) suplementados com 10 % (v/v) FBS, 1 % (v/v) solucdo antibiética Pen/Strep (solu¢cdo com
penicilina a 10000 U/mL, estreptomicina a 10000 pg/mL) e 1x de aminoacidos MEM 100x, sendo os
meios suplementados referidos como meio completo. As linhas celulares foram crescidas em fracos
de cultura de 75 cm? (SPL Life Sciences, Coreia do Sul). As culturas foram mantidas numa estufa de
CO, (SANYO CO, Incubator, Electric Biomedical Co., Osaka, Japao) a 37 °C, 5 % (v/v) CO, e 99 %
(v/v) de humidade relativa.

De forma a manter as culturas celulares com um crescimento exponencial e em monocamada foram
realizadas subculturas semanalmente. Assim, quando se atingia uma confluéncia de cerca de 80 %
era feita uma subcultura de forma a evitar a falta de nutrientes e a inibicdo do crescimento por
contacto. Primeiramente é analisado o crescimento celular através do microscépio 6tico invertido
(Nikon TMS, Nikon Instruments, Toquio, Japao). De seguida o meio é retirado sendo adiciona 3 mL
de TrprETM Express (Gibco®, Nova lorque, EUA), este reagente contém uma enzina recombinante,
homologa a tripsina, que destaca as células aderentes ao frasco de cultura. Apds atuar por pelo
menos 5 minutos a Tamb o reagente é neutralizado com a adicdo de um igual volume de meio
completo. De seguida a solugéo é transferida para tubos Falcon de 15 mL (SPL Life Sciences, Coreia
do Sul) sendo centrifugada durante 5 minutos a 700 x g e 20 °C (Sigma 3-16K 10280, Tuttlingen,
Alemanha). E descartado o sobrenadante e o sedimento de células é ressuspendido em 1 mL de

meio completo.

A contagem de células foi realizada pelo método de exclusdo com azul de Trypan (Sigma, St. Louis,
EUA). Este método tem por base o corante vital azul de Trypan, que marca células com a membrana
plasmatica comprometida permitindo identificar células ndo vidveis, e um hemocitémetro
(Hirschmann, Eberstadt, Alemanha). Assim faz-se uma solu¢do com 350 puL de meio completo, 100
pL de azul Trypan a 0,2 % (v/v) e 50 uL da suspenséo celular recorrendo-se ao microscépio 6tico
invertido para se realizar a contagem do numero de células viaveis. A concentracdo celular
(células/mL) é obtida multiplicando o nimero de células contadas pelo volume do hemocitdmetro (10*
mL™) e pelo fator de diluicéo (10) a dividir pelo niimero de quadrantes onde foram contadas células,

como estéa representado na equagéo 2.1.

Equacao 2. Erro! Marcador ndo definido. N2 Células/mlL

_ N°Total de Células Contadas X 10 X 104
B N2 Quadrantes

Ao aplicar esta equagédo € possivel estimar o volume da suspenséo celular a aplicar num novo fraco
de cultura de 75 cm® com 13 mL de meio completo. As culturas sdo mantidas a 37 °C numa
atmosfera controlada com 5 % (v/v) CO, e 99 % (v/v) de humidade relativa na estufa de CO, SANYO

CO, Incubator.
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2.3. Ensaios de citotoxicidade

A avaliacdo do potencial citotoxico do Ps35 foi conseguida através da medicdo da capacidade
antiproliferativa deste composto in vitro. Para tal foram utilizadas as células tumorais A2780 e
HCT116. A linha celular de fibroblastos foi utilizada como controlo de citotoxicidade em células
normais. Neste ensaio foi utilizado o Kit CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay
(Promega, Madison, EUA) que contém dois reagentes: MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
carboxymetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio)], um sal tetrazélico de coloracdo amarela, que ao
ser reduzido pelo PES (etossulfato de fenazina) forma formazano, uma substancia aquosa e sollvel
em meio de cultura, de coloracédo acastanhada e que absorve aproximadamente a 490 nm (Promega
Corporation 2012).

Apé6s determinacdo da concentracdo celular pelo método de exclusdo com azul de Trypan (seccao
2.2.2) as células foram semeadas numa placa de 96 pocos (SPL Life Sciences, Coreia) a uma
concentracdo de 7,5X10" células/mL, durante 24 horas com o intuito de aderirem & placa. Apds esse
tempo o meio onde se encontravam foi substituido por meio completo contendo o composto Ps35.
Numa primeira fase, foi testada nas duas linhas celulares tumorais a gama de concentrac¢des de 0,25-
50 yM. De seguida, na linha celular A2780, foi testada uma gama de concentracdes de 0,005-0,25 pM
e nas linhas celulares HCT116 e fibroblastos testaram-se concentra¢des entre 2,5-10 yM. Em todos
os ensaios foi feito o controlo (veiculo) contendo DMSO a 0,1 % (v/v) e o controlo contendo apenas
meio completo. Apds 48 horas de incubacdo a viabilidade celular foi medida com a utilizagdo do Kit
CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega, Madison, EUA), seguindo-se
as instrucdes do fabricante (Promega Corporation 2012). Foi retirado o meio a cada poc¢o onde as
células se encontravam e adicionado 100 yL de uma solug&o colorimétrica que continha o reagente
MTS fornecido pelo kit e meio completo, numa proporc¢éao de 20 pL do reagente/pocgo para 80 uL meio
completo/poco. As células foram de seguida incubadas por 45 minutos a 37 °C, 99 % (v/v) humidade
relativa e 5 % (v/v) CO, (SANYO CO, Incubator, Elestric Biomedical Co.). Ap6s esse periodo, mediu-
se a absorvancia a 490 nm num leitor de microplacas Tecan Infinite F200 Microplate Reader (Tecan,

Mannedorf, Suica). A viabilidade celular foi determinada aplicando a equacéo 2.2.

Equacio 2. Erro! Marcador nio definido. Viabilidade Celular (%)
Absorvancia da Amostra (490nm) 100

~ Absorvancia do Controlo (490nm)

Como controlo positivo (redugéo de viabilidade celular) foi usada a doxorrubicina (DOX) (0,4uM).

A partir dos valores obtidos de viabilidade celular foi calculado o ICxq relativo utilizando o programa
GraphPadPrism 6 (Graph Pad Software Inc., San Diego, EUA).
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Foi calculado o indice de Seletividade como forma de avaliar a capacidade antiproliferativa diferencial
do composto para com as linhas tumorais face as células normais. O indice de seletividade foi

calculado aplicando a equacéo 2.3.

Equacio 2. Erro! Marcador nio definido. Indice de Seletividade

_ 1€50 do composto na linha saudavel

~ IC50 do composto na linha tumoral

O composto, quando em solucdo, pode formar dois subprodutos, nomeadamente 6xido de prata e
tris(pirazolillmetanosulfanato, o ligando a ele associado. Devido a este facto, foi também analisado o
efeito citotdxico de cada um destes produtos individualmente (concentracao correspondente ao valor
do ICsg do Ps35 nesta linha e 1/10 desse valor) e em conjunto (ambos na concentragédo
correspondente ao valor do ICso do Ps35) em A2780. O protocolo foi 0 descrito anteriormente com a
utilizacdo do Kit CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega, Madison,
EUA).

2.4. Adesao Celular

Como forma de se avaliar a diminuicdo da ades&o celular devido ao composto Ps35, recorreu-se
mais uma vez ao método de exclusdo por azul de Trypan (seccdo 2.2.2). Numa placa de 24 pogos
(SPL Life Sciences, Coreia) foram semeadas células da linha A2780 a uma concentracéo de 7,5X10*
células/mL com uma incubac@o de 24 horas. Apds esse tempo o meio onde se encontravam foi
substituido por meio completo contendo o ICsy do composto Ps35 nesta linha celular ou contendo 0,1
% (v/iv) DMSO. As células incubaram por 3, 24 e 48 horas. ApoOs cada periodo de incubagdo o meio
onde se encontravam foi retirado e guardado. As células no poco foi adicionado 300 pL de TrypLE™
Express (Gibco®, Nova lorque, EUA), incubando cerca de 5 minutos. Apés destacarem foram
transferidas para um tubo de centrifuga. A 300 uL do meio onde se encontravam as células e das
células transferidas para o tubo de centrifuga foram adicionados 100 puL do azul de Trypan. A
concentracdo celular (células/mL), tanto de células vidveis como de n&o viaveis, foi obtida
multiplicando o niimero de células contadas pelo volume do hemocitémetro (10* mL™) e pelo fator de
diluicdo (400/300) a dividir pelo nimero de quadrantes onde foram contadas células, como esta

representado na equacéo 2.4.

Equacio 2. Erro! Marcador ndo definido. N2 Células/mL
_ N°Total de Células Contadas x 10" « 400
- N? Quadrantes 300

Para facilitar a analise dos resultados, a concentracdo celular de cada condigcdo foi normalizada e

apresentada em percentagem.
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2.5. Potencial Apoptoético
2.5.1. Marcacdo com Hoechst 33258 e lodeto de Propideo

Como analise inicial, do mecanismo envolvido no potencial citotéxico do composto Ps35 na linha
tumoral A2780, realizou-se um ensaio de microscopia de fluorescéncia onde se utilizou os corantes
fluorescentes Hoechst 33255 (Phenol,4-[5-(4-methyl-1-piperazinyl)[2,5'-bi-1H-benzimidazol]-2'-yl]-
trinydrochloride23491-45-4) e lodeto de Propidio (IP) (Sigma, St. Louis Missouri, EUA). A utilizacao
do Hoechst 33255 (excitacdo a 352 nm e emissdo maxima de fluorescéncia a 461 nm) e IP (excitacdo
a 535 nm e emissdo maxima de fluorescéncia a 617 nm) permite a distincdo entre células em

apoptose e células em necrose.

Antes de cultivar as células, as lamelas (VWR, Europa) foram mergulhadas em etanol a 70 % (v/v) e
foram deixadas a secar numa placa de 24 pocos (SPL Life Sciences, Coreia), sendo de seguida
lavadas com PBS 1x. Apés este passo, as células A2780 foram semeadas na placa de 24 pocos,
7,5x10* células/mL e incubadas nas condi¢cdes descritas anteriormente, durante 24 horas, com o
intuito de aderirem a lamela que se encontrava no fundo de cada poco utilizado. Apds esse periodo o
meio de cultura onde se encontravam foi substituido por meio completo contento o IC5o do composto
nesta linha celular ou contendo DMSO a 0,1 % (v/v) (controlo realizado em todos 0s ensaios). ApGs
48 horas o meio de cultura foi removido, as células foram lavadas com PBS 1x duas vezes e foram
incubadas com uma solugéo contendo Hoechst 33258 (0,0075 mg/mL) e IP (0,25 pyg/mL) em PBS 1x,
durante 20 minutos a 37 °C. De seguida a solucdo foi removido e as células lavadas trés vezes com
PBS 1x, para entdo serem fixadas com paraformaldeido a 4 % (v/v) em PBS 1x, ficando a Tamb
durante 20 minutos. Apés lavagem com PBS 1x, trés vezes, a lamela com as células é aplicada em

cima de uma lAmina com uma gota de glicerol.

As laminas foram observadas ao microscépio de fluorescéncia Olympus BX51 e fotografadas com
uma extensdo AXIO (Carl Zeiss, Oberkochen Alemanha), sendo tiradas imagens de 5 campos
aleatdrios com pelo menos 100 células contadas por amostra. As fotografias foram adquiridas e
analisadas no software ZEN Blue edition (Carl Zeiss, Oberkochen Alemanha). Os valores médios

apresentados foram expressos como a percentagem de ndcleos apoptoticos.
2.5.2. Marcagao com AnexinaV-FITC e IP

A dupla marcacdo com Anexina V-FITC e IP € um ensaio especifico e rapido para quantificar células
em apoptose e/ou necrose por citometria de fluxo. Com a utilizacdo de Anexina V-FITC (excitacdo a
494 nm e emissdo maxima de fluorescéncia a 518 nm) e IP, é possivel identificar células em
apoptose inicial, células em apoptose tardia e células em necrose (Brumatti, Sheridan, and Martin
2008).

Devido a dificuldade de marcacdo da Anexina V-FITC na linha celular A2780, este ensaio foi

realizado utilizando a linha celular HCT116.
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As células foram cultivadas em placas de 6 pogos (SPL Life Sciences, Coreia), a uma concentragao
celular de 7,5x10" células/poco e incubadas a 37 °C, 5 % (v/v) de CO, e 99 % de humidade relativa,
por 24 horas. ApOs este periodo o meio foi substituido por meio completo contendo o ICsq do
composto para esta linha celular, 0,1% (v/v) de DMSO, ou DOX (0,4 uM) e as células foram incubar
durante 48 horas nas mesmas condicdes referidas anteriormente. Apds este periodo, as células
foram recolhidas por tripsinizacdo e centrifugadas a 1000 x g por 5 minutos a Tamb. O sedimento
resultante foi ressuspendido em 1 mL de PBS 1x a 4 °C. Para a lavagem das células este passo foi
repetido duas vezes. Apés as centrifugacdes, o sedimento obtido foi ressuspendido em 100 pL de
tampéao de ligacdo da Anexina V 1x, 5 yL de Anexina V conjugada com FITC e 2 uL de IP (Annexin V-
FITC Apoptosis Detection Kit; Invitrogen, EUA), sendo as células incubadas 15 minutos na auséncia
de luz e a temperatura ambiente. Apds a incubacao, foram adicionados 400 uL de tampéao de ligagao
da Anexina V 1x e 500 pL de PBS 1x a 4 °C. A quantificacdo das amostras foi realizada por citometria
de fluxo no citometro de fluxo Attune® Acoustic Focusing Flow Cytometer (Life Technologies,
Carlsbad, EUA) pela aquisi¢cdo de 10000 eventos por amostra e a analise dos resultados foi realizada

através do Attune® Cytometric software (Life Technologies).
2.5.3. Alteragéo do potencial de membrana mitocondrial

O potencial de membrana mitocondrial (AWm) € um importante parametro da funcdo mitocondrial e
um indicador da saude celular. Para medir a alteragcdo do AWm foi utilizada a sonda fluorescente
cationica lipofilica 5,5,6,6-tetrachloro-1,1,3,3 tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide (JC-1)
(Abnova Corporation, Walnut, CA, EUA).

Antes de cultivar as células, as lamelas (VWR, Europa) foram mergulhadas em etanol a 70 % (v/v) e
foram deixadas a secar numa placa de 24 pocos (SPL Life Sciences, Coreia), sendo de seguida
lavadas com PBS 1x. A linha celular A2780 foi cultivada a uma concentracdo celular de 7,5x10"
células/mL, incubadas a 37 °C, 5 % (v/v) de CO, e 99 % de humidade relativa, por 24 horas, com o
intuito de aderirem a lamela que se encontrava no fundo de cada poco utilizado. Ap6s este periodo o
meio foi substituido pelo ICsq do composto para esta linha celular ou 0,1 % (v/v) de DMSO em meio
completo. As células foram incubadas durante 48 horas nas condig8es referidas anteriormente. Para
a avaliacdo da intensidade de fluorescéncia, as células foram marcadas com uma solugdo de
coloragdo JC-1 durante 20 minutos a 37 °C ao abrigo da luz. Apds incubagdo, a lamela com as

células é aplicada em cima de uma lamina.

As laminas foram observadas ao microscopio de fluorescéncia Olympus BX51 e fotografadas com
uma extensdo AXIO (Carl Zeiss, Oberkochen Alemanha), sendo tiradas imagens de 5 campos
aleatdrios com pelo menos 100 células contadas por amostra. As fotografias foram adquiridas pelo
software ZEN Blue edition (Carl Zeiss, Oberkochen Alemanha) e analisadas no software ImageJ
(National Institutes of Health (NIH), Bethesda, MD, EUA).
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2.5.4. Producéo de Espécies Reativas de Oxigénio

A oxidacdo da diclorofluoresceina diacetato (H2DCF-DA) (Molecular Probes: Reactive Oxygen
Species (ROS) Detection Reagents, Invitrogen, Nova lorque, EUA) intracelular tem sido utilizada de
forma a detetar a presenca de espécies reativas de oxigénio (ROS) nas células. Quando o H2DCF-
DA é oxidado por peréxidos origina uma forma oxidada fluorescente chamada 2,7-dicloroflurescina

(DCF), que é detetada por microscopia de fluorescéncia (Marchi et al. 2011)

Antes de cultivar as células, as lamelas (VWR, Europa) foram mergulhadas em etanol a 70 % (v/v) e
foram deixadas a secar numa placa de 24 pocos (SPL Life Sciences, Coreia), sendo de seguida
lavadas com PBS 1x. As células A2780 foram cultivadas a uma densidade celular de 7,5x10*
células/mL, e incubadas a 37 °C, 5 % (v/v) de CO, e 99 % de humidade relativa, por 24 horas, com o
intuito de aderirem a lamela que se encontrava no fundo de cada poco utilizado. Apds este periodo o
meio foi substituido pelo ICsq do composto para esta linha celular, 0,1 % (v/v) de DMSO, ou 25 uM de
peréxido de hidrogénio (controlo positivo) em meio completo. Apds a incubagdo de 48 horas, as
células foram lavadas trés vezes com PBS 1x e incubadas com 10 uM de H2DCF-DA em PBS 1x pré-
aquecido, durante 20 minutos a 37 °C, na auséncia de luz. ApGs este periodo, realizou-se trés
lavagens com PBS 1x de forma a eliminar o H2DCF-DA néo ligado. De seguida, fixou-se as células
com 4 % (v/v) de paraformaldeido e incubou-se durante 20 minutos a Tamb. Apds lavagem com PBS

1x, trés vezes, a lamela com as células é aplicada em cima de uma lamina com uma gota de glicerol.

As laminas foram observadas ao microscopio de fluorescéncia Olympus BX51 e fotografadas com
uma extensdo AXIO (Carl Zeiss, Oberkochen Alemanha), sendo tiradas imagens de 5 campos
aleatérios com pelo menos 100 células contadas por amostra. As fotografias foram adquiridas no
software ZEN Blue edition (Carl Zeiss, Oberkochen Alemanha) e analisadas no software ImageJ
(National Institutes of Health (NIH), Bethesda, MD, EUA).

2.5.5. Proteinas anti- e pro-apoptoticas por Western blot
2.5.5.1. Preparacdo das amostras

Para a extragdo de proteinas, as células A2780 foram cultivadas em frascos de cultura 75 cm? a uma
densidade celular de 4 x 10° células/mL, e incubadas a 37 °C, 5 % (v/v) de CO; e 99 % de humidade
relativa, por 24 horas. Apds este periodo o meio foi substituido pelo ICsy do composto para esta linha
celular ou 0,1 % (v/v) de DMSO em meio completo. Apés 48 horas de incubagéo, as amostras com as
células foram lavadas duas vezes com PBS 1x e recolhidas com um raspador em 2 mL de PBS 1x
para um tubo de centrifuga em gelo. As amostras foram centrifugadas a 700 x g, por 5 minutos a 4 °C
e o sobrenadante foi descartado. Para que todo o PBS seja removido, realizou-se um spin final. De
seguida, as amostras foram ressuspendidas em 30 yL de uma solugdo de lise celular contendo o
tampéo NaCl-Tris-EDTA (NaCl 150mM; 50 mM Tris, pH=8; EDTA 5 mM), inibidores de fosfatase 1x
(PhosStop, Roche), inibidores de protéases 1x (complete ULTRA Tablets, Mini, EASYpack, Roche,
Sui¢a), 0,1 % (p/v) de ditiotreitol (DTT; AMRESCO, EUA), 1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonilo
(PMSF; Sigma, St. Louis, EUA) e 2 % (p/v) de NP-40 (Thermo Scientific, MA, EUA). As amostras
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foram armazenadas a -80 °C, até processamento posterior. Apés o descongelamento, todas as
amostras foram submetidas a pulsos continuos no banho de ultrassons em gelo, durante 2 minutos
30 segundos e mantida em gelo durante 1 minuto de forma a evitar o aquecimento da amostra. Apés
6 ciclos, os lisados celulares foram centrifugados a 10000 x g por 5 minutos e os sobrenadantes

foram recuperados.

Para a quantificacdo da proteina, utilizou-se o kit Pierce Protein Assay (Thermo Scientific, MA, EUA).
Numa primeira fase, foi estabelecida uma curva de calibragdo com varias solu¢des padrao de BSA de
0 a 1000 pg/mL (Thermo Scientific, MA, EUA) e os extratos de proteina foram diluidos numa
proporcao de 1:10 em agua ultrapura (18.2 MQ.cm-1 a 25 °C). Sequencialmente adicionou-se 150 L
do reagente de Pierce e incubou-se durante 5 minutos a Tamb, na auséncia de luz. A absorvancia
das amostras foi medida através do leitor de microplacas Tecan Infinite F200 (Tecan, Mannedorf,
Suica) a 660 nm. Apos a quantificacdo, 10 ug foram transferidos para outro microtubo juntamente
com o tampéo de dodecilsulfato de Sédio (SDS) a 4x e 3 % (p/v) de DTT. As amostras foram fervidas
a 70 °C durante 5 minutos e colocadas em gelo apés esse periodo. Antes de colocar as amostras no

gel foi adicionado 1 pL de 30 % (p/v) DTT em todas as amostras.

2.5.5.2. SDS-PAGE e transferéncia para membrana de nitrocelulose

Preparou-se um gel de SDS-PAGE e correu-se as amostras a 120 V e 50 mA durante 1 hora. Apds a
conclusdo do SDS-PAGE, realizou-se a transferéncia eletrénica para uma membrana de
nitrocelulose. Preparou-se uma sanduiche de transferéncia, em que o gel estava em contacto com a
membrana, entre um par de folhas de papel de filtro e esponjas. Apds a montagem do dispositivo, o
reservatorio foi preenchido com tampéo de transferéncia 4 °C (25 mM Tris, 192 mM de Glicina, 20 %
(v/v) metanol, pH = 8,3) até que a sanduiche estivesse completamente coberta. A transferéncia

ocorreu durante anoite a4°C a 40 V.

2.5.5.3. Incubacdo com anticorpo primario e secundario

A membrana possui uma alta afinidade por proteinas, por isso, de forma a bloquear liga¢gdes nao
especificas a proteina, foi necessario incubar a membrana com um agente de bloqueio. Assim, a
membrana foi bloqueada com uma solugcdo de bloqueio com 5 % de leite em pd desnatado em
tampdo TBST 1x (50 mM Tris, 150 mM NacCl e 0,1% (v/v) de Tween 20, pH= 7,5) e incubada durante
1 hora, & Tamb em constante agitacdo. De seguida, cada membrana de nitrocelulose foi exposta a
diferentes anticorpos primarios em 5 % de leite ndo gordo em TBST. Nomeadamente, anti-Bax
(1:5000; Abcam, Reino Unido), anti Bcl-2 (1:1000; Sigma, St. Louis, EUA) e foi deixado a incubar
durante 1 hora a Tamb, com constante agitacdo. Apos o periodo de incubagdo, a membrana foi
lavada trés vezes com TBST 1x durante 5 minutos, com constante agitacdo. O mesmo procedimento
foi aplicado a membrana com a incubagdo do anticorpo secundario (1:3000, Anti-mouse IgG,
horseradish peroxidase (HPR)-linked Antibody ou 1:2000, Anti-rabbit IgG, HPR-linked Antibody; Cell
Signalling Technology, EUA). Todas as membranas foram incubadas com o tampé&o stripping (0,1 M

de glicina, 20 mM de acetato de magnésio e 50 mM de cloreto de potassio) e, em seguida, foram
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incubadas com anti $-actina (1:5000; Sigma, St. Louis, EUA) como um controlo para a normalizagéo

de resultados.

2.5.5.4. Exposicao do filme

De forma a detetar as bandas das proteinas na membrana, foi preparado o substrato de
WesternBright ECL (Advansta, EUA). O ECL é um substrato quimioluminescente para a detecdo da
atividade da peroxidase de rabano a partir de anticorpos secundarios. A membrana foi totalmente
coberta pelo substrato e incubada durante 5 minutos. Sequencialmente, o filme foi exposto a
membrana, num quarto escuro. A quantificagdo das bandas de proteinas foi determinada usando o
software ImageJ.

2.6. Autofagia

Para detecdo de autofagia na linha celular A2780 foi utilizado o CYTO-ID® Autophagy Detection Kit

(Enzo Life Sciences, Reino Unido).

Antes de cultivar as células, as lamelas (VWR, Europa) foram mergulhadas em etanol a 70 % (v/v) e
foram deixadas a secar na placa de 24 pocos (SPL Life Sciences, Coreia), sendo de seguida lavadas
com PBS 1x. As células A2780 foram cultivadas a uma concentragéo celular de 7,5x10" células/mL, e
incubadas a 37 °C, 5 % (v/v) de CO, e 99 % de humidade relativa, por 24 horas, com o intuito de
aderirem a lamela que se encontrava no fundo de cada poco utilizado. Apés este periodo o meio foi
substituido pelo ICsy do composto para esta linha celular ou contendo DMSO a 0,1 % (v/v) ou ainda
apos 24 horas a dois pocos foi adicionado 5 pyL de rapamicina a 50 mM, sempre em meio completo.
Apos 48 horas de incubacdo, o meio foi removido, as células foram lavadas com tampé&o AB (este
além de conter PBS 1x tem na sua constituicdo agua e FBS) duas vezes, sendo adicionado uma
solugdo com os corantes fluorescentes CYTO-ID (excitacdo a 463 nm e emissdo maxima de
fluorescéncia a 534 nm) e o corante Hoechst 33328, durante 30 minutos a 37 °C. Apds incubacéo a
solugédo foi removida e as células lavadas trés vezes com tampéo AB, para entdo serem fixadas com
paraformaldeido a 4 % (v/v) em PBS 1x, ficando a Tamb durante 20 minutos. Apos lavagem com o
tampdo AB, trés vezes, a lamela com as células € aplicada em cima de uma lamina usando uma gota

de glicerol.

As laminas foram observadas ao microscopio de fluorescéncia Olympus BX51 e fotografadas com
uma extensdo AXIO (Carl Zeiss, Oberkochen Alemanha), sendo tiradas imagens de 5 campos
aleatdrios com pelo menos 100 células contadas por amostra. As fotografias foram adquiridas e
analisadas no software ZEN Blue edition (Carl Zeiss, Oberkochen Alemanha).

2.7. Progresséo do Ciclo celular

O efeito do composto na progressao do ciclo celular foi quantificado por citometria de fluxo com base

no contetdo de DNA das células coradas com IP.
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Para a andlise as células A2780 foram cultivadas em placas de 6 pogos (SPL Life Sciences, Coreia),
a uma concentragdo celular de 1x10° células/mL e incubadas a 37 °C, 5 % (v/v) de CO; e 99 % de
humidade relativa. As células foram sincronizadas por um duplo bloqueio com timidina (Sigma, St.
Louis, EUA), um bloqueador de fase S usado comumente para sincronizar as células no inicio da fase
S (H. T. Ma and Poon 2011). Apés 8 horas de cultivar as células, o primeiro bloqueio foi realizado
com a adicdo de 2 mM de timidina no meio de cultura, incubando por 16 horas a 37 °C, 5 % (v/v) de
CO, e 99 % de humidade relativa. As células foram posteriormente mantidas em meio de cultura sem
timidina por 8 horas, nas mesmas condi¢Bes descritas anteriormente. De seguida adicionaram-se 2
mM de timidina (2° bloqueio), e as células foram incubadas por 16 horas a 37 °C, 5 % (v/v) de CO, e
99 % de humidade relativa. Apds este periodo de incubacdo, removeu-se 0 meio com timidina e
procedeu-se a exposicdo das células ao 1Csy do composto Ps35, ou 0,1 % (v/v) de DMSO em meio
completo, com incubagéo a 37 °C, 5 % (v/v) de CO; e 99 % de humidade relativa, por 9, 12 e 24
horas. As células de um pogo foram fixadas, de acordo com o protocolo seguinte, imediatamente
apos o fim do segundo bloqueio e utilizadas como controlo do método de sincronizagdo. Apds cada
periodo de tempo as células foram tripsinizadas com TrypLE™ Express e centrifugadas a 650 x g por
5 minutos a 20 °C, com eliminac¢do dos sobrenadantes. Posteriormente, as células foram lavadas com
PBS 1x a 4 °C e centrifugadas a 3000 x g por 5 minutos e 4 °C. Os sedimentos obtidos foram
ressuspensos em 100 pL de PBS 1x a 4 °C, adicionando-se, posteriormente, gota a gota, a 1 mL de
uma solucdo de etanol a 80 % (v/v) com agitacdo suave, para a fixagdo das células. As amostras
foram de seguida armazenadas a 4 °C no minimo durante 16 horas. Posteriormente, as células foram
centrifugadas a 5000 x g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi removido e ressuspendido numa
solugédo de 50 pg/mL de RNase A em PBS 1x e incubados durante 30 minutos a 37 °C. Apds foi
adicionado 25 ug/mL de IP e 650 puL de PBS 1x. A andlise do conteldo de DNA foi realizada no
citometro de fluxo Attune® Acoustic Focusing Flow Cytometer (Life Technologies, Carlsbad, EUA)
pela aquisicdo de 10000 eventos por amostra e a andlise dos resultados foi realizada através do
software FCS Express 6 Flow Cytometry.

2.8. Localizacéo

Como forma de avaliar a entrada do composto para dentro da célula recorreu-se a técnica de
Espetrometria de emissdo atomica com plasma indutivo (ICP-AES, do inglés: inductively coupled
plasma mass spectrometry) através de um servi¢co contratado (Laboratério de analises, servico de

espectroscopia de emissdo atdmica, Departamento de Quimica, FCT-UNL).

Para a preparacao das amostras as células A2780 foram cultivadas em frascos de cultura 25 cm’ a
uma densidade celular de 5 x 10° células/mL, e incubadas a 37 °C, 5 % (v/v) de CO, e 99 % de
humidade relativa, por 24 horas. Apés este periodo o meio foi substituido por uma solucdo de Ps35 a
20 uM ou 0,1 % (v/v) de DMSO em meio completo indo incubar por 3 horas. De seguida o meio onde
se encontravam foi retirado e guardado em Tubos Facon de 15 mL. As células no frasco de cultura foi
adicionado 2 mL de TrprETM Express (Gibco®, Nova lorque, EUA), incubando cerca de 5 minutos a

Tamb. Apls destacarem as células foram transferidas para tubos Falcon de 15 mL sendo
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centrifugadas durante 5 minutos a 700 x g e 20 °C. E descartado o sobrenadante e o sedimento de
células é guardado. Um dia antes de enviar as amostras para andlise, € adicionada agua régia
preparada de fresco.

2.9. Interacdo do composto com o DNA in vitro

Os ensaios de interacdo do composto com o DNA in vitro foram realizados pelo aluno Paulo Faria sob

minha supervisdo, sendo aqui apresentados os aspetos cruciais do protocolo realizado.

2.9.1. Clivagem de DNA plasmidico

Dois ensaios independentes foram efetuados com DNA de pUC18 (100 ng) incubado na presenca de
concentracgdes crescentes de Ps35 (50, 100 e 200 yuM) ou na sua auséncia (apenas pUC18 ou 1 %
DMSO (v/v), ambos controlos), em tampéo fosfato 0,02 M, 100 mM NacCl (pH 7.0). Cada ensaio foi
programado para um volume final de 20 pL. Todas as amostras foram incubadas durante 24 horas, a
37 °C. Uma das amostras incubadas continha apenas DNA de pUC18 (100 ng), e entre a 232 e 242
horas de incubagéo, foi adicionada a enzima Hindlll para linearizar o plasmideo. Terminado o tempo
de incubagao, 5 uL de loading buffer 5x (25 mM Tris—HCI, 25 mM EDTA (pH 8.0), 50 % glicerol, 0,1 %
azul de bromofenol) (Bioline, Londres, Reino Unido) foram adicionados a cada amostra. Estas foram
posteriormente aplicadas num gel de agarose 0,8% (p/v), e as eletroforeses realizadas em tampao
TAE 1x, a uma voltagem constante de 70 V. Os géis obtidos apés cada eletroforese foram analisados
e fotografados num sistema GelDoc XR+, usando o software Quantity One para aquisicdo de

imagem.
2.9.2. Melting de Alta Resolucédo (HRM)

A interacdo do composto e os amplicbes MYBPC3_ex7 foi estudada recorrendo a técnica de HRM.
Previamente ao inicio dos ensaios de HRM, o DNA presente em cada amostra foi quantificado por
espetroscopia de UV-Visivel no NanoDrop® ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer. Os ensaios
consistiram em duas etapas: incubacdo e melting. Na primeira etapa, todas as amostras utilizadas
foram incubadas durante 1 hora a 37 °C e, apés o fim do tempo de incubacéo, foi adicionada a cada
amostra a sonda fluorescente EvaGreen® 5x (4 pL nos ensaios 1 e 2, 6 yL no ensaio 3) (Biotium,
Fremont, CA, EUA). Na etapa de melting, as amostras foram brevemente incubadas no aparelho (3
minutos a 37° C), para permitir a ligacdo da sonda fluorescente ao DNA, seguindo-se a aplicagcdo do
aguecimento programado. Relativamente aos reagentes utilizados, as solu¢des preparadas para cada
ensaio encontram-se descritas no anexo B, tabela 6.1 e, em relacdo aos ensaios de melting, as
condicdes utilizadas no Rotor-Gene 6000 (Corbett, Mortlake, Australia) foram compostas por uma
rampa de temperatura de 37 °C a 95 °C, aguardando 4 segundos entre medi¢cdes e com aumento de
1 °C/medicéo.
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2.9.3. Espectroscopia UV-Visivel

A interacdo entre o Ps35 e os amplicdes do gene c-Myc foi estudada através de espetroscopia de
UV-Visivel. Dois ensaios foram efetuados: no primeiro, os amplicdes usados foram cedidos pelo
laboratério, sendo a concentracdo da solucdo fornecida cerca de 250 ng/uL; no segundo ensaio, os
amplicdes utilizados foram aqueles obtidos nas reagfes de PCR. Neste ultimo caso, os amplices
das duas reacdes de PCR foram misturados num tubo de centrifuga e o DNA quantificado por
espetroscopia de UV-Visivel no NanoDrop® ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer. Ap6s a
determinacdo da concentracdo dos amplicdes, foi elaborada a mistura reacional. Previamente aos
ensaios, as amostras foram incubadas a 37 °C durante 3 horas. Estes foram realizados num Thermo
Scientific™ Evolution™ 300 UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Scientific, Massachusetts, EUA),
equipado com um controlador de temperatura e suporte de cuvettes termostatizado Peltier. As
condicdes de desnaturacdo foram compostas por uma rampa de temperatura (20 a 90 °C no ensaio 1,
e 40 a 100 °C no ensaio 2), uma taxa de aquecimento constante de 5 °C/minuto e a cada 12

segundos foi efetuada uma nova leitura.

2.10. Interacdo do composto com a albumina de soro bovino (BSA) e humana
(HSA) in vitro

Os ensaios de interacdo do composto com a albumina in vitro foram realizados pela aluna Sara

Murilhas, sob minha superviséo, sendo aqui apresentados os aspetos cruciais do protocolo realizado.
2.10.1.Espectroscopia
2.10.1.1. Absorcédo UV-Visivel

Na espetroscopia de absor¢cdo UV-Visivel a concentracdo de BSA foi constante (15 pM) e a
concentracdo de Ps35 variada entre 7,5 e 75 yM, correspondendo a 2:1, 1:1, 1:2 e 1:5. As amostras
foram incubadas a 37 °C durante 24 horas antes da realizacdo das leituras. Os espetros de absorcéo
UV-Visivel foram obtidos a Tamb utilizando o espectrofotometro Shimadzu UVmini-1240 (Shimadzu,
Quioto, Japao) lendo-se os comprimentos de onda entre os 200 e 500 nm, tendo sido utilizada uma
cuvette de quartzo Suprasil (Hellma). O valor de absorvancia do tampao e cada percentagem de
DMSO foi descontado a cada amostra respetiva. A referéncia de BSA em cada espetro de interacdo
foi também a incubada com as respetivas concentragées de DMSO, correspondente a percentagem

presente nas diferentes concentracdes de composto.
2.10.1.2. Fluorescéncia

Na espetroscopia de fluorescéncia a concentracao de HSA foi constante (15uM) e a concentracao de
Ps35 variada entre 15 e 150 yM, correspondendo a 1:1, 1:4 e 1:10. As amostras foram igualmente
incubadas a 37 °C durante 24 horas. Os espetros de fluorescéncia foram obtidos a Tamb com um
fluorimetro CARY Eclipse (VARIAN, Califérnia, EUA), recorrendo a excitagdo a 295 nm e varrimento

entre os 300 e 650 nm. O setup foi na velocidade lenta (120 nm/minutos) utilizando slits de 5 nm.
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2.10.2.Docking molecular

A estrutura de HSA foi obtida através do PDB (do inglés: Protein data bank), acoplada com um dos
varios marcadores especificos dos dois principais binding sites da albumina. Os marcadores de
referéncia utilizados foram a warfarina para o site 1 (Codigo PDB 2BXD), e o diazepam para o
segundo site (Cédigo PDB 109X). Todas as moléculas de agua foram removidas da estrutura, sendo
de seguida adicionados os hidrogénios e, por fim, tendo sido removido o ligando que servia de
marcador. Foi realizado um dock do marcador a proteina, centrando a grid no ligando, de forma a
garantir que a estrutura se encontrava otimizada. Apds esta simulagdo as coordenadas de AutoGrid
obtidas foram de X=4.214; Y= -9.46; Z= 7.94 para o site 1 e X=54.235; Y= 35.601; Z= 74.441 para o

site 2.

Todas as simulac¢des foram corridas utilizando o programa AutoDock Tools-1.5.6., mantendo a HSA
rigida (especifica para o binding site em cada simulagdo) e o ligando flexivel, recorrendo a um
algoritmo genético Lamarkiano, seguindo os parametros padrdo (anexo C, figura 6.5). O dock do
composto requisitou a edigdo do ficheiro “PDBQT” de texto de modo a introduzir na prata a carga
(+1). Foi também necessario reencaminhar através do editor de texto esse mesmo ficheiro e os
ficheiros “.GPF” e “.DPF” (respetivamente para os ficheiros descritivos da AutoGrid e de AutoDock)
para novos parametros que abranjam a prata, uma vez que 0 programa ndo os possui de origem.
Trés diferentes grids (36x36x36; 40x40x40 e 50x50x50) com um espacamento padrédo de 0.375 A
foram testadas. Para cada uma destas, a estrutura do composto foi otimizada pela rotacéo de todas
as ligacdes simples da molécula no total de 5 locais de tor¢ao, tendo sido selecionada como a mais

favoravel a conformacdo que possuia menor energia de ligacao.
2.11. Protedmica
2.11.1.Preparacdo da amostra, precipitacéo e purificacao

As células A2780 foram cultivadas em frascos de cultura 75 cm?® a uma densidade celular de 4 x 10°
células/mL, e incubadas nas mesmas condi¢cdes descritas na seccdo 2.5.5.1. O lisado celular foi
centrifugado a 10000 x g, durante 5 minutos a 4 °C e os sobrenadantes foram recuperados. A
precipitacdo e a purificacdo dos extratos de proteinas total foram realizadas com o 2-D Clean-Up Kit
(GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido), de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante
(Gorg 2004), a excec¢éo do passo de adi¢do do wash buffer e do wash additive, em que foi efetuada
uma incubacdo overnight a -20 °C. Posteriormente, também foi realizado uma lavagem adicional,
onde 25 pyL de &gua ultrapura (18.2 MQ.cm-1 a 25°C) foi adicionado de forma a dispersar o
sedimento. O wash buffer e o wash additive foram adicionados nas mesmas proporc¢des, de acordo
com o protocolo do fabricante. Apos a centrifugagéo, os sedimentos foram ressuspendidos em 120 pL
de uma solucgéo de reidratacdo contendo 7 M de Ureia (BDH Prolabo, VWR International), 2 M Tioreia
(Merck, Frankfurt, Alemanha), 2 % (p/v) de CHAPS (GE Healthcare, Reino Unido), inibidores de
fosfatases 1x, inibidores de protéases 1x, vestigios de azul de bromofenol (Merck, Frankfurt,

Alemanha), 0,1 % (p/v) de DTT e 1 mM PMSF. As amostras foram mantidas a temperatura ambiente
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durante 48 horas. Por fim, centrifugaram-se as amostras a 12000 x g durante 10 minutos,
recuperando os sobrenadantes. O estrato de proteinas total foi quantificado imediatamente antes da
focagem isoelétrica utilizando o Pierce Protein Assay Kit, descrito na secgéo 2.5.5.1.

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

A eletroforese bidimensional permite a separagdo das proteinas através de duas etapas: a focagem
isoelétrica e a eletroforese em géis de SDS-PAGE. A focagem isoelétrica, ou 12 dimenséao, permite a
separacdo das proteinas consoante o0 seu ponto isoelétrico. A 22 dimenséo, realizada pela utilizagédo

de géis SDS-PAGE, permite a separagéo das proteinas de acordo com a sua massa molecular.

Para a realizacdo da focagem isoelétrica (IEF) utilizaram-se 100 ug do extrato proteico total. O
volume correspondente aos 100 ug de extrato de proteina total foi distribuido ao longo do suporte de
tiras de 7 cm IPG strip holder (GE Healthcare, Reino Unido), ressuspendido em 125 yL de uma
solucdo de reidratacdo suplementada com 0,5 % de IPG (GE Healthcare, Reino Unido) e 0,5 % de
destreak (GE Healthcare, Reino Unido). Apdés a distribuicdo colocou-se por cima uma tira Immobiline
Dry strip pH 3-10 NL de 7 cm (GE Healthcare, Reino Unido), de modo que o gel ficasse em contacto
com a amostra e ndo se formassem bolhas entre o gel e a amostra. Selou-se o suporte com 750 pL
de Drystrip Cover Fluid (GE Healthcare, Reino Unido) e colocou-se a respetiva tampa. Os suportes
foram posteriormente dispostos no sistema de isofocagem ETTAN IPGphor 3 IEF (GE Healthcare,
Reino Unido), e a focagem isoelétrica foi realizada através do programa indicado na tabela 2.3 a uma

temperatura constante de 20 °C.

Tabela 2.3 - Programa utilizado na focagem isoeléctrica.

Passo Duracgéo Voltagem (V)
1 14 horas 20
2 30 minutos 100
3 30 minutos 500
4 30 minutos 1000
5 15 minutos 5000

Apés a IEF, as tiras foram removidas dos suportes e equilibradas, durante 15 minutos com agitacao
horizontal, em 5 mL de solucdo de equilibrio (70 mM de Tris-HCI pH 8,8 (Merck), 6 M de ureia
(Scharlau), glicerol 30 % (v/v) (Panreac) e 2 % (p/v) de dodecil-sulfato de sddio (GE Healthcare,
Reino Unido), suplementada com 1 % (p/v) de DTT. De seguida, as tiras foram transferidas para uma
nova solucao de equilibrio suplementada com 2,5 % (p/v) de iodocetamida (GE Healthcare, Reino

Unido) onde permaneceram durante 15 minutos com agitacédo horizontal.

Para a segunda dimenséao da eletroforese bidimensional, prepararam-se géis de poliacrilamida a 12,5
% (v/v) contendo: 4,8 mL de acrilamida/bis-acrilamida 30 % (Merck), 3 mL de tampéao Tris-HCI 1,5 M
pH 8,8; 4,2 mL de agua ultrapura (18.2 MQ.cm-1 a 25 °C), 90 uL de persulfato de amoénia a 10% (v/v)
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(APS, do inglés: Ammonium Persulfate; Biorad, Califérnia, EUA) e 12 pL tetrametiletiienodiamina
(TEMED, do inglés tetramethylethylenediamine; Sigma, St. Louis, EUA). Apds a polimerizacao do gel,
as tiras foram colocadas por cima dos géis de poliacrilamida, juntamente com o marcador de pesos
moleculares NZY Colour Protein Marker 1l (NZYTech, Lisboa, Portugal), selando-se de seguida com
uma solucdo de agarose 0,5 % (p/v) (Lonza, Basel, Suica) em tampéo de eletroforese (3,79 g/L de
Tris-base, 18 g/L de glicina (Panreac), 1,25 g/L SDS e vestigios de azul de bromofenol). O sistema de
SDS-PAGE Mini-PROTEAN®3 System (BioRad) foi utilizado para na corrida da eletroforese, durante
30 min a 30 V e seguidamente a 120 V até o azul de bromofenol ser eliminado para o tampao de

eletroforese.

2.11.3.Revelacéo dos géis

Os géis resultantes foram corados a quente numa solugao contendo trés pastilhas de PhasTGel™
Blue R (Coomassie R350) (GE Healthcare) dissolvidas em 1 L de &cido acético a 10 % (v/v)
(Panreac) em agua destilada, sendo aquecidos em intervalos de 30 min por trés vezes. Para a
revelacdo dos géis realizaram-se varias lavagens com agua ultrapura (18.2 MQ.cm-1 a 25 °C),
aquecida nas mesmas condicdes referidas anteriormente. Os géis foram digitalizados através do
scanner PIXMA M250 (Canon) e analisados no programa Melanie 7.0 (GeneBio, Genebra, Suica). A
andlise foi realizada por detecdo automatica dos spots, identificacdo dos spots de proteinas,
correspondéncia dos spots entre os diferentes géis e determinacao da intensidade/expresséo de cada
spot. A variagdo dos niveis de expressdo de cada proteina foi calculada a partir da razdo entre a
intensidade de cada um dos spots das amostras pela intensidade de cada um dos spots dos
controlos. Os niveis de expressdo <0,7 (sub-expressdo da proteina) e >1,5 (proteina sobre-

expressdo) foram considerados significativos.

2.12. Estatistica

Todos os resultados foram expressos como média + SEM de pelo menos dois ensaios bioldgicos
independentes com triplicados técnicos cada um. O programa GraphPadPrism 6 software foi utilizado
na andlise dos resultados através One ou Two-way ANOVA ou Student’s t-test de forma a comparar o
grupo de controlo com os grupos tratados para a significAncia estatistica. Resultados com um p<0,05

foram considerados estatisticamente significativos.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Composto em Estudo

Neste trabalho pratico foi estudada a agéo antiproliferativa do composto tris(pirazolil)metanosulfonato

de prata |, Ag,(tpms),, nomeado de Ps35 no decorrer deste trabalho (figura 2.1).

A solubilidade dos compostos em solucbes aquosas tem um papel fundamental no sucesso dos
ensaios biologicos in vitro, pois afeta a sua absorcgédo, distribuicdo, metabolismo e toxicidade. Assim,
no caso do composto em estudo, que apresenta uma baixa solubilidade em agua, foi necessario usar

um solvente organico adequado aos ensaios biolégicos.

O DMSO é uma molécula organica polar aprética muito utilizada como solvente para a solubilizagao
de farmacos hidrofébicos devido & sua natureza anfipética, a grande capacidade de solvatacdo e
relativamente altos ponto de ebulicdo e temperatura de congelamento (Balakin, Savchuk, and Tetko
2006; Galvao et al. 2014). No entanto séo necessarias precauc¢fes ao se trabalhar com este solvente
pois a partir de uma determinada concentragdo (>10 % (v/v)) j& foram descritos casos do DMSO
induzir apoptose através da formagdo de poros na membrana plasmatica (Galvao et al. 2014). Assim
em todos os ensaios realizados o composto Ps35 foi dissolvido em DMSO a 100% (v/v) colocando-se
a solugdo num banho de ultrassons de forma a se atingir o0 maximo de solubilizagéo do composto. No
entanto foi utilizada uma concentracdo maxima de 0,1% (v/v) de DMSO nos ensaios com células,
sendo que a esta concentracdo ndo existe nenhum efeito por parte do solvente nos modelos celulares
utilizados (Oscar A. Lenis-Rojas et al. 2017; Sutradhar et al. 2017).

3.1.1. Solubilidade do composto

Como forma de analisar a solubilidade do composto apés este ser dissolvido e armazenado
comecou-se por identificar a melhor concentracdo para realizar estes estudos. Assim a partir da
solucgédo stock a 5000 pM feita no proprio dia em 100 % (v/v) DMSO (referida como condigéo a fresco)
foram realizadas diluicbes em DMSO para as concentracdes de 25 uM e 50 uM, sendo obtido os
espectros de absorcao (figura 3.1). Os varrimentos foram realizados de 230 a 800 nm mas a figura
3.1 apresenta apenas os comprimentos de onda entre 250 a 350 nm, zona de maior interesse pois

compreende o pico de maxima absorvancia do composto.
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Figura 3.1 - Espectros de absor¢do de solugBes a fresco do composto Ps35 nas concentracBes de 25 pM
(vermelho) e 50 pM (verde) em 100% (v/v) DMSO. Os resultados apresentados sdo de dois ensaiso
independentes.

O composto Ps35 apresenta uma absorvancia méxima na zona dos 260 nm, estando bem patente
este pico méximo de absorvancia nas concentracdes de 50 uM e 25 UM onde foi registada uma
absorvancia de 0,2 e 0,14, respetivamente (figura 3.1). Assim visto que a solu¢do a 50 UM apresenta
um pico bem visivel e relativamente intenso, o que facilita a observacéo de possiveis altera¢cdes no

espectro, foi esta a concentracdo escolhida para se analisar a estabilidade do composto.

Apés ter determinado a concentragdo a utilizar (50 uM), foi realizado o ensaio para analisar a
estabilidade® do composto apés ser armazenado por 24h & Tamb ou a 4 °C nessa mesma

concentracdo. Os resultados estédo presentes na figura 3.2.

0.25

0.2
© e Fresco (50 uM)
S 0.15
< = Armazenado Tamb
2 o1 (50 uM)
< = Armazenado 4 2C

(50 uM)

0.05

0 T T T T T T T T T T 1
250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350

Comprimento de onda (nm)

Figura 3.2 - Espectros de absor¢do de solugdes a 50 uM do composto Ps35 nas condi¢des: a fresco (verde),
armazenada a Tamb por 24 horas (azul) e armazenada a 4 °C por 24 horas (laranja) em 100% (v/v) DMSO. Os
resultados apresentados sédo de dois ensaiso independentes.

1 « " " 4 ‘ = = :

No contexto desta tese o termo “estabilidade” é entendida como manutengéo do composto em solugdo. Assim a
diminuicdo dessa “estabilidade” é interpretada maioritariamente como saida do composto de solugéo, ndo sendo
de descurar que essa saida de solugdo se deva a instabilidade do mesmo.
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Ao se analisar os espectros, é percetivel que a melhor forma de armazenamento durante 24 horas é
a Tamb pois o pico maximo de absorvancia situa-se praticamente ao mesmo comprimento de onda
(260 nm) do composto a fresco, e a absorvancia obtida também foi praticamente a mesma (0,2).
Quando armazenado a 4 °C existe clara alteracdo no espectro do composto (absorvancia
praticamente zero) (figura 3.2). Esta alteracéo podera ser devida ao facto de o composto “ter saido de

solugdo” tornando-se insollvel neste solvente a baixas temperaturas.

No entanto apos algumas horas da solubilizagdo do composto e em todas as solu¢des foi observado
um precipitado preto (possivelmente 6xido de prata (Ag,0), todavia ndo foi confirmado quimicamente)
no fundo do tubo de centrifuga sendo que, quanto maior a concentracdo da solucdo maior a
quantidade de precipitado. Esta observacdo, juntamente com os dados espetrais do composto
armazenado a 4 °C, permitem concluir que o composto deve ser preparado sempre de fresco sem

qualquer armazenamento que possa comprometer a sua estabilidade.
3.2. Ensaios de citotoxicidade

Como forma de avaliar o potencial citotoxico in vitro do composto Ps35 foi realizado o ensaio do MTS.
Este ensaio tem por base o poder redutor das células, onde células viaveis vao reduzir o MTS devido
a acdo de desidrogenases mitocondriais formando o formazano. Assim o que se mede diretamente é
a atividade metabdlica das células (proporcional & quantidade de formazano produzido) que é depois

inversamente correlacionada com a capacidade antiproliferativa do composto (Riss et al. 2016).

A atividade antiproliferativa do Ps35 foi analisada em duas linhas tumorais, A2780 e HCT116, numa
gama inicial de concentracdes (0,25-50 pM) (anexo A, figura 6.1). Apds 48 horas, 0 composto
apresentou uma citotoxicidade superior na linha A2780 (ha menor concentracdo testada, 0,25 pM, a
viabilidade celular foi inferior a 20%). ApOs ajuste de concentracbes a gama testada para a linha
A2780 foi de 0,005 a 5 pM (figura 3.3 (A)) e para a linha HCT116 foi de 2,5 a 10 uM (figura 3.3 (B)),
tendo-se obtido uma diminuig&o da viabilidade celular com o aumento da concentracdo de composto.
Com esta diferenca de concentracfes analisadas, rapidamente, se percebe o potencial
antiproliferativo do composto, em particular na linha A2780, onde uma menor concentra¢do de

composto reduz a viabilidade celular para niveis equivalentes, comparativamente a linha HCT116.
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Figura 3.3 - Viabilidade celular da linha tumoral A2780 (A) e HCT116 (B) ap6s 48 horas de exposicdo ao
composto Ps35. Os valores da viabilidade celular foram normalizados em relagéo ao veiculo de controlo (0,1 %
(v/v) DMSO). Os valores apresentados sdo referentes a trés ensaios independentes e as barras de erro
correspondem ao SEM (*** p < 0.001, **** p < 0.0001) (comparando com o controlo (0,1 % (v/v) DMSO) de cada
linha celular).

A citotoxicidade do Ps35 foi igualmente analisada em células ndo tumorais — fibroblastos, como forma
de se avaliar o potencial citotéxico do composto em células saudaveis. Nesta linha celular foi testada
a gama de concentracdes de 2,5 a 10 uM (as mesmas concentracdes que foram analisadas na linha
HCT116) (figura 3.4). Nos fibroblastos foi igualmente observada uma diminuicdo de viabilidade com o
aumento da concentracdo de composto (idéntica a observada com a linha HCT116). Assim nesta
gama de concentragBes o composto ndo apresentou qualquer seletividade entre a linha tumoral
HCT116 e a linha saudavel de fibroblastos. No entanto, a gama de concentra¢fes testada na linha
A2780, apesar de ndo ter nenhum efeito na linha HCT116 também néo ira afetar os fibroblastos, o
que torna possivel a utilizagdo do composto na linha derivada do carcinoma de ovério uma vez que a

potencial janela terapéutica ja é aceitavel.
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Figura 3.4 - Viabilidade celular na linha celular de fibroblastos apds 48 horas de exposi¢éo ao composto Ps35. Os
valores da viabilidade celular foram normalizados em relagdo ao veiculo de controlo (0,1 % (v/v) DMSO). Os
valores apresentados séo referentes a trés ensaios independentes e as barras de erro correspondem ao SEM (***
p <0.001, **** p <0.0001) (comparando com o controlo (0,1 % (v/v) DMSO) de cada linha celular).
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O ICsp (concentracdo em que 50 % da proliferagéo celular é inibida) € um parametro que avalia o
desempenho dos compostos. Neste trabalho foi utilizado o ICsy relativo. Este é calculado como o
ponto médio entre um patamar de viabilidade maxima e um patamar de viabilidade minima de uma
curva de concentracdo-resposta (Sebaugh 2011). Neste trabalho o ponto médio € interpretado como

a concentracao necessaria para reduzir a viabilidade celular em 50 %.

Este composto apresenta um ICs, extremamente baixo na linha A2780, 0,04 uM, enquanto para a
linha HCT116 o valor ja € mais elevado, 4,73 uM, e encontra-se perto do valor obtido para a cultura
de fibroblastos, 5,18 UM (resultado que ja era esperado) (tabela 3.1). Como forma adicional de avaliar
0 potencial citotoxico deste composto foi também calculado o indice de seletividade com base no
valor do ICsq das linhas tumorais em relacédo a linha saudavel de fibroblastos. Assim quanto maior o
valor do indice de seletividade mais seletivo vai ser o composto para a linha tumoral (Czerwinska et
al. 2017). Com o resultado deste indice fica bem patente a seletividade do composto para com a linha
A2780, sendo 140 vezes mais seletivo para esta linha tumoral do que para a linha ndo tumoral
(fibroblastos) (tabela 3.1).

Tabela 3.1 - Citotoxicidade do composto Ps35, representada com o ICso relativo nas linhas celulares A2780,
HCT116 e fibroblastos. A atividade antiproliferativa foi avaliada ap6s 48 horas de exposi¢do. Indice de
seletividade do composto Ps35 nas linhas tumorais estudadas. Os dados representados estdo expressos como a
média + SEM de trés ensaios biolégicos.

Linha Celular

ICso relativo (UM)

indice de Seletividade

A2780 0,04 + 0,01 140
HCT116 4,73 +0,16 1,09
Fibroblastos 5,18 £ 0,10 -

Para comparacao do potencial terapéutico deste composto com farmacos ja aprovados na pratica
clinica, foi utilizado a doxorrubicina (DOX) a uma concentragdo de 0,4 uM nas duas linhas tumorais,
A2780 e HCT116. A DOX é um dos farmacos mais utilizado em quimioterapia nos dias atuais, sendo
que o valor testado nestas duas linhas é proximo do seu ICsy (com esta concentragéo foi obtido uma
viabilidade de 44 % na linha A2780 e de 51 % na linha HCT116). O composto Ps35 é
consideravelmente mais citotoxico para a linha A2780 onde, é necessaria uma concentragdo 10
vezes menor para se obter o mesmo efeito que com DOX. Por outro lado, no que respeita as células
HCT116 é precisamente o contrario, uma vez que para se obter o mesmo efeito que com DOX é
necessaria uma concentracdo 10 vezes superior de Ps35, logo, a DOX demonstra uma maior

citotoxicidade para esta linhagem tumoral.

Devido ao facto do composto em solugdo poder formar duas espécies secundarias (Ag,O e o ligando
tpms) e sendo que estas poderiam ser responsaveis pelo efeito citotoxico do Ps35, foi analisado o

potencial citotdxico de cada composto individualmente e em conjunto em A2780. Com o Ag,O foi
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testado o valor do ICsy do Ps35 e 1/10 desse valor (0,04 e 0,004 pM, respetivamente), com o ligando
foi testado unicamente o valor do ICsy do Ps35 (0,04 uM) assim como na analise do potencial
citotdxico destas duas espécies em conjunto. Em todas as concentracdes testadas tanto com o Ag,O
como com o tpms como com estas duas espécies em solucdo a viabilidade celular obtida foi perto
dos 100% (figura 3.5).
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Figura 3.5 - Viabilidade celular na linha celular A2780 apds 48 horas de exposi¢do aos compostos: Ps35, Ag»0,
tpms e Ag.O+tpms. Os valores da viabilidade celular foram normalizados em relacéo ao veiculo de controlo (0,1 %
(v/v) DMSO). Os dados estéo representados como media + SEM de dois ensaios bioldgicos e a significancia
estatistica foi avaliada em relacéo ao grupo de referéncia (ICso Ps35) pelo método one-way ANOVA (* p < 0.05, **
p <0.01, ** p <0.001).

Assim, o composto Ps35 demonstra uma grande citotoxicidade contra a linha A2780 (IC5,=0,04 uM)
apresentando um potencial terapéutico elevado (in vitro) pois a esta concentracdo a viabilidade
celular dos fibroblastos (linha celular ndo tumoral) ndo é afetada. Devido a esse facto selecionou-se

esta linha celular que deriva de um carcinoma de ovario para prosseguir 0s ensaios biologicos.

3.3. Adesao Celular

O ensaio da ades&o celular foi realizado para compreender se existia alguma perda de células
aquando da realizacdo dos ensaios onde sdo efetuadas lavagens. Uma das acdes da prata é a
capacidade de se ligar as proteinas que existem nas membranas tanto de células animais como de
bactérias (Lansdown 2002). Esta ligagdo poderéa alterar a conformacgéo das proteinas membranares
afetando a adeséo da célula ao substrato.

Neste ensaio foram contabilizadas as células que estavam aderentes e ndo aderentes e ainda foi
possivel de entre cada uma dessas fazer a distincdo entre células viaveis e néo viaveis. Foram
contabilizadas células apés estarem a incubar com o ICsy do Ps35 ou 0,1% DMSO (v/v) por 3, 24 e 48

horas, estando os resultados obtidos apresentados na tabela 3.2 sobre a forma de percentagens.
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Tabela 3.2 - Variacdo da adeséo celular na linhagem A2780 apos 3, 24 ou 48 horas de exposi¢do ao ICsg do
Ps35. Os dados representados em percentagem estdo expressos como a média + SEM de dois ensaios
bioldgicos.

3h 24h 48h

0,1% 0,1% 0,1%
DMSO (V/v) | ICsPs35 | DMSO (v/v) | ICsPs35 | DMSO (v/v) | ICsPs35

Células
Aderentes 91,8+5,2 775+71 88,6 + 3,9 57,3+11,2 858+1,3 51,7+5,0

Viaveis

Células
Aderentes 76+4,7 9,1+26 10,5+ 3,6 28,6 +6,1 12,9+ 0,6 30,5+2,1

ndo Viaveis

Células ndo
Aderentes 0,6 +0,5 115+2,8 0,9+0,3 13,2+ 4,6 1,3+0,7 11,7+5,3

Viaveis

Células ndo
Aderentes 0 1,9+1,7 0 0,9+0,5 0 6,1+1,7

ndo Viaveis

Em relacdo as células incubadas com 0,1% (v/v) DMSO, a percentagem de células ndo aderentes é
praticamente nula nos trés periodos analisados, logo o DMSO nesta concentracdo nao interfere com
este parametro. Esta andlise também confirma que nesta concentracdo o DMSO nédo afeta a
viabilidade celular pois as percentagens celulares nédo se alteram existindo praticamente 90% de

células viaveis nos trés periodos de incubacéo.

Como espectavel, a percentagem de células aderentes vidveis ao longo dos tempos de incubacédo
com o composto Ps35 vai diminuindo e em oposi¢do a percentagem de células aderentes nao viaveis
vai aumentando. Este resultado demonstra a agdo do composto nas células aderentes com a perda
da viabilidade celular. Em relagéo as células ndo aderentes vidveis a percentagem de células logo as
3 horas de incubacdo € um pouco superior aos 10 % sendo que este valor ao longo dos tempos
analisados ndo sofre muitas alteragdes rondando sempre os 10%. Este resultado demonstra que o
efeito na adesdo é praticamente imediato estando provavelmente relacionado com a libertacdo de
ibes prata do composto (Lansdown 2002; Igbal et al. 2013). Esta acao néo é incremental, ou seja, hdo
existe um aumento na percentagem de células ndo aderentes viaveis. Isto poderd ser,
provavelmente, devido ao facto dos iGes de prata formarem Ag,O e este precipitar deixando de estar
disponivel para interagir com as proteinas. As células ndo viaveis e ndo aderentes existem em muito
baixas percentagens exceto as 48 horas onde atingem os 6 %. No geral, verifica-se que 0 composto
leva a um aumento do ndmero de células ndo aderentes e que, com o decorrer do tempo, deixam de

estar viaveis.
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3.4. Potencial apoptético

Apb6s determinar o potencial citotoxico do composto, sendo este representado pelo ICsg na linha

celular estudada, é importante perceber qual o mecanismo de morte celular induzida pelo composto.

Muitos dos farmacos utilizados atualmente em quimioterapia induzem o seu efeito antitumoral pela
ativagcdo da apoptose nas células tumorais (Simone Fulda and Debatin 2004; Silva et al. 2014). Assim

foi analisada a morte celular por apoptose como uma das possiveis acdes do composto Ps35.
3.4.1. Marcacao com Hoechst e IP

Como analise preliminar da capacidade do Ps35 de induzir apoptose, recorreu-se a microscopia de
fluorescéncia com o uso do Hoescht 33258 e IP. O Hoescht 33258 cora todo o nlcleo pois consegue
atravessar a membrana plasmatica indo-se ligar com grande afinidade a zonas ricas em adeninas e
timidinas, emitindo fluorescéncia azul (X. Zhang et al. 1999). Esta capacidade permite avaliar
alterag6es morfologicas no ndcleo, como a condensacdo da cromatina e a fragmentacdo nuclear,
tipicas de células em apoptose (Silva et al. 2014; Mendo et al. 2015). Por outro lado o uso do IP
permite identificar células em necrose pois a sua capacidade de ligacdo ao DNA esta dependente da
perda de integridade da membrana plasmética, sendo que quando a membrana plasmatica colapsa o
IP liga-se aos &cidos nucleicos com grande afinidade emitindo fluorescéncia vermelha (Brun et al.
2012).

Neste ensaio as células em apoptose ou necrose foram contabilizadas apds estarem a incubar com o
ICso do Ps35 ou 0,1 % DMSO (v/v) durante 48 horas. Na figura 3.6 estdo imagens representativas de
cada tratamento. O DMSO a 0,1 % (v/v) foi utilizado como controlo negativo do ensaio e como se
pode ver na imagem as células marcadas com Hoescht apresentam, na grande maioria, uma
distribuicdo homogénea da fluorescéncia azul, representando a distribuicdo uniforme da cromatina
por todo o nucleo. Células com esta forma de fluorescéncia foram consideradas viaveis (Z. Ma et al.
2016). Na imagem de células incubadas com Ps35 ja existem varias células (assinaladas com uma
seta) em que a distribuicdo da fluorescéncia ndo é homogénea, sendo que se encontram zonas ao
longo do ndcleo com uma maior intensidade de fluorescéncia azul. Estas células foram consideradas
como estando em apoptose, pois estas zonas de maior intensidade de fluorescéncia representam a
condensacédo e fragmentacdo da cromatina (Z. Ma et al. 2016). Em relacdo a marcagdo com o IP ndo
existiu sinal nas células incubadas com o composto. Isto leva a crer que o composto ndo induz
necrose nas células pois ndo ocorreu a degradacdo da membrana plasmatica as 48 horas de

incubacéo com o mesmo.
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Figura 3.6 - Células da linha tumoral A2780 marcadas com Hoechst 33258 e IP para a visualizagcao de células
apoptéticas/necroticas. As células cresceram na presenca de 0,1 % (v/iv) DMSO (controlo) ou do ICsy do
composto por 48 horas. As setas indicam células que apresentam condensagdo e fragmentacdo da cromatina.
Estes resultados resultam de dois ensaios independentes onde foram analisadas pelo menos 5 imagens para
cada condicdo em estudo.

Como forma de quantificar as células em apoptose, 0s nacleos apoptéticos das células tratadas com
DMSO e o Ps35 foram contabilizados e os valores passados a percentagem de células em apoptose
(figura 3.7). Observamos que com o composto se obteve perto de 40 % de células em apoptose
enquanto com o controlo negativo o valor foi perto dos 20 %, logo existiu o dobro de células com

alteracdes morfoldgicas tipicas de células em apoptose quando expostas ao Ps35.
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Figura 3.7 - Percentagem de células com alteragcdes morfoldgicas tipicas de células em apoptose na linhagem
A2780 apls exposicdo ao ICsp do composto Ps35 apés 48 horas de exposicdo. Os resultados estdo
representados como a média + SEM de dois ensaios independentes e a significancia estatistica foi avaliada em
relagdo ao grupo de referéncia (controlo) pelo método t-student (**** p < 0.0001).

Dado que foi utilizado o valor do ICs, do composto para esta linha celular a percentagem de células

com nucleos apoptéticos deveria ser cerca de 50% (e ndo 40%). Poderemos especular que as células

estdo a morrer por apoptose, e com o aumento do nimero de nucleos contados, um valor mais perto
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dos 50% seria atingido. Outra hip6tese seria que, a perda de viabilidade celular observada no ensaio
de citotoxicidade, se dever as células estarem a morrer ndo s6 por apoptose, mas também por outras

vias como a autofagia, visto que a hipétese de ser por necrose foi ja excluida.
3.4.2. Marcacdo com AnexinaV-FITC e IP

Por forma a confirmar os resultados obtidos no ensaio anterior, recorreu-se a citometria de fluxo com
a dupla marcacdo com anexinaV-FITC e IP pois permite quantificar com uma elevada especificidade
e sensibilidade as células em apoptose/necrose. A anexina-V faz parte de uma familia de proteinas
com a capacidade de se ligar a fosfolipidos, sendo que a anexina-V apresenta uma grande afinidade
para a fosfotidilserina (PS). Este fosfolipido encontra-se unicamente na camada interna da bicamada
fosfolipidica sendo externalizado quando a célula entra em apoptose. A externalizacdo da PS é um
evento relativamente cedo no processo apoptoético ocorrendo antes de se dar a perda da integridade
da membrana plasmética. Neste ensaio a anexina-V é conjugada com o fluoréforo FITC por forma a
ser possivel a detegéo da ligacdo da anexina-V a fosfatidilserina. Como nos estadios iniciais da
apoptose a membrana plasmatica ainda ndo perdeu a integridade a utilizagdo de IP vai permitir
distinguir entre células em apoptose inicial e células em apoptose tardia, pois ndo vai marcar as
primeiras, mas vai marcar as Ultimas onde se consegue ligar ao DNA. Assim, é possivel distinguir
entre células saudaveis (FITC / IP), células em apoptose inicial (FITC"/ IP), células em apoptose
tardia (FITC"/ IP") e células em necrose (FITC / IP") (Hollville and Martin 2016; Brumatti, Sheridan,
and Martin 2008; Brun et al. 2012).

Neste ensaio devido a dificuldade de se obter marcagao com a linha celular A2780 foi utilizada a linha
celular HCT116 e o ICso do composto obtido com a mesma (4,7 uM) as 48 horas de incubacéo. Foi
realizado o controlo negativo (0,1 % DMSO (v/v)) e ainda um controlo positivo utilizando 0,4 uM de
DOX. A DOX foi utilizada como controlo positivo pois a sua acdo antitumoral € por inducdo de
apoptose (S. Fulda and Debatin 2006).

O controlo negativo evidencia uma percentagem de células viaveis de 76 %, enquanto que com o
composto Ps35 as células viaveis foram 49 %; sendo que existiram 47 % de células em apoptose
inicial e 4 % de células em apoptose tardia. Com a DOX obteve-se 60 % de células em apoptose
inicial e 13 % de células em apoptose tardia. Em todas as condi¢des a percentagem de células em

necrose foi praticamente zero (figura 3.8).
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Figura 3.8 - Quantificacdo das células HCT116 em apoptose por de citometria de fluxo com a marcagéo dupla
com Anexina-FITC e IP. As células HCT116 foram expostas ao ICsq para esta linha celular (4,7 uM), a 0,1 % de
(v/v) DMSO (controlo) e a 0,4 uM de DOX por 48 horas. Os dados estao representados como a média + SEM de
dois ensaios biologicos. A significAncia estatistica foi avaliada em relagdo ao grupo de referéncia (controlo) pelo
método two-way ANOVA (* p < 0.05, ** p < 0.01, ns - estatisticamente n&o significativo).

Este ensaio confirma os resultados obtidos anteriormente (ver seccdo 3.4.1), sendo a apoptose um
dos mecanismos de morte celular induzida pelo composto Ps35 (a maioria das células encontra-se
em apoptose inicial). Em nenhum dos ensaios se observou a inducdo de necrose. Este é um
resultado bastante interessante pois, em quimioterapia, compostos que induzam necrose Vvao
aumentar o nivel de inflamagdo na zona do tumor enquanto a apoptose induz a morte celular
causando um minimo de dano e inflamacgé&o (Tait, Ichim, and Green 2014).

3.4.3. Alteracédo do potencial de membrana mitocondrial

A alteracao do potencial de membrana mitocondrial (AWm) é um parametro crucial na inducdo da
apoptose, principalmente pela via intrinseca. Este evento € induzido por uma variedade de estimulos,
incluindo a translocacé@o da proteina BAX do citoplasma para a mitocondria o que leva a perda do
AWm através da permeabilizagdo da membrana mitocondrial, com a consequente libertacdo do
citocromo ¢ da mitocondria para o citoplasma. Esta perda tem sido ligada com a iniciacdo e ativacao
de cascatas apoptoticas. Por esta razdo, a mitocondria € um organelo chave na apoptose e a
alteracdo do AWm um importante pardmetro da fungdo mitocondrial. Este pardmetro é bastante
utilizado em ensaios cientificos como um indicador da saulde celular (Mantena, Sharma, and Katiyar
2006).

Como forma de avaliar a alteracdo do AWm foi utilizada a sonda catiénica lipofilica JC-1. Esta
acumula na mitocdndria de uma forma dependente do AWm e a alteragcéo na fluorescéncia é baseada
na sua agregagdo. Em células saudaveis com um elevado AWm o JC-1 forma agregados dentro da
mitocondria que vao emitir uma intensa fluorescéncia vermelha. Por outro lado, em células com um
baixo A®m o JC-1 mantém a sua forma monomérica no citoplasma apresentado fluorescéncia verde
(Perelman et al. 2012).
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A figura 3.9 apresenta imagens representativas dos resultados obtidos apds 48 horas de incubagédo
com ICsq do composto Ps35 ou 0,1 % DMSO (v/v) e ainda um controlo com células néo tratadas. Nos
trés casos existe uma intensa fluorescéncia vermelha indicando que as células apresentam um

elevado AWm.

Fluorescéncia Fluorescéncia
Campo Claro Vermelha Verde Combinado

Figura 3.9 - Células da linha tumoral A2780 marcadas com a sonda JC-1 para andlise do efeito do composto no
potencial de membrana mitocondrial (AWM). As células foram incubadas na presenca do ICso do Ps35, com 0,1 %
(v/v) DMSO (controlo) ou com meio completo (células ndo tratadas), por 48 horas. Estes resultados resultam de
dois ensaios independentes onde foram analisadas pelo menos 5 imagens para cada condigdo em estudo.

No entanto, a presenca do composto Ps35 parece induzir um aumento ligeiro da fluorescéncia verde
em algumas células, o que poder indicar uma alteracdo ao AWm. Para analisar com maior detalhe, a
fluorescéncias das células foi quantificada e calculado o racio fluorescéncia verde/vermelha. Quanto
menor o valor do racio, maior sera o AWm. Como podemos ver na figura 3.10, o valor do racio para
as células nédo tratadas e para as células tratadas com 0,1 % DMSO (v/v) ronda os 0,5. Com o
composto Ps35, apesar da diferenca ndo ser significativa, existe um ligeiro aumento no racio, ou seja,
apesar de em todas as células existir uma predominancia da fluorescéncia vermelha, a fluorescéncia

verde aumentou ligeiramente comparativamente aos controlos.
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Figura 3.10 - Racio da fluorescéncia verde/vermelha do potencial de membrana mitocondrial. As células A2780
foram incubadas na presenca do ICso do Ps35, com 0,1% (v/v) DMSO (controlo) ou com meio completo (células
ndo tratadas), por 48 horas.Os dados estéo representados como a média + SEM de dois ensaios independentes
e a significancia estatistica foi avaliada em relagdo ao grupo de referéncia (DMSO, controlo) pelo método one-
way ANOVA (ns - estatisticamente néo significativo).

Este resultado pode indicar que a alteracdo do AWm ndo se d4 numa fase inicial da apoptose
ocorrendo numa fase mais tardia. Assim podemos estar perante apoptose que ocorra pela via
extrinseca. No entanto, ndo se pode excluir a hipotese da apoptose ser ativada pela via intrinseca
pois existem casos descritos onde ocorreu um aumento do AWm que levou a libertacdo do citocromo
¢ sendo que a perda do AWm s6 ocorreu numa fase mais tardia do processo apoptético (Ly, Grubb,
and Lawen 2003; Scarlett et al. 2000).

3.4.4. Producao de espécies reativas de oxigénio

Um aumento excessivo na producdo de ROS pode provocar dano a lipidos, proteinas e
principalmente ao DNA. O dano causado ao DNA através da oxidacdo poderad resultar na sua
clivagem sendo que se a célula ndo for capaz de reparar esta quebra na cadeia é ativava a morte
celular por apoptose. A acumulagdo de ROS esta também relacionada com alteragdes na mitocondria
onde estas levam a disrup¢do do AWm com a libertacdo de proteinas mitocondriais (citocromo c) para
0 citoplasma e a consequente ativacdo das caspases. Assim o aumento de ROS esta relacionado
diretamente (através da alteragcdo do AWm) e/ou indiretamente (através da clivagem oxidativa do

DNA) com a inducdo da apoptose pela via intrinseca (Eloy et al. 2012; Chen et al. 2003).

No sentido de se elucidar a relagédo entre a citotoxicidade do composto Ps35 e a producéo de ROS na
linha celular A2780 foi utilizado a diclorofluoresceina diacetato (H,DCF-DA). A DCF-DA é uma sonda
estavel ndo polar que entra na célula onde forma outro composto ndo fluorescente (DCFH) ap0s
clivagem por esterases intracelulares. A DCFH passa a diclorofluoresceina (DCF), forma altamente
fluorescente, quando oxidado por ROS intracelulares (A. Silva et al. 2013). Assim a intensidade da
fluorescéncia pode ser correlacionado com a quantidade de ROS existentes nas células (Eloy et al.
2012).
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Neste ensaio foi utilizado como controlo positivo H,O, devido ao seu elevado potencial em oxidar o
meio intracelular e gerar ROS. Assim as células incubaram durante 48 horas com o ICs, do composto
Ps35 ou 0,1% DMSO (v/v) ou 25 uM H,O, sendo que na figura 3.11 estdo imagens representativas
dos resultados obtidos. Como esperado nas células tratadas com H,O, houve uma intensa
fluorescéncia verde devido ao aumento da producdo de ROS. Em contrapartida tanto no controlo

negativo (DMSO) como com o composto Ps35 a fluorescéncia verde foi minima.

Como forma de quantificar este ensaio foi medida a intensidade da fluorescéncia e normalizada em
relacdo ao valor do controlo negativo (figura 3.12). Com esta quantificacdo rapidamente se confirma
que o composto Ps35 ndo induziu um aumento na producdo de ROS. Este resultado é concordante
com o facto do potencial de membrana mitocondrial ndo ter sofrido alteracdes visto que, apesar da

mitocdndria ser um local de producéo de ROS também é um dos seus alvos.

Campo Claro DCF Combinado

DMSO

H-0»

Ps35

Figura 3.11 - Células da linha tumoral A2780 marcadas com o corante H,DCF-DA para analise do aumento de
producdo de ROS. As células foram incubadas com o ICso do Ps35 ou com 0,1 % (v/v) DMSO (controlo) ou com 25
UM de H20; (controlo positivo) por 48 horas. Estes resultados resultam de dois ensaios independentes onde foram
analisadas pelo menos 5 imagens para cada condi¢cdo em estudo.
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Figura 3.12 - Quantificacdo da intensidade de fluorescéncia do corante H,DCF-DA na linha celular A2780. As
células foram incubadas com o ICsy do Ps35 ou com 0,1 % (v/v) DMSO (controlo) ou com 25 pM de H20»
(controlo positivo) por 48 horas. Os dados estéo representados como a média + SEM e foram normalizados em
relagcdo ao controlo (0,1 % (v/iv) DMSO). A significancia estatistica foi avaliada em relagdo ao grupo de controlo
(0,1 % (v/v) DMSO) pelo método one-way ANOVA (**** p < 0.0001, ns - estatisticamente ndo significativo).

Neste sentido, uma vez mais, estes resultados sugerem que a indugéo de apoptose podera ser pela

via extrinseca e néo pela mitocondrial.
3.4.5. Proteinas anti- e pro-apoptoéticas por Western blot

A via intrinseca da apoptose é regulada pelas proteinas da familia BCL-2, constituida por reguladores
pro-apoptéticos (por exemplo: BAX) e anti-apoptéticos (por exemplo: BCL-2). Estas proteinas
controloam o processo apoptdtico: os membros anti-apoptéticos bloqueiam a libertagdo do citocromo
¢, assim como outras proteinas, da mitocdndria; os membros pro-apoptéticos estimulam essa
libertagdo (Z. Ma et al. 2016). Assim um aumento da expresséo da proteina BAX estéd associado com
a inducéo da apoptose pela via intrinseca, enquanto que o aumento de expressao da proteina BCL-2

esta associada com mecanismo de sobrevivéncia celular (Katiyar, Roy, and Baliga 2005).

Na figura 3.13 (A), pode-se ver a expressao relativa da proteina BAX e BCL-2 apo6s 48 horas de
incubacéo com o ICsq do Ps35 em A2780. Apesar da expressao da proteina BAX ser ligeiramente
superior a proteina BCL-2, esta diferenca ndo é significativa. Mais importante do que analisar a
expressdo destas proteinas individualmente € calcular do racio entre as mesmas visto que a
apoptose € um processo altamente dependente dessa relacdo (Z. Ma et al. 2016; Mendo et al. 2015).
Na figura 3.13 (B) é apresentado o racio BAX/BCL-2 obtido apds 48 horas de incubacdo com 0,1 %
(v/v) DMSO (controlo) e o ICso do Ps35. O racio das células incubadas com o controlo e com o
composto foi perto de 1. Isto significa que os niveis da proteina BAX sdo idénticos a expressao da

proteina BCL-2 logo o mecanismo de apoptose pela via intrinseca néo foi ativado.
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Figura 3.13 — (A) Niveis de expressdo de BAX e BCL-2 em células A2780 apods incubacao por 48 horas com o
ICso do Ps35. (B) Racio BAX/BCL-2 em células A2780 apo6s incubagdo por 48 horas com 0,1 % (v/v) DMSO
(controlo) e o ICso do Ps35. Dados relativizados face ao controlo apés normalizacéo em relagdo ao western blot
da B-actina. Os dados estdo representados como a meédia + SEM de dois ensaios independentes e a
significancia estatistica foi avaliada pelo método t-student (ns — estatisticamente néo significativo).

Os resultados obtidos permitem concluir que as 48 horas de incubacdo na presenca do composto
Ps35 a via ativada ndo serd a via intrinseca mas possivelmente a via extrinseca da apoptose. No
entanto isto ndo significa que em algumas células ndo seja ativada a via intrinseca através da
proteina Bid.

3.5. Autofagia

Como a maioria dos compostos metalicos descritos exercem o seu efeito citotoxico através da
inducdo da apoptose, 0 processo alternativo de indugédo de morte celular por autofagia, tem emergido
recentemente, como um processo atrativo para exercer o efeito citotéxico dos compostos. A autofagia
é um processo que pode ser acelerado por uma variedade de stress celulares como a falta de
nutrientes, danos ao DNA ou a organelos. Assim em condi¢Bes de aumento de stress intracelular ou
devido a um fator externo, uma elevada acumulacdo de vacuUolos autofagicos e consequente
eliminacdo de organelos impede a célula de um funcionamento normal resultando na morte da
mesma (Slator et al. 2017).

Assim, para se analisar o possivel aumento de autofagia devido ao composto Ps35 foi utilizado a
sonda Cyto-ID. Esta marca com grande precisdo compartimentos autofagicos, ou seja,
autofagossomas e autofagolisossomas. Assim as células A2780 foram sujeitas durante 48 horas ao
ICso do composto Ps35 ou 0,1 % DMSO (v/v) ou ainda 0,5 mM rapamicina. A rapamicina serve como
controlo positivo pois induz um aumento da autofagia através da inibicdo do mTOR (Van Limbergen
et al. 2009). Como se pode ver na figura 3.14, com 0s compartimentos autofagicos marcados a verde,
a inducdo de autofagia pelo composto Ps35 é comparavel ao aumento de autofagia provocado pela

rapamicina.
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Figura 3.14 - Células da linha tumoral A2780 marcadas com a sonda Cyto-ID para analise dos compartimentos
autofagicos. As células foram incubadas com o ICsq do Ps35 ou com 0,1 % (v/v) DMSO (controlo), por 48 horas,
ou com 05 mM de rapamicina (controlo positivo) por 24 horas. Células com um aumento de
autofagossomas/autofagolisossomas estédo assinaladas com uma seta. Estes resultados resultam de dois ensaios
independentes onde foram analisadas pelo menos 5 imagens para cada condicdo em estudo.

Apés calcular a percentagem de células que apresentam compartimentos autofagicos (figura 3.15)
vemos que com o composto Ps35 existem quase 80 % de células em autofagia. Este resultado indica

que o composto Ps35 induz um nivel superior de autofagia do que apoptose nas células A2780.
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Figura 3.15 - Percentagem de células com compartimentos autofagicos na linha celular A2780. As células foram
incubadas com o0 ICso do Ps35 ou com 0,1 % (v/iv) DMSO DMSO (controlo), por 48 horas, ou com 0,5 mM de
rapamicina (controlo positivo) por 24 horas. Os resultados estdo representados como a média + SEM de dois
ensaios independentes e a significancia estatistica foi avaliada em relagdo ao grupo de controlo (0,1 % (v/v)
DMSO) pelo método one-way ANOVA (**** p < 0.0001).

A co-ativacédo da apoptose e da autofagia acontece em quase todos os compostos metalicos, com a
excecao de alguns compostos de platina (O. A. Lenis-Rojas et al. 2016; Sutradhar et al. 2017). O
paradigma atual na investigacdo da autofagia, relacionada com o cancro, € considerado complexo e
um pouco contraditorio: i) por um lado pode atuar como um mecanismo supressor da carcinogénese;
i) por outro lado é sabido que promove a sobrevivéncia do tumor em situagfes de falta de nutrientes
ou hipoxia; iii) por fim a eficiente inducdo da autofagia pode ser explorada como um mecanismo de
ativacdo de morte celular em células tumorais, particularmente em células resistentes a ativacéo de
apoptose (Slator et al. 2017; Dalby et al. 2010) Assim, é necessario realizar mais estudos com o
composto Ps35. O aumento na autofagia observado com a realizacdo deste ensaio é a resposta da
célula a um stress e pode ter dois desfechos opostos: servir como um mecanismo celular de

sobrevivéncia ou induzir a morte celular.
3.6. Progresséao do Ciclo Celular

A citotoxicidade dos compostos metalicos € muitas vezes associada com danos ao DNA, que em
Ultima instancia v&o induzir a morte celular através da apoptose pela ativagdo da via intrinseca.
Danos ao DNA estdo normalmente relacionados com paragens na progressao do ciclo celular, sendo

gue células nestas condi¢8es vao acumular na fase G1, S ou G2/M (Eloy et al. 2012).

Assim, de forma a analisar o potencial citostatico do composto Ps35, as células A2780 foram
sincronizadas na fase G1/S com um duplo blogueio com timidina. De seguida foram incubar 9, 12 e
24 horas com 0 ICsq do composto Ps35 ou 0,1 % (v/v) DMSO em meio sem timidina por forma a
permitir a continuacdo do ciclo celular. Os resultados foram obtidos por citometria de fluxo sendo feita
a quantificacdo do DNA por célula com recurso ao uso da sonda fluorescente IP. Os resultados estédo

representados na tabela 3.3 e na figura 3.16.
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Tabela 3.3 - Percentagem de células A2780, na fase GO/G1, S e G2/M, quando exposta ao ICsp do Ps35 e a 0,1
% (v/v) de DMSO (controlo) durante 9, 12 ou 24 horas. As células foram analisadas por citometria de fluxo apés
marcagdo com IP. Os dados estéo representados como a média + SEM de dois ensaios independentes.

Percentagem de Células (%)

80 4
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GO0/G1 541+0,4 50,8+ 0,6 61,9+04 59,3+ 3,2 60,6 +1,0 548+ 2,2
S 17,4+ 0,9 18,8+ 0,9 16,5+ 0,7 16,7+1,0 | 255+3,1 31,2+55
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Figura 3.16 — Alteracéo na progressao do ciclo celular nas células A2780 apds exposi¢édo ao IC50 do Ps35 e a
0,1 % (v/v) de DMSO, por 9 horas (A), 12 horas (B) e 24 horas (C). As células foram analisadas por citometria
de fluxo apés marcacdo com IP. Os dados estdo representados como a média + SEM de dois ensaios

independentes.
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Com o controlo negativo (0,1 % (v/v) DMSO) as células que estavam na fase G1/S ao fim de 9 horas
progrediram destas fases para a fase G2/M estando muitas ja na fase G1/G0. As 12 horas continua a
haver a progresséo do ciclo para a fase G1/GO e ao fim das 24 horas, com o ciclo praticamente

concluido as células progridem para a fase S.

As células incubadas com o composto Ps35 seguem o mesmo padrédo do controlo negativo, ou seja,
nao existe nenhuma evidéncia de atraso na progressao do ciclo celular. Este ensaio exclui o potencial
citostatico do composto Ps35, pois este ndo parece afetar a progressao do ciclo celular, nem por
interagir com proteinas que o controlam nem por levar a danos no DNA que levariam ao

atraso/bloqueio na progressao do ciclo.
3.7. Localizacao

Como forma de confirmar as conclusdes retiradas nos ensaios anteriores recorreu-se a técnica de
ICP-AES. Esta técnica é um tipo de espectroscopia de massa altamente sensivel sendo capaz de
determinar concentragfes extremamente baixas de metais e varios ndo metais (Batsala et al. 2012).
Assim foi possivel determinar se 0 composto entra ou ndo para a célula através da quantificagdo do

metal que o constitui, a prata.

Os resultados indicam que o composto néo internaliza, foi detetada 99 % de prata no sobrenadante
de células que incubaram com o Ps35, levando uma vez mais a pensar que a apoptose observada
nestas células deverd ser ativada pela via extrinseca. Este resultado também é congruente com o
facto do composto Ps35 ndo afetar a progresséo do ciclo celular apesar de este interagir com o DNA

in vitro (resultados descritos na secc¢ao seguinte, 3.8).

3.8. Interacdo do composto com o DNA in vitro

Alterar a expressdo do DNA através da modulacéo da transcricdo ou por interferéncia na replicacao é
0 modo de acdo de muitos farmacos que atualmente sdo utilizados em terapia. Existem
essencialmente trés formas como os farmacos antitumorais podem interagir com o DNA: i) através do
controlo de fatores de transcricdo ou da polimerase (neste caso os farmacos ligam-se a proteinas que
interagem com o DNA); ii) através da ligacdo do RNA a estrutura de dupla hélice do DNA; iii) através
da ligacédo de compostos a estrutura do DNA. Esta Ultima forma de interagdo pode dar-se através da
formagdo de ligacdes covalente e ndo covalentes. As ligacdes covalentes sdo irreversiveis e
invariavelmente causam a inibicdo dos processos relacionados com o DNA, nestas existe a formacao
de ligagBes cruzadas inter- ou intracadeia. Nas ligacdes ndo covalente, ligacdes reversiveis, o efeito
antitumoral é conseguido através da alteracdo conformacional, perturbacdes na estrutura do DNA ou
interrupgdo de ligacdo de proteinas ao DNA, podendo potencialmente levar a quebras nas cadeias.
Estes tipos de ligacdes ddo-se por trés vias: ligacBes electrostaticas, intercalacdo e ligacdo aos
sulcos do DNA (Sirajuddin, Ali, and Badshah 2013).

O estudo da interacao do composto Ps35 com o DNA foi realizado pelo aluno Paulo Faria, sendo aqui

interpretados e contextualizados.
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O primeiro ensaio realizado foi o de mobilidade eletroforética. Neste estudou-se a interacéo do Ps35,
a concentracdes crescentes, e DNA plasmidico. Este ensaio permite analisar a capacidade de
intercalacdo do composto, pois a mobilidade do DNA no gel poderia ser diferente se o0 composto ao
se ligar ao DNA alterar a sua conformacao e permite ainda analisar a sua capacidade de hidrolisar o
DNA. Os resultados (anexo B, figura 6.2) demonstram que o composto Ps35 ndo tem a capacidade
de alterar a mobilidade eletroforética do DNA plasmidico nem de o clivar. De seguida foram
realizados dois ensaios de desnaturacdo térmica cujo objetivo final era a obtencdo de curvas de
desnaturacdo de amplicbes apos incubagdo com uma concentracdo fixa de composto. Através da
monitorizacao das reagdes com espetrofotémetros, é possivel observar alteragdes na temperatura de
melting do DNA ou na absorvancia a 260 nm, o que pode indicar a existéncia de interacdo. No ensaio
de melting de alta resolugéo foram obtidas temperaturas de melting sendo que foi no melting a altas
temperaturas que se observou uma diferenca de quase 10 °C entre os amplicdes incubados com o
DMSO (Tm=75-82 °C) e os amplicdes incubados com o Ps35 (Tm=90 °C) (anexo B, figura 6.3). Este
resultado indica que o composto pode estar a interagir com os amplicdes sendo que estabiliza a sua
estrutura em cadeia dupla e consequentemente aumenta a sua temperatura de melting. Por forma a
confirma este resultado foi obtido através de espetroscopia de UV-Visivel e um aumento controlado
de temperatura, um conjunto de curvas de melting sendo efetuado a monitorizagéo de alteracdes ao
nivel do espetro do DNA, no comprimento de onda onde este absorve com maior intensidade (260
nm). Quando se analisa os perfis de melting das amostras incubadas sem o composto existe um
aumento progressivo da absorvancia a partir dos 80 °C. Pelo contrario nas amostras incubadas com o
Ps35 a partir dos 70 °C observa-se uma queda na absorvancia da amostra, seguida de uma
estabilizacdo (anexo B, figura 6.4). Assim é possivel afirmar que existe uma interacéo entre o DNA e
0 Ps35 visto que na presenca do composto ndo ocorre uma desnaturacdo normal do DNA. Estes
dados vém confirmar os resultados obtidos por C. Pettinari et al. (Pettinari et al. 2011) onde através
de estudo de fluorescéncia comprovaram a interacdo deste composto com o DNA. No entanto,
apesar destes resultados observados in vitro, ndo se observou qualquer efeito nas células e na

progresséo do ciclo celular.

Assim com estes resultados podemos afirmar que o composto Ps35 interage com o DNA in vitro mas
com as técnicas utilizadas ndo é possivel concluir sobre o tipo de interagdo que esté a ocorrer entre o

composto e 0 DNA.

3.9. Interagéo do composto com a albumina de soro bovino (BSA) e humana (HSA)

in vitro

A distribuig&o, concentracéo livre e 0 metabolismo de véarios farmacos é fortemente influenciado pelas
interacdes entre os farmacos e as proteinas existentes no sangue. A albumina é a proteina que existe
em maior concentragdo no sistema circulatério de uma grande variedade de organismos sendo que
contribui na manutengdo da pressdao osmotica do sangue. Devido a sua capacidade de ligar
reversivelmente a uma variedade de substancias, esta proteina é capaz de transportar compostos

enddgenos e exdgenos podendo afetar a estabilidade, toxicidade e distribuicdo dos mesmos, sendo
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gue muitas vezes é capaz de aumentar a solubilidade aparente de farmacos hidrofébicos no plasma.
Assim esta proteina é considerada um bom modelo in vitro para o estudo da interacdo de farmacos
em desenvolvimento com as proteinas do soro (Fanali et al. 2012; Naik, Chimatadar, and
Nandibewoor 2010; Topala et al. 2014).

O estudo da interacdo do composto Ps35 com a albumina foi realizado pela aluna Sara Murilhas

sendo aqui interpretados e contextualizados.

A BSA é muito utilizada em estudos iniciais de interacédo devido ao facto de ter sido extensivamente
caracterizada e ser quimicamente e estruturalmente semelhante a HSA. Assim no primeiro ensaio
utilizou-se BSA recorrendo-se a espectroscopia de UV-Visivel onde existiu uma concentracao fixa de
BSA e concentracfes crescente de Ps35. Os resultados obtidos (anexo C, figura 6.6) indicam a
existéncia de uma interacdo, apds incubacdo a 37 °C durante 24 horas, entre o composto e a
albumina pois existiram altera¢cdes na absorvancia da albumina na presenca do composto. Nestes
ensaios de interacdo, geralmente uma mudanca na conformagdo da proteina é a principal
responsavel pela variagdo da absorvancia. O proximo ensaio realizado foi o de espectroscopia de
fluorescéncia onde foi utilizada a HSA. Esta proteina tem mdltiplos locais para a ligagdo, tanto para
compostos hidrofébicos como para metais, sendo que os principais binding sites para compostos
farmacéuticos denominados de site 1 e 2 encontrando-se localizados nos subdominios 1A e llIA,
respetivamente. Neste ensaio recorreu-se a fluorescéncia intrinseca da albumina, onde o Unico
residuo de triptofano da HSA localizado no subdominio IIA funciona como fluoréforo (Zhivkova 2015;
D. Silva et al. 2004). Este residuo é muito sensivel a variagBes locais e por isso alteragbes no
espectro de fluorescéncia estdo associadas com alteragfes conformacionais ou interagdes entre o
farmaco e a HSA (Naik, Chimatadar, and Nandibewoor 2010; D. Silva et al. 2004). Os resultados
obtidos (anexo C, figura 6.7) comprovam a interacdo do composto com a HSA, apés 24 horas de
incubacgdo a 37 °C, pois com concentra¢des superiores de composto existiu uma maior fluorescéncia
por parte da HSA. Esta tendéncia de intensidade crescente pode ser justificada com o facto do
composto ao se ligar a proteina alterar a sua conformacao que resultara numa exposi¢ado superior do
fluor6foro. Os resultados de fluorescéncia indicam que o local mais provavel para a alteracdo da
conformacao serd pela ligacado do Ps35 ao binding site 2 da proteina. Esta hipétese foi confirmada no
Gltimo ensaio (anexo C, tabela 6.2) onde foi realizada uma simulagdo computacional de docking
molecular através do programa Autodock. A interacéo entre o Ps35 e a albumina do soro sugere que
0 composto podera ser transportado por esta pelo sistema circulatério indo-se acumular no local do
tumor de forma passiva. Esta € uma caracteristica importante para composto antitumorais pois

influéncia a seletividade do composto contra células tumorais.
3.10. Proteémica

Com o objetivo de estudar as vias celulares afetadas pela presenca do composto Ps35, procedeu-se
ao estudo da avaliacdo da expressao proteica nas células tumorais A2780 apds exposicao ao ICs, do
composto durante 48 horas, através da técnica de protedOmica. Esta técnica, apesar de complexa,

fornece uma ideia geral da resposta da célula a morte celular induzida pelo composto.
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Os géis 2D obtidos foram analisados no programa Melanie 7.0 e comparados com o gel de referéncia
HCT116 (anexo D, figura 6.8) (Gomes et al. 2018) de forma a determinar a variagdo dos niveis de
expressdo das proteinas identificadas. Foi utilizado este gel visto que é o gel com mais proteinas
identificadas no laboratério Human Genetics and Cancer Therapeutics, UCIBIO (DCV, FCT-UNL). O
nivel de expresséao de cada proteina foi calculado pela razdo entre a intensidade do spot do composto
e a intensidade do spot no controlo (DMSO), valores inferiores a 0,7 foram considerados sub-

expressos e valores superiores a 1,5 sobre-expressos.

Globalmente foram identificadas 753 proteinas nos géis das células A2780 expostas a 0,1 % (v/v)
DMSO (controlo) e ao ICsq do Ps35. Destas proteinas, 51 % nao sofreu alteragédo na expressao sendo
que 49 % exibiu variacdo, onde 22 % foram sub-expressas e 27 % foram sobre-expressas (figura
3.17).

B Sem Alteragdo
B Sub-expressas

Sobre-expressas

Figura 3.17 - Variacdo no nivel da expressao das proteinas na linha tumoral A2780 exposta ao Ps35, estando
representado a percentagem de proteinas sub-expressas (<0,7) e sobre-expressas (>1,5), assim como as
proteinas sem alteragcdo de expresséo significativa (0,7 < fold < 1,5).

Devido ao facto do gel de referéncia pertencer a uma linha celular diferente, a identificacdo das
proteinas foi complicada, sendo que apenas algumas das proteinas expressas foram identificadas. O
namero de proteinas que foi possivel identificar e que exibiram diferengcas na expressdo das
proteinas estéo representadas na tabela 3.4 e na figura 3.18. Através da andlise bioinformaética e
bases de dados, as proteinas identificadas foram classificadas baseado na sua fung¢do. A
classificac@o das proteinas em relagéo a sua fun¢éo foi feita através do uso do STRING 10.5 (Search

Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins) e da UniProt (Universal Protein Resource).
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Tabela 3.4 - Proteinas identificadas nos géis resultantes de eletroforese bidimensional com a identificacéo da
variagcdo de expressédo relativamente ao controlo. Valores inferiores a 0,7 (vermelho) foram considerados sub-
expressao e valores superiores a 1,5 (verde) foram considerados sobre-expresséo.

. . i Variagéo da .
Identificagdo da Proteina (Abreviatura) . Funcé&o Molecular
Expresséo
Cytosol aminopeptidase 3 (AMPL) 0,6 Componente turnover
Annexin A2 (ANXA2) 1,9 Resposta a stress
ATP synthase subunit beta (ATP5B) 3.9 Metabolismo
) Processos metabdlicos das proteinas
Calumenin (CALU) 1,7
celulares
Glutamate dehydrogenase 1 (DHE3) 0,6 Componente turnover
Ezrin (EZRI) 0,6 Mobilidade do citoesqueleto
] S Controlo da homeostasia das proteinas
Rho GDP-dissociation inhibitor 1 (GDIR1) 0,6
Rho
Heat shock cognate 71 kDa protein (HSP7C) 0,5 Resposta a stress e chaperone
Heat shock protein HSP 90-beta (HSP90B) 0,4 Resposta a stress e chaperone
Eukaryotic initiation factor 4A-I (IF4A1) 0,6 Traducdo de sinal
Pyrroline-5-carboxylate reductase 1 (P5CR1) 0,7 Resposta a stress
Proliferation-associated protein 2G4 . .
0,5 Regulagéo do crescimento

(PA2GA4)
Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) 0,4 Regulagéo do crescimento
Phosphoglycerate mutase 1 (PGAM1) 1,7 Glicdlise
Prohibitin (PHB) 3,6 Regulador da atividade mitocondrial
Histone-binding protein RBBP7 (RBBP7) 3,3 Fator remodelador da cromatina
40S ribosomal protein SA (RSSA) 1,9 Ligacao ao ribossoma
Small glutamine-rich tetratricopeptide repeat-

. ) 0,4 Resposta a stress e chaperone
containing protein alpha (SGTA)
Stress-induced-phosphoprotein 1 (STIP1) 1,8 Ligacao a chaperone
T-complex protein 1 subunit alpha (TCPA) 2,8 Resposta a stress e chaperone
T-complex protein 1 subunit gamma (TCPG) 3,6 Resposta a stress e chaperone
T-complex protein 1 subunit theta (TCPQ) 0,2 Resposta a stress e chaperone
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Figura 3.18 - Géis resultantes de eletroforese bidimensional de extratos proteicos de células tumorais A2780. As

células foram incubadas com (A) 0,1 % (v/v) de DMSO ou (B) ICso do Ps35 durante 48 horas. Os géis foram
analisados no programa Melanie 7.0. Os spots identificados representam proteinas com respetiva sigla do nome.

As proteinas sobre-expressas estdo representadas pelos circulos verde e as proteinas sub-expressas pelos

circulos a vermelho.

As proteinas afetadas pela adicdo do composto foram identificadas através de diferencas
significativas na sua expressdo comparativamente as proteinas das células controlo. Dentro deste

grupo, a maioria estdo relacionadas com respostas ao stress e proteinas chaperoninas.

As chaperoninas sdo complexos moleculares essenciais no folding de proteinas. Este grupo, bastante
diverso, de proteinas tem como funcgédo a protecéo da célula. Assim sintese de chaperoninas pode ser
induzida por fatores fisiolégicos e patolégicos, como o choque térmico, stress oxidativo, inflamacéo ou
infecdo. Estas proteinas estfo presentes no citosol, na mitocdndria, no reticulo endoplasmatico, no

ndcleo e na membrana plasmatica (Garrido et al. 2001).

Um exemplo destas proteinas € o complexo TCP1 (T-complex protein 1), constituido pelas
subunidades TCPA e TCPG (entre outras) (Freund et al. 2014). Estas proteinas apresentam sobre-
expressdo apos incubacdo com o Ps35, o que sugere um aumento do metabolismo e folding de
proteinas nas células A2780, como uma resposta ao stress a que estas sao sujeitas por influéncia do
Ps35.

A ATP5B é uma proteina envolvida na catalise da sintese de ATP na mitocondria (Rustin and
Kroemer 2013). Os resultados obtidos indicam que, apés exposicao das células A2780 ao composto,
este provoca uma sobre-expressdo da proteina ATP5B no interior da célula. Isto provavelmente deve-
se ao facto de que em resposta a estimulos, como neste caso o composto Ps35, o metabolismo das
células diferencia-se de modo a combater a alteragdo a que € submetido, neste caso aumentando.
Nesse sentido, a sobre-expressao da ATP5B pode ser a resposta da célula ao stress no sentido de
fornecer ATP para todas as atividades metabdlicas. Este resultado vem de encontro ao aumento de

expressdo das proteinas TCPA e TCPG (que hidrolisam ATP) e aos resultados obtidos em ensaios
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anteriores onde ndo existiu uma alteracdo do potencial de membrana mitocondrial sendo que assim

as mitocondrias das células ndo viram a sua atividade metabdlica muito afetada.

A sub-expresséao das proteinas DHE3 (enzima envolvida na regulacéo da atividade metabdlica (Derry
et al. 2014)) e AMPL (proteina envolvida no turnover de proteinas (Matsushima et al. 1991)) podera

significar que a célula tenta manter a homeostase metabdlica.

Por outro lado, no grupo das proteinas de resposta a stress encontram-se a HSP90 e a HSP70. As
células que incubaram com o Ps35 apresentaram uma sub-expressdo das proteinas HSP70 e
HSP90. De acordo com a literatura a sub-expressédo da HSP70 é, em determinados casos, suficiente
para matar as células tumorais mas geralmente essa sub-expresséo auxilia a acdo de compostos que
induzam apoptose (Ravagnan et al. 2001). A HSP90 esta envolvida na regulacdo de estabilizacdo
pos-traducional e funcional de um diverso nimero de proteinas que se sabem ser de importancia vital
no processo tumoral. Devido a este facto, atualmente existe uma investigacéo intensa em terapias
que possam inibir esta proteina (Whitesell and Lin 2012). O facto do composto Ps35 induzir uma sub-
expressdo da HSP90 promove uma diminuicdo de expressdo de proteinas essenciais para a célula
tumoral, e consequentemente um aumento de stress na célula. Relativamente a HSP70, o seu folding
€ auxiliado pela proteina co-chaperoninas SGTA (Paul et al. 2014), pelo que o grau de expressao
desta afetard consequentemente a expresséo de HSP70. Assim, os resultados obtidos, que apontam
para a sua sub-expressao serdo por isso congruentes com a expressao diminuta da HSP70.

Outra proteina de resposta a stress cuja expressao apresentou valores alterados designa-se de
ANXAZ2. Esta proteina é responsavel pela regulagdo do estado redox da célula, devido a um residuo
de cisteina que tem na sua constituicao, facilmente oxidado por H,O, (Madureira and Waisman 2013).
A sobre-expressédo desta proteina poderia significar que o composto Ps35 induz stress oxidativo nas
células, embora nenhum dos ensaios realizados corrobore esta hipétese. Assim, o aumento de
expressdo observado pode estar relacionado com uma resposta adaptativa de resisténcia ao
composto por parte da célula, uma vez que, a proteina ANXA2 é um marcador de resisténcia a
farmacos (Wang and Lin 2014). Por outro lado, este aumento pode estar associado a sobre-
expressdo da proteina RSSA, uma proteina ribossomal que também esta envolvida na resisténcia a
multiplos farmacos (Yao et al. 2009). Uma outra proteina envolvida na resposta a stress oxidativo € a
proteina P5CR1 que é um importante controlo da apoptose (Li et al. 2017). A sua sub-expresséo vai
de encontro aos resultados obtidos, nos quais existe a ativacdo da apoptose nas células sem um
aumento da producéo de ROS.

A CALU é uma proteina de ligacdo a Ca’* pertencente a familia CREC. Esta proteina encontra-se
normalmente no reticulo endoplasmatico, no entanto pode ser transportada para o citoplasma apos a
paragem do ciclo celular ou em apoptose tardia, apresentando-se reduzida no citoplasma durante a
fase inicial da apoptose (Bull et al. 2010). Apds a exposicao ao Ps35, observou-se uma sobre-
expressdo desta proteina nas células A2780, o que indica que as células se encontram em apoptose.
Este resultado em conjunto com os resultados da dupla marcacdo com Anexina V-FITC e IP,

parecem indicar que as células estardo a fazer uma progressao entre apoptose inicial e tardia. O
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aumento de expressao da proteina PHB também vai a encontro da indugdo da apoptose na presenga
do Ps35 (L. Zhang et al. 2012). Apesar dos resultados desta tese indicarem que o composto induz
apoptose pela via extrinseca a sobre-expressao da proteina PHB podera indicar alguma inducao da

apoptose via proteina Bid.

A GDIR1 apresenta um importante papel no controlo de varias funcdes celulares através da interacao
com a familia de GTPases, na qual se insere a Racl. A GDIR1 forma um complexo com a Racl
impedindo que esta seja clivada pela caspase 3 mantendo a Racl no seu estado ativo. Assim esta
proteina encontra-se sobre-expressa em alguns tipos de células tumorais onde vai promover a
resisténcia das células a apoptose induzida por agentes quimioterapéuticos (B. Zhang et al. 2005).
Neste caso, a sub-expressdo da GDIR1 indica que as células sdo susceptiveis a apoptose induzida
pelo composto, uma vez que a falta de GDIR1 deixa a Racl exposta a clivagem por parte da caspase
3, sendo este um evento essencial para a indugdo da apoptose por um agente anti-tumoral (B. Zhang
et al. 2005).

Por fim, a proteina PA2G4 esti envolvida na via de traducdo de sinal regulada por ERBB3 e na
promocao do crescimento celular. E composta por duas isoforma: a isoforma 1 inibe a apoptose e a
isoforma 2 promove a proliferacao celular (Keene et al. 2012). Como ocorre apoptose apds incubacéo
com o composto, a isoforma identificada deve ser a 1 visto que existiu uma diminui¢cdo da expresséo

da proteina que passa a ser insuficiente para bloquear a apoptose.

Globalmente, esta andlise de protedmica permitiu identificar dois tipos de resposta das células A2780
ao composto Ps35: a primeira resposta prende-se com a agéo antiproliferativa do composto, onde a
célula ativa mecanismos que irdo induzir a apoptose; a segunda resposta, por parte da célula, esta
relacionada, precisamente, com o combate a morte celular induzida pelo composto e dai observamos
um aumento no metabolismo com maior producdo de ATP e sintese de proteina e ainda uma

resposta mais especifica de resisténcia a farmacos.
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4. Conclusdes e Perspetivas futuras

O cancro continua a ser em todo o mundo uma das principais causas de morte sendo que todos 0s
anos o0 numero de casos aumenta, seja devido ao crescimento da populacdo ou ao seu
envelhecimento. A quimioterapia tem demonstrado ser altamente eficaz em prolongar o tempo de
vida do paciente e em determinados casos erradicar certos tipos dos tumores. No entanto, apresenta
duas importantes desvantagens: causa toxicidade nos tecidos saudaveis originando efeitos
secundarios severos e as células tumorais acabam por desenvolver resisténcia aos farmacos, sendo
que o paciente deixa de responder a terapia o0 que levara a evolucao do tumor. Uma das formas de
ultrapassar o problema da resisténcia foi através do desenvolvimento de protocolos com multiplos
farmacos em que se combinam farmacos com modos de acdo distintos. Este facto impulsionou a
sintese de novas moléculas, tendo a quimica organo-/inorgano- metdlica adquirido grande relevancia

neste campo.

A caraterizacdo do potencial antiproliferativo do composto em estudo, tris(pirazolil)metanosulfonato
de prata, foi realizado em duas linhas tumorais humanas, nomeadamente a A2780 (linha derivada de
um carcinoma do ovario) e HCT116 (linha derivada de um carcinoma colorretal), tendo demonstrado
citotoxicidade em ambas. No entanto o potencial antiproliferativo do composto na linha A2780 é
bastante superior, sendo necessério uma concentracdo bastante inferior para afetar a mesma
percentagem de células, comparativamente a linha HCT116. Como forma de analisar a citotoxicidade
do Ps35 em células ndo tumorais recorreu-se a fibroblastos, sendo que foram testadas as mesmas
concentracdes de composto que se utilizaram na linha HCT116. Para avaliar o desempenho deste
composto foi calculado o ICsq para cada linha celular. Assim, selecionou-se a linha A2780 para
prosseguir 0os ensaios hiolégicos pois 0 composto apresentou o menor ICsg nesta (0,04 uM) e ainda
devido ao facto da viabilidade dos fibroblastos (linha celular saudavel) ndo ser afetada a esta

concentracao.

No estudo do mecanismo de citotoxicidade do composto foi demonstrado que: i) este interfere com a
aderéncia das células ao substrato, sendo este efeito praticamente imediato e muito provavelmente,
relacionado com a libertacdo de iBes prata do composto; ii) o principal mecanismo de morte celular
ativado pelo composto é a apoptose, pois nos ensaios com Hoechst e IP foi observada condensacgéo
e fragmentagéo da cromatina no nicleo, tipico de células em apoptose e que com a dupla marcagao
com a anexina V-FITC e IP obteve-se uma morte celular de 50 % sendo que a maioria das células se
encontravam em apoptose inicial. Como forma de identificar qual o mecanismo de inducdo de
apoptose por parte do composto Ps35 realizaram-se 0s ensaios de alteracdo do potencial de
membrana mitocdndrial, aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio e alteracdo na
expressdo de proteinas pro- e anti-apoptoticas, nomeadamente a BAX e a BCL-2. Nos trés ensaios
realizados, os resultados apontam para uma inducdo da apoptose via extrinseca e/ou intrinseca via
Bid. Esta hipétese foi apoiada com os resultados obtidos através da técnica de ICP-AES em que foi
detetada prata unicamente no sobrenadante das células; outro mecanismo de morte celular que

poderia estar a atuar nas células é a autofagia. Esta foi confirmada pelo aumento de compartimentos
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autofagicos nas células incubadas com o composto. No entanto é necessario realizar mais estudos,
pois 0 aumento na autofagia € a resposta da célula a um stress e pode acabar por ter dois resultados
opostos: servir como um mecanismo celular de sobrevivéncia ou induzir a morte celular; o potencial
citostatico do composto Ps35 foi excluido, pois este ndo parece afetar a progresséo do ciclo celular;
ainda assim foi comprovado in vitro que o composto interage com o DNA, apesar de nado se ter
conseguido concluir sobre o tipo de ligacdo; o composto apresenta ainda a capacidade de interagir
com a albumina, sugerindo que o composto podera ser transportado por esta pelo sistema

circulatério.

Por fim a analise de protedmica realizada as células apos 48 horas de incubagdo com o composto
Ps35 permitiu compreender de uma forma global a respostas das células ao mesmo. Assim existe um
aumento no metabolismo com maior producdo de ATP, visto com o0 aumento de expressao da
ATP5B. Este aumento de ATP vai permitir a célula um aumento no folding de proteinas que poderéao
estar a ser afetadas devido ao stress causado pelo composto e ainda, vai permitir & célula iniciar uma
resposta da resisténcia a farmacos (sobre-expresséo das proteinas ANXA2 e RSSA). Por outro lado,
devido a acao antiproliferativa, do composto existe a ativacdo da apoptose, e.g. sobre-expressdo da

PHB e sub-expresséo da GDIR1, que no final levara & morte celular.

Em dltima andlise, os resultados demonstram caracteristicas promissoras para a continuacao de
estudos sobre o composto Ps35. Em relacdo a identificacdo das vias de acdo do composto os
proximos ensaios terdo de passar pela medi¢do da atividade da caspase 8 como forma de confirmar
a ativacd@o da via extrinseca e por ensaios de autofagia onde por exemplo esta € bloqueada para se
confirmar um aumento ou diminuicdo de viabilidade celular. No geral, em relacdo a atividade
antiproliferativa do Ps35 e a identificacdo das possiveis vias de agdo em células tumorais, 0s
objetivos para o presente estudo foram alcancados. No entanto, apesar da sua elevada citotoxicidade
e seletividade para com células do carcinoma de ovério, a formacao de 6xido de prata e a falta de
estabilidade apds solubilizacdo fazem com que o composto em estudo ainda ndo possa ser utilizado
em ensaios in vivo. Para superar este problema, seria interessante que projetos futuros procedessem
a duas abordagens diferentes: alterar a estrutura do composto ou o projeto de um sistema de drug
delivery, por exemplo, com 0 uso de nanoparticulas para potenciar a acumula¢cdo do composto no

local do tumor e/ou permitir um direcionamento ativo para as células tumorais.
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6. Anexo

6.1. Anexo A
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Figura 6.1 - Viabilidade celular da linha tumoral A2788 (A) e HCT116 (B) apds 48 horas de exposi¢cdo ao
composto Ps35. Os valores da viabilidade celular foram normalizados em relagdo ao veiculo de controlo (0,1 %
(v/v) DMSO). Os valores apresentados sdo referentes a dois ensaios independentes e as barras de erro
correspondem ao SEM.

6.2. Anexo B

Tabela 6.1 - Constituintes e respetivos volumes das solu¢des preparadas para o ensaio de HRM.

Tampéao
Fosfato 20
P535M()1OO (alerliﬁéo) mM, DMSO dH,O EvaGreen 5x
H P 100mM
NaCl
DNA + Ps35
+ Evagreen 4HL SHL [ i i 4HL
DNA +
DMSO + - 5uL 7 pL 4 uL - 4 uL
Evagreen
Ps35 +
Evagreen 4 L - 7 uL - 5uL 4 uL
DMSO +
Evagreen - - 7 uL 4 uL 5uL 4 uL
DNA + Ps35 - 5uL 7 uL - 4 L -
DNA +
DMSO - 5uL 7 uL 4 uL 4 pL -
Ps35 4 L - 7 uL - 9 uL -
DMSO - - 7 uL 4 uL 9 uL -
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Figura 6.2 - Avaliagdo da mobilidade eletroforéticada interacdo entre pDNA (pUC18) e o composto Ps35. O
pDNA foi incubado na presenga de concentragdes crescentes de composto (50, 100 e 200 pM) ou na
auséncia deste (1 % DMSO (v/v); controlo), em tampé&o fosfato 20mM, 100 mM NaCl (pH 7.0), durante 24
horas a 37 °C. Lane M:marcador de pesos moleculares GeneRuler™DNA Ladder Mix 0,5 pg/uL; Lanel:
pUC18; Lane2: pUC18 linearizado; Lane3: pUC18 com DMSO 1% (v/v); Lanes4-6: pDNA incubado na
presenca de concentragfes crescentes de Ps35 (50, 100 e 200 uM, respetivamente). Os retdngulos superior
e inferior referem-se as formas linear e superenrolada do DNA plasmideo, respetivamente.
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Figura 6.3 — Primeiras derivadas das curvas de melting, obtidas no ensaio de HRM com os amplicdes
MYBPC3_ex7 apos incubagcado com Ps35 (100 uM), indicadoras da temperatura de melting (Tm) dos amplicdes.
(Cada bin representa a marcagado manual de um pico observado no gréfico).
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Figura 6.4 - Perfis de melting obtidas para amostras analisadas nos ensaios espetroscépicos de
desnaturacao térmica. (1) refere-se as amostras do ensaio 1, e (2) as amostras do ensaio 2.

6.3. Anexo C

Number of GA Runs: |10
Population Size: |150
Maximum Number of evals: |medium w||2500000
Maximum Number of generations: [27000

Maximum Number of top individuals |
that automatically survive:

Rate of Gene Mutation: |0.02
Rate of Crossover: |0.8
GA Crossover mode: [twopt 1]

Mean of Cauchy distribution forI0 0
gene mutation: :

Variance of Cauchy distribution for
gene mutation:

Number of generations for picking [10
worst individual:

Accept I Close |

Figura 6.5 - Parametros utilizados no docking molecular.
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Figura 6.6 - Espetros de absorgcdo em UV-Visivel de interagédo entre 15 yM de BSA e concentragao variavel de
Ps35. Diferentes racios de interacéo (A: 2 BSA : 1 Ps35; B: 1 BSA: 1 Ps35; C: 1 BSA: 2 Ps35; D: 1 BSA: 5
Ps35) ap6s um periodo de 24 horas de incubacéo a 37 °C. Este espetro encontra-se normalizado em funcéo da
absorvancia da amostra de proteina individual (a preto, servindo de referéncia), de modo a facilitar a
interpretacdo da influéncia das interagdes.
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Figura 6.7 - Espetro de intensidade de fluorescéncia apds excitacdo a 295nm para intera¢des entre albumina e
Ps35. A concentragdo da HSA é fixa (15uM), sendo alterada a concentragdo de Ps35 entre amostras (15 pM a
azul, 60 uM a laranja e 150 pM a amarelo). Os ensaios foram realizados apds um periodo de incubacgéo de 24
horas a 37 °C. Este espetro encontra-se normalizado em fungdo da fluorescéncia da amostra de proteina individual
(a preto), de modo a facilitar a interpretacéo da influéncia das interagdes.
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Tabela 6.2 - Resultados de energia de ligagdo do composto Ps35 aos binding site 1 e 2 da HSA obtidos através
de multiplas experiéncias de simulacdo de docking molecular.

6.4. Anexo D

MW
(KDa)

Grid Binding site 1 Binding site 2
36X36X36 -1,79 kcal/mol -3,77 kcal/mol
40X40X40 -3,09 kcal/mol -3,87 kcal/mol
50X50X50 -3,1 kcal/mol -6,13 kcal/mol

pl
140
80

60

45

Figura 6.6 - Gel de referencia da linha celular HCT116.
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