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RESuUMO

A guimioterapia é um tratamento frequentemente aplicado em pacientes com cancro. No
entanto a utilizacdo de agentes quimioterapéuticos provoca efeitos secunddrios adversos e
pode induzir o desenvolvimento de resisténcia aos mesmos. Neste sentido existe, uma
continua necessidade de desenvolvimento de novos compostos anti-tumorais cada vez mais
especificos para as células tumorais. Assim, este trabalho teve como objectivo caracterizar o
potencial anti-tumoral de um complexo de cobre contendo como ligandos H,0, DMSO e 4'-
fenil-2,2’:6’,2"’-terpiridina, designado ZM V. Os ensaios in vitro nas linhas tumorais HCT116,
HepG2 e MCF-7 revelaram valores de ICsq de 0,065, 0,187 e 5,401 uM, respectivamente. A
avaliacdo da citoselectividade do ZM V revelou, para linhas celulares ndo-tumorais, valores de
ICso de 7,002 uM para os fibroblastos e de 16,01 uM para as MCF-10A. A marca¢do com
Hoechst 33258 das células HCT116 e HepG2 incubadas com ZM V revelou condensag¢do da
cromatina e fragmentagdo nuclear. A dupla marcagdo com Anexina V-FITC e IP das células
HCT116 demonstrou um elevado nimero de células em apoptose tardia e os ensaios de RT-
PCR revelaram o aumento de expressao de genes pro-apoptoéticos. A partir de estudos de
interaccdo com o DNA determinou-se, por espectroscopia de absorcdo, uma constante de
afinidade de 1,39 x 10° M, indicando que o composto tem menor capacidade de ligacdo ao
DNA relativamente a doxorrubicina. Estudos in vitro de clivagem do DNA plasmidico
demonstraram a capacidade do composto induzir quebras em cadeia dupla, confirmando-se
pelo ensaio Comet a clivagem do DNA nuclear. O ZM V parece ainda induzir um ligeiro atraso
na progressao do ciclo celular, sendo que o estudo do proteoma das células HCT116 também
aponta nesse sentido. A proteémica permitiu igualmente confirmar a variagao dos niveis de
proteinas associadas a estimulacdo da apoptose e a resposta contra o stress oxidativo. Assim,
procedeu-se a determinagdo da actividade da glutationa S-transferase e dos niveis de
peroxidacao lipidica que propdem uma possivel formagdo de radicais livres como parte do
mecanismo de ac¢dao do composto.

Palavras-chave: Complexos de cobre, ZM V, Interaccdo com o DNA, Citoselectividade,
Proteoma.
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ABSTRACT

Chemotherapy is a frequently treatment applied in cancer patients. However, the use of
chemotherapeutic agents causes adverse side effects and can induce the development of
resistance to them. In this respect, there is a continuous need for development of new anti-
tumor compounds more specific for tumor cells. This study aimed to characterize the anti-
tumor potential of a copper complex containing ligands such as H,0, DMSO and 4'-phenyl-
2,2".6',2"-terpyridine, designated ZM V. The in vitro assay in tumor lines HCT116, HepG2 and
MCF-7 showed ICsy values of 0.065, 0.187 and 5.401 uM, respectively. The cytoselectivity
evaluation of the ZM V in non-tumor cell lines revealed ICs, values of 7.002 uM for fibroblasts
and 16.01 puM for MCF-10A. Hoechst 33258 staining in HepG2 and HCT116 cells incubated with
ZM V revealed chromatin condensation and nuclear fragmentation. The double staining with
Annexin V-FITC and Pl of HCT116 cells showed a large number of cells in late apoptosis and RT-
PCR assays revealed increased expression of pro-apoptotic genes. DNA interaction studies by
absorption spectroscopy allowed to calculate an affinity constant of 1.39 x 10° M, indicating
that the compound has a lower DNA binding capacity compared to doxorubicin. The
compound is capable of inducing double strand breaks in vitro in plasmidic DNA and also to
induce nuclear DNA fragmentation by Comet assay. The ZM V seems induce a slight delay in
cell cycle progression and the study of the proteome in HCT116 cells also points in this
direction. The proteomics also confirmed the levels variation of proteins associated with
stimulation of apoptosis and oxidative stress response. Thus, we determined the activity of
glutathione S-transferase and lipid peroxidation levels which indicate a possible formation of
free radicals as part of the action mechanism of the compound.

Keywords: Copper complexes, ZM V, DNA interaction, Cytoselectivity, Proteomics.
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identificagdo do ponto isoeléctrico (pl), massa molecular (MM) e variagdo da expressdo
relativamente ao controlo, cujos valores resultam da média de trés ensaios independentes. ............... 63
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1. INTRODUCAO

1.1. INCIDENCIA E MORTALIDADE NO CANCRO

O cancro é a principal causa de morte em paises desenvolvidos e a segunda em paises em
vias de desenvolvimento, sendo estimada mundialmente para 2008 a ocorréncia de 12,7
milhdes de novos casos e 7,6 milhdes de mortes causadas por esta doenca (WHO, 2012; ACS,
2011; Jemal et al., 2011). Para 2030 prevé-se 21,4 milhdes de novos casos e 13,2 milhGes de
mortes por cancro, tendo em conta o aumento da populacdo e o seu envelhecimento (ACS,
2011). A adopgdo de estilos de vida pouco saudaveis, incluindo o tabagismo, habitos
alimentares incorrectos, sedentarismo e o consumo de alcool, também contribuem para o
aumento do risco de desenvolvimento desta doenga (ACS, 2011).

A nivel mundial, os principais cancros diagnosticados nos homens foram o cancro do
pulmao, prostata e colorectal, enquanto para as mulheres foram o cancro da mama, colorectal
e colo do utero (Figura 1.1) (WHO, 2012; ACS, 2011; Jemal et al., 2011).

a} Pulmdo b) Mama
Préstata Colo do ttero
Colorectal Colorectal
Estdmago Pulmao
Figado Estdmago
Esofago Corpo uterino
Bexiga Ovario
Linfoma de Nao-Hodgkin Figado
Leucemia Tirdide
Labios e cavidade oral Leucemia
Rins Linfoma N&o-Hodgkin
Pancreas Esofago
Laringe Péncreas
Cérebro e sistema nervoso Cérebro e sistema nervoso
B Incidéncia B Incidéncia
Outros B Mortalidade Rins B Mortalidade
0 10 20 30 40 0 1‘0 20 3‘0 4';)
Taxa padronizada para a idade por Taxa padronizada para a idade por
100 000 individuos 100 000 individuos

Figura 1.1 — Tipos de cancro mais comuns a nivel mundial para a) sexo masculino e b) sexo feminino. Os dados sdo
referentes ao numero de novos casos ou mortes por cancro em 100000 pessoas por ano, tendo em conta uma
idade padrdo (Adaptado de GLOBOCAN, 2008).

Em 2008, os cancros mais comuns em Portugal foram o da prdstata, colorectal e pulmao
para os homens, e os cancros da mama, colorectal e colo do Utero para as mulheres. Nesse
ano observou-se, para ambos os sexos, uma incidéncia de 16,1 % para o cancro colorectal, 12,3
% para o cancro da mama, 11,9 % para o cancro da préstata e 7,6 % para o cancro do pulmao
(Figura 1.2) (GLOBOCAN, 2008).
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Figura 1.2 — Estimativas de incidéncia e mortalidade dos cancros mais comuns em Portugal (Adaptado de
GLOBOCAN, 2008).

As estimativas de incidéncia e mortalidade referidas anteriormente associadas as
perspectivas de aumento de incidéncia e do nUmero de mortes por cancro para 2030 (ACS,
2011), dd-nos uma indicacdo da premente necessidade de uma continua investigacdo sobre
terapias mais efectivas ou novas abordagens terapéuticas, de forma a serem reduzidas estas
estimativas e promover um aumento da esperanca de vida dos individuos com cancro.

1.2. TUMORIGENESE

O cancro apresenta-se como um conjunto de doengas complexas caracterizadas
principalmente pelo crescimento descontrolado de células, resultante da elevada capacidade
de mutagenicidade (Luo et al., 2009; Bunz, 2008; Hanahan e Weinberg, 2000).

As causas que se encontram na base da origem do processo de tumorigénese podem ser
divididas em dois grupos: os factores externos ou ambienciais, como por exemplo o tabagismo,
o consumo de alcool, a dieta alimentar incorrecta, o sedentarismo e a exposicdo a agentes
guimicos, organismos infecciosos, radiacdo e condi¢Ges de stress; e os factores internos,
relacionados com mutacbes hereditarias e alteracGes hormonais e imunitarias (ACS, 2011;
Herceg, 2007). Contudo, os principais factores envolvidos no desencadear da tumorigénese
sdo as mutagdes promovidas pelos factores ambienciais, contabilizando para 90 a 95 % de
todos os cancros (Anand et al., 2008). Estas principais alteracbes constam de mutac¢des
somaticas e uma consideravel instabilidade gendmica (Sandal, 2002; Hanahan e Weinberg,



2000). A instabilidade gendmica é uma caracteristica de quase todos os cancros, definindo-se
pela tendéncia do genoma em adquirir consecutivas mutacGes (Negrini et al., 2010;
Malumbres e Barbacid, 2009). A ocorréncia de erros nos mecanismos de reparacdo do DNA, o
silenciamento de genes supressores de tumores (muta¢des de perda de funcdo) e a activacdo
de oncogenes (mutag¢des de ganho de fungdo) sdo algumas das alteracBes que favorecem o
desenvolvimento do cancro. Os mecanismos epigenéticos, tais como metilacdo do DNA e
modificacdes de histonas também se sabe contribuirem para a tumorigénese (Herceg, 2007).
De facto, a inactivacdo de alguns genes contribui para a incapacidade de reparacdo dos danos
no DNA, o que provoca um aumento das taxas de mutagdes e, como consequéncia, um
acumular de mutagGes a medida que o tumor progride (Sandal, 2002; Hanahan e Weinberg,
2000). A instabilidade gendmica engloba ainda a instabilidade cromossémica que provoca uma
altera¢do no nimero de cromossomas da célula, como resultado de defeitos na segregacdo
cromossémica da mitose (Malumbres e Barbacid, 2009; Aguilera e Gomez-Gonzalez, 2008).

Como referido, a tumorigénese resulta de multiplos processos que levam a transformacgao
de uma célula saudavel numa célula tumoral e, posteriormente, ao crescimento do tumor a
partir desta célula (Luo et al., 2009; Bunz, 2008; Hanahan e Weinberg, 2000). O processo
tumorigénico pode ser dividido em trés fases essenciais: a iniciagdo, a promogdo e a
progressdo (Figura 1.3). A inicia¢do tem inicio com a ocorréncia de danos no DNA que evoluem
para mutagdes genéticas como resultado da falta de reparagdao dos mesmos. Essas mutagdes
podem, por vezes, atribuir uma vantagem selectiva quer seja através do aumento da
proliferagdo celular quer da reducdao da morte celular (Jakébisiak et al., 2003; Hursting et al.,
1999). A fase da promogao é o processo que leva a expansdo clonal dessa célula formando
células pré-neoplasicas capazes de produzir nddulos, pdlipos ou papilomas (Jakdbisiak et al.,
2003). A progressao tumoral consiste na transformacdo das células pré-neoplasicas em células
tumorais através de uma instabilidade gendmica promovida pela continua ocorréncia de
mutacgdes nestas células (Hursting et al., 1999). Os tumores podem ser benignos ou malignos,
sendo que os primeiros ndo apresentam caracteristicas invasivas nem malignas e os segundos
tém a capacidade de invadir os tecidos circundantes, podendo atingir vasos sanguineos ou
linfaticos e levar a formagdo de metdstases nos mesmos, o que por seu lado constitui uma
caracteristica maligna e letal (Bunz, 2008; Hursting et al., 1999).
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Figura 1.3 — Esquema representativo do processo multifasico da tumorigénese. Alteragdes nas células de epitélio
sdo mantidas no genoma como mutagdes, conferindo uma vantagem proliferativa e de sobrevivéncia, que culmina
na sua transformagdo em células tumorais. A proliferagdo descontrolada destas células de caracteristicas malignas
de invasdo e metastizagdo sdo promovidas pela continua aquisicdo de novas mutag¢Bes (Adaptado de Alberts et al.,
2008).

As células cancerigenas apresentam um conjunto de caracteristicas comuns entre si: auto-
suficiéncia de factores de crescimento, insensibilidade aos sinais inibidores de crescimento,
evasdo a apoptose, imortalizacao (replicagdo ilimitada), inducdo da angiogénese e capacidade
de invasdo e de promoc¢do de metastases (Figura 1.4) (Hanahan e Weinberg, 2011, 2000).
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Figura 1.4 — Representagdo das seis principais caracteristicas adquiridas pelas células durante o processo de
tumorigénese (Adaptado de Hanahan e Weinberg, 2000).



Para a proliferacdo de células saudaveis sdo requeridos sinais de crescimento
provenientes de células do tecido circundante (Abbott et al., 2006; Hanahan e Weinberg,
2000). Contrariamente, a proliferacdo de células tumorais ocorre independentemente da
existéncia destes sinais, podendo ser devida a sobre-expressdo de receptores
transmembranares e a uma hipersensibilidade aos sinais de crescimento, ou a presenca de
oncogenes que mimetizam os sinais de crescimento normais e levam a proliferacao celular
(Hanahan e Weinberg, 2000). Associada a esta continua proliferacdo, as células tumorais
adquirem ainda uma insensibilidade a inibidores do crescimento celular (Hanahan e Weinberg,
2011, 2000). Em tecidos normais, a homeostasia celular é mantida através de sinais anti-
proliferativos promovidos por inibidores de crescimento que promovem a entrada das células
em GO ou entdo a perda permanentemente do seu potencial proliferativo (Hanahan e
Weinberg, 2000). A proteina Rb (do inglés, retinoblastoma) é central nesta via ao permitir ou
blogquear a progressdo do ciclo celular, nomeadamente entre as fases G1 e S (Hanahan e
Weinberg, 2011; Nevins, 2001; Hanahan e Weinberg, 2000). Uma célula tumoral com danos
nesta proteina torna-se insensivel aos sinais anti-proliferativos, permanecendo assim em
continua proliferagao (Hanahan e Weinberg, 2011, 2000; Weinberg, 1995).

A resisténcia a apoptose é em grande parte conseguida pelo aumento da expressao de
reguladores anti-apoptdticos ou reducdo da expressdo de factores pro-apoptoticos (Debatin e
Krammer, 2004). Contudo, a causa mais frequente de evasdo ao processo apoptdtico consiste
na perda de funcdo da proteina p53, um supressor de tumores que identifica danos no DNA,
tais como quebras em cadeia dupla ou simples, e como consequéncia desencadeia o processo
de apoptose (Abbott et al., 2006).

As células tumorais adquirem ainda a capacidade de se replicarem de forma ilimitada,
contrariando o numero limitado de divisdes celulares e ciclos de crescimento de células
saudaveis (Hanahan e Weinberg, 2011). Esta continua replicacdo ocorre normalmente com a
imortalizacdo destas células, como consequéncia do aumento da expressdo/actividade da
enzima telomerase, que mantém intactas as extremidades dos cromossomas, os teldmeros,
envolvidos na manutencdo da estabilidade cromossémica (Hanahan e Weinberg, 2011; Hahn
etal., 1999).

O processo de angiogénese, isto €, a formacdo de novos vasos sanguineos, é activado em
tumores de forma a permitir que todas as células estejam préoximas dos capilares e adquiram
assim o oxigénio e os nutrientes essenciais para a sua sobrevivéncia e eliminem os
desperdicios metabdlicos e o didxido de carbono (Bergers e Benjamin, 2003; Hanahan e
Weinberg, 2000). A angiogénese pode ocorrer em qualquer fase do processo tumoral e é o
resultado do desequilibrio entre indutores e inibidores de angiogénese (Cook e Figg, 2010;
Hanahan e Weinberg, 2000).

A capacidade de invasdo e metastizacdo permite que células tumorais disseminem do
tumor primario e colonizem tecidos distantes do local de origem (Hanahan e Weinberg, 2000).
As metdstases sdo a causa de cerca de 90 % das mortes por cancro em humanos, uma vez que
tratamentos como a cirurgia e a radioterapia ndo combatem eficazmente este problema
(Abbott et al., 2006). As proteinas CAM (do inglés, cell-cell adhesion molecules) estdo divididas
em quatro familias: caderinas, imunoglobulinas, integrinas e selectinas, estando todas



associadas a interacgdes entre células (Craig e Brady-Kalnay, 2011; Hanahan e Weinberg,
2000). A E-caderina, uma proteina transmembranar de adesdo entre células, é responsavel
pela transmissao de sinais inibidores do crescimento entre células adjacentes, e como tal, a
sua inactivacdo (observada na maioria dos cancros epiteliais) leva a aquisicdo das
caracteristicas de invasdo e metastizacdo (Dalmay e Edwards, 2006; Hanahan e Weinberg,
2000). As integrinas ligam as células ao substrato da matriz extracelular e também se
encontram modificadas em células tumorais alterando a sua capacidade de adesdo e
permitindo que se tornem invasivas e que formem metastases (Desgrosellier e Cheresh, 2010;
Hanahan e Weinberg, 2000).

1.3. MORTE CELULAR

Os dois principais mecanismos de morte celular sdo a apoptose e a necrose (Figura 1.5). A
apoptose é um processo inerente a todas as células, sendo reconhecido como um mecanismo
de morte celular programada pelo qual células que apresentem danos ou que ndo sejam
necessarias sdo eliminadas promovendo assim a manuten¢dao da homeostasia dos tecidos
(Igney e Krammer, 2002; Kam e Ferch, 2000; Guénal et al., 1997). A apoptose é iniciada quer
por estimulos internos assim como externos que por sua vez induzem o “suicidio” programado
da célula através da activacdo de genes apoptoticos (Ghobrial et al., 2005). Na necrose, a
morte celular é causada por danos externos, geralmente de maior gravidade ou de maior
extensdo (Ghobrial et al.,, 2005). Embora a necrose seja considerada um processo
geneticamente ndo regulado, alguns autores defendem que é de facto um processo
programado, como consequéncia da activacdo de cascatas de transducao de sinal especificas,
independentes de caspases (Golstein e Kroemer, 2007). Este processo de morte celular é
caracterizado pelo aumento do volume celular bem como do volume dos organelos, perda da
integridade membranar e completa disrupcdo da célula, ou seja, libertacdo do conteudo
celular no meio extracelular, com o consequente desencadeamento de uma forte resposta
inflamatdria, que promove danos nas células do tecido circundante, sendo por isso
considerado um processo toxico (Elmore, 2007; Gewies, 2003; Kam e Ferch, 2000). Um
ambiente inflamatério por seu lado pode constituir um factor importante para o
desenvolvimento de tumores (Hanahan e Weinberg, 2011).

A homeostasia celular é mantida pelo equilibrio entre os processos de divisdo e morte
celular (Portt et al., 2011; Wong, 2011). Ambos os processos desempenham importantes
papéis fisioldgicos na embriogénese, no normal desenvolvimento de tecidos e na resposta
imunitdria. Assim, um desequilibrio entre ambos os mecanismos pode levar a um crescimento
celular descontrolado, como consequéncia da falta de sinais apoptodticos, e assim culminar no
desenvolvimento de varias doencas como o cancro, as doengas auto-imunes e as infec¢es
virais (Kepp et al., 2011; Khosravi-Far e Esposti, 2004; Gewies, 2003; Kanduc et al., 2002).
Alteracbes na via apoptdtica, tais como o decréscimo da regulacdo de proteinas pro-
apoptéticas ou a sua mutacdo e ainda o aumento da expressdo ou da actividade de proteinas
anti-apoptadticas, apresentam-se como algumas das muitas causas da resisténcia das células
tumorais a apoptose induzida por agentes terapéuticos (Gewies, 2003; Igney e Krammer,
2002).
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Figura 1.5 — Principais mecanismos de morte celular: apoptose e necrose. O processo apoptotico é contido e inicia-
se com a condensag¢do da cromatina e redugdo do volume celular, formagdo de vesiculas membranares para a
formacgdo dos corpos apoptdticos, os quais sdo fagocitados. A necrose é caracterizada por um aumento do volume
da célula, perda da integridade membranar com consequente libertagdo do contetddo celular provocando uma
resposta inflamatéria (Adaptado de Gewies, 2003).

A evasao do processo apoptdtico que contribui igualmente para a progressdo tumoral, é
vista desde ha muito, como um alvo de tratamento para esta doenga, por exemplo, ao recorrer
a agentes quimioterapéuticos capazes de restaurar este processo e induzir a morte celular de
células tumorais (Wong, 2011; Ghobrial et al., 2005). Estes agentes podem ter como alvo
diversas proteinas envolvidas no processo apoptético quer estejam envolvidas na via
extrinseca, via intrinseca, caspases ou proteinas responsaveis pela regulacdo da apoptose
(Ghobrial et al., 2005).

1.3.1. APOPTOSE

Uma célula apoptédtica apresenta uma morfologia bastante distinta comparativamente a
uma célula viavel, sendo que o processo apoptoético afecta tanto o nicleo como o citoplasma,
e as alteragdes promovidas sdo similares entre células, independentemente do tipo celular
(Wong, 2011). Essas alteragGes morfoldgicas descrevem-se inicialmente por uma reducdo do
volume celular e condensacdo da cromatina (processo denominado picnose), seguida pela
promocao de alteracbes na membrana celular e, posteriormente, pela fragmentacdo nuclear
(cariorrexis), seguindo-se a formacdo de corpos apoptoéticos (vesiculas constituidas por
citoplasma e organelos podendo ou ndo conter fragmentos nucleares) (Kepp et al., 2011;
Wong, 2011; Elmore, 2007). A nivel bioquimico decorrem diversas alteragGes, tais como,



activacdo das caspases (proteases de cisteina), fragmentacdo do DNA, clivagem de diversas
proteinas e altera¢gdes da membrana celular (Wong, 2011). Por fim, os corpos apoptoéticos sdo
reconhecidos por células fagocitarias e sdo entdo eliminados, sem ser desencadeada uma
resposta inflamatdria (Wong, 2011; Edinger e Thompson, 2004; Khosravi-Far e Esposti, 2004;
Gewies, 2003).

No mecanismo apoptdtico, as caspases apresentam dois papéis fundamentais: o de
iniciadores (caspases 2, 8, 9 e 10) e o de efectores (caspases 3, 6 e 7) (Kepp et al., 2011;
Elmore, 2007). As caspases sdo sintetizadas como zimogénios (prd-caspases), e portanto
encontram-se inactivas (Elmore, 2007). Algumas caspases possuem a capacidade de se
agregarem e auto-activarem, como ocorre com as caspases iniciadoras (Ashkenazi e Herbst,
2008; Elmore, 2007; Debatin e Krammer, 2004). Contrariamente, as caspases efectoras
necessitam de um processo de activacdo levado a cabo por caspases iniciadoras, mediante a
clivagem proteolitica de residuos de aspartato especificos (Elmore, 2007; Shi, 2002). A
activagdo das caspases é um passo decisivo no desencadeamento da apoptose, levando a
clivagem de proteinas vitais, do invélucro nuclear e do citoesqueleto, e apresentando ainda a
capacidade de activar DNases que degradam o DNA nuclear (Wong, 2011). A caspase 3, uma
caspase efectora, é responsavel pela clivagem de diversos componentes celulares, desde
cinases, proteinas do citoesqueleto e de reparagao do DNA, afectando assim o citoesqueleto, o
ciclo celular e vias de sinalizacdo, o que por fim leva as alteragdes morfolégicas tipicas da
apoptose referidas anteriormente (Wong, 2011; Elmore, 2007). O processo apoptético
apresenta duas vias pelas quais pode ocorrer: a via intrinseca ou mitocondrial e a via
extrinseca ou de receptor de morte celular, as quais se encontram esquematizadas na Figura
1.6 (Wong, 2011).
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Figura 1.6 — Representacgdo das vias extrinseca e intrinseca da apoptose. A via extrinseca é dependente da activacdo
de receptores de morte celular, enquanto na via intrinseca a mitocondria é o principal alvo celular com a libertagdo
de proteinas pré-apoptoticas, e ambas culminam na activagdo da via de execugdo das caspases (Adaptado de Wong,
2011).

A via extrinseca inicia-se pela ligacdo dos ligandos TNF (do inglés, tumor necrosis factor)
ou FasL (do inglés, fatty acid synthetase ligand), aos respectivos receptores de morte, TNFR1
(do inglés, tumor necrosis factor receptor 1) e FasR, que se encontram a superficie celular.
Estes receptores tém dominios intracelulares que recrutam as proteinas adaptadoras TRADD
(do inglés, TNF receptor-associated death domain) e FADD (do inglés, Fas-associated death
domain), respectivamente, e ainda proteases, tais como a pré-caspase 8 (Portt et al., 2011;
Kam e Ferch, 2000). O complexo DISC (do inglés, death inducing signaling complex), formado
pelo ligando, receptor e adaptador, activa a caspase iniciadora 8, que induz a apoptose
clivando caspases efectoras, como a caspase 3 (Portt et al., 2011; Wong, 2011; Elmore, 2007,
Kaufmann e Earnshaw, 2000). A via extrinseca induz ainda a amplificacdo da apoptose pela via
intrinseca através da proteina Bid (do inglés, BH3 interacting domain death agonist),
pertencente a familia de proteinas Bcl-2, que apds ser activada pela caspase 8, promove a
activacdo da proteina Bax (do inglés, Bcl-2-associated X protein) (Festjens et al., 2006; Ray et
al., 2005).

A via intrinseca tem por base eventos intracelulares que actuam directamente sobre a

mitocondria, os quais sdo desencadeados através de danos genéticos irrepardveis, hipoxia,
~ 2+ . s . . . ~

elevadas concentragdes de Ca“ citosdlico, stress oxidativo, assim como pela acgdo de agentes

anti-tumorais (Wong, 2011). Estes estimulos aumentam a permeabilidade da mitocondria,



levando a libertacdo de moléculas pro-apoptéticas para o citoplasma, tais como o citocromo c,
Smac/DIABLO (do inglés, second mitochondrial-derived activator of caspase/direct IAP-binding
protein with low pl) e Omi/HtrA2 (do inglés, Omi/high temperature requirement protein A)
(Khosravi-Far e Esposti, 2004). Estas proteinas sdo reguladas pela familia de proteinas Bcl-2,
gue é composta por dois grupos: proteinas pré-apoptéticas (por exemplo Bax, Bak, Bad e Bcl-
Xs) e proteinas anti-apoptodticas (Bcl-2, Bcl-X,, entre outras) (Ghobrial et al., 2005). As proteinas
anti-apoptadticas regulam a apoptose bloqueando a libertacdo de citocromo ¢ enquanto as
proteinas pré-apoptdticas estimulam essa libertacdo (Elmore, 2007; Ghobrial et al., 2005).
Desta forma, um aumento na expressao de Bcl-2 apresenta-se como uma causa de resisténcia
a quimioterapia e radioterapia (Kam e Ferch, 2000). Por sua vez, uma diminui¢do da expressdo
desta proteina desencadeia a resposta apoptética a compostos anti-tumorais (Ghobrial et al.,
2005). A proporgdo dos niveis citosélicos entre a proteina anti-apoptoética Bcl-2 e a proteina
pré-apoptoética Bax indica o destino da célula, isto é, se esta entra em apoptose (niveis
aumentados de Bax) ou sobrevive (niveis aumentados de Bcl-2) (Elmore, 2007; Danial e
Korsmeyer, 2004).

A via mitocondrial é iniciada com a translocagao e oligomerizagao da proteina Bax ao nivel
da membrana mitocondrial externa e consequentemente com a formagdo de canais que
permitem a libertagdo de citocromo c (Dejean et al., 2005; Danial e Korsmeyer, 2004). O
citocromo c é indispensavel para a activacdo da Apaf-1 (do inglés, apoptosis protease
activating factor-1). Este complexo recruta a pré-caspase 9, formado assim o apoptossoma,
gue por sua vez promove a activacdo da caspase 9 que activa a caspase 3 (Kaufmann e
Earnshaw, 2000). A Smac/DIABLO e a Omi/HtrA2 inibem a actividade das IAPs (do inglés,
inhibitory of apoptosis proteins) e auxiliam na activacdo das caspases 9 e 3 (Elmore, 2007;
Ghobrial et al., 2005; Khosravi-Far e Esposti, 2004).

1.4. CicLo CELULAR

O ciclo celular é um processo altamente regulado e organizado que permite o crescimento
celular, garante a replicacdo correcta do DNA e que os cromossomas sejam divididos
equivalentemente entre as duas células resultantes da mitose (Sandal, 2002; Garrett, 2001). A
elevada proliferacdo celular é uma das caracteristicas das células cancerigenas, sendo
desenvolvida, ndo s6 pela evasdo aos mecanismos de morte celular mas também, através de
danos em genes envolvidos na regulagao do ciclo celular (Sandal, 2002).

O ciclo celular é dividido em quatro fases sequenciais: a fase G1, S, G2 e a mitose (Figura
1.7) (Garrett, 2001). A fase G1 destina-se ao crescimento celular e a preparacdo dos
cromossomas para posterior replicacdo. Esta é seguida pela fase S que consiste na fase de
replicacdo do DNA. A fase G2 é uma preparagdo para a entrada em mitose, que consiste na
ultima fase do ciclo celular, e na qual ocorre a divisdo de uma célula em duas células idénticas
(Alberts et al., 2004; Lodish et al., 2004; Sandal, 2002). Entre a fase média e tardia de G1 existe
um ponto de restricdo (R) que verifica se a célula recebeu os sinais de crescimento necessarios
para continuar a progressao do ciclo celular de G1 para S (Garrett, 2001). Se a célula for
privada dos sinais de crescimento necessarios entdo entra em GO, uma fase de quiescéncia, em
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qgue a célula sai reversivelmente do ciclo celular na fase G1. Essa saida pode ser tempordria,
caso volte a receber os sinais de crescimento, ou permanente, quando as condi¢cdes para a
reentrada no ciclo celular ndo sdo adequadas (Lapenna e Giordano, 2009; Sandal, 2002;
Garrett, 2001).

A fase S e a mitose apresentam-se como as fases mais importantes do ciclo celular, sendo
que a replicacdo do DNA apenas deve ocorrer quando a mitose se encontra terminada, e a
mitose apenas deve ter lugar quando a replicacdo do DNA foi finalizada sem erros (Garrett,
2001).

Célula filha

Mitose (divisao celular) | i | Inicio do ciclo
%

b

/ \e

Ciclo Celular
Sintese
(replicagdo ——=—S
do DNA) :

Ponto de restrigdo

Figura 1.7 — Representagdo das diversas fases que constituem o ciclo celular. G1 — crescimento e preparagdo dos
cromossomas para replicacdo; S — sintese do DNA; G2 — preparagdao para a mitose; Mitose — divisdao celular
(Adaptado de Sandal, 2002).

As fases G1 e G2 funcionam como pontos de controlo (checkpoints), nos quais a qualidade
da célula é avaliada antes de entrar na fase S ou na mitose, respectivamente (Alberts et al.,
2004; Sandal, 2002). A passagem de G1 para S é extremamente regulada pois é neste ponto
qgue a célula se compromete a dividir e no qual é impossivel reverter a progressdo do ciclo
(Sandal, 2002). Os principais pontos de controlo do ciclo celular ocorrem na transicdo entre as
fases G1/S e G2/M, ambos importantes pontos de controlo de danos no DNA (Garrett, 2001). A
integridade do DNA é verificada em todas as fases do ciclo celular de forma a prevenir a
replicacdo de DNA com erros ou a incorrecta segregacao de cromossomas (Blagosklonny e
Pardee, 2002). A perda destes pontos de controlo tem consequéncias graves, uma vez que
permite a acumulacdo de danos no DNA e origina instabilidade gendmica e proliferacdo celular
descontrolada, podendo entdo desencadear-se o processo de tumorigénese (Sandal, 2002).

A transicdo entre as diferentes fases do ciclo celular é dependente de reguladores
especificos que apenas se encontram presentes de forma transiente (Lewin, 2004). Os
reguladores do ciclo celular sdo proteinas cinases constituidas por duas subunidades: uma
catalitica, denominada Cdk (do inglés, cyclin-dependent kinases), e outra regulatéria, intitulada
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de ciclina. A subunidade catalitica apresenta-se inactiva, mas quando ligada a ciclina sofre uma
mudanca conformacional devido a fosforilacdo/desfosforilacdo de residuos especificos por
parte da ciclina, tornando-se assim activa (Alberts et al., 2004; Lewin, 2004; Lodish et al.,
2004). As ciclinas sdo expressas apenas em resposta a sinais de crescimento, alcangando niveis
mais elevados em fases especificas do ciclo celular, ndo sendo portanto constantes ao longo do
ciclo celular (Alberts et al., 2004; Sandal, 2002). A degradacdo das ciclinas é essencial para
provocar a inactivacdo das cinases correspondentes e assim controlar a proliferacdo celular
(Lewin, 2004).

A fase G1 é iniciada com a proteina Rb na forma inactiva, em que esta se encontra
desfosforilada e ligada ao factor de transcricdo E2F, promovendo consequentemente a sua
inibicdo (Weinberg, 1995). Nesta fase, a proteina Rb apresenta-se como um regulador
principal, sendo o substrato dos complexos Cdk/ciclina (Lewin, 2004; Nevins, 2001). Alguns
genes cujos produtos sdao essenciais para a fase S dependem da actividade de E2F e, desta
forma, garante-se que a replicacdo do DNA ndo é iniciada prematuramente (Blagosklonny e
Pardee, 2002; Sandal, 2002). Numa fase intermédia de G1, a fosforilagdo da proteina Rb é
iniciada pelo complexo Cdk4/ciclina D e Cdké/ciclina D (ciclinas D1, D2, D3), estimulando
posteriormente numa fase G1 avancada, que o complexo Cdk2/ciclina E promova a continua
fosforilagao de proteinas Rb, provocando a libertacao dos factores de transcrigao E2F (Lapenna
e Giordano, 2009; Lodish et al., 2004; Nevins, 2001). A fosforilagdo da proteina Rb pode ser
considerado o ponto de restricao a partir do qual é impossivel interromper a progressao para a
fase S (Lapenna e Giordano, 2009). No desenvolvimento tumoral, a capacidade de ultrapassar
este ponto de controlo é essencial para a continua proliferacdo celular independente dos
estimulos mitogénicos. De facto, a proteina Rb encontra-se muitas vezes mutada
permanecendo no estado fosforilado e, portanto, incapaz de se ligar a E2F deixando de existir
a restricdo da fase S (Lapenna e Giordano, 2009; Sandal, 2002).

A fase mitotica também é dependente da activagdo/desactivagio do complexo
Cdk/ciclina, uma vez que as ciclinas sintetizadas continuamente durante a interfase sdo
degradadas durante a mitose (Lewin, 2004). Primeiramente, a Cdk1 é activada pela ciclina A
permitindo a transicdo da fase G2 para a mitose, seguindo-se a degradacdo da ciclina A apds a
fragmentacdo da membrana nuclear. Isto permite que a Cdkl forme um complexo com a
ciclina B, que é por sua vez necessdrio a progressao da mitose. Quando a divisdo estd completa
a Cdkl é desactivada através da degradacdo proteolitica da ciclina B permitindo assim a saida
das células da fase mitdtica e a entrada novamente na fase G1 para mais um ciclo de divisdo
(Lapenna e Giordano, 2009; Malumbres e Barbacid, 2009).

A regulacdo das Cdks e ciclinas no ciclo celular e a sua importancia na formacdo de
tumores levou a que estas proteinas fossem consideradas importantes alvos na terapia do
cancro, estando alguns novos agentes em fase de testes clinicos (Sandal, 2002). O flavopiridol
é um inibidor das Cdkl, 2 e 4, bloqueando a progressdo do ciclo celular, promovendo a
diferenciacdo e induzindo a apoptose em carcinomas gastricos, cancros da prostata e renal e
linfoma de ndo-Hodgkin (Lapenna e Giordano, 2009; Sandal, 2002). A diaminopirimidina R547
e a pirazole-3-carboxamida AT-7519 também inibem a actividade das Cdkl, 2 e 4, sendo
usados em tumores sdlidos em fase avancada e em tumores metastizados, respectivamente
(Lapenna e Giordano, 2009; Malumbres e Barbacid, 2009). Estes agentes terapéuticos
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apresentam efeitos toxicos em células saudaveis limitando a sua aplicacao, contudo quando
utilizados em regimes combinatdrios com outros compostos citotoxicos podem apresentar
diversas vantagens (Lapenna e Giordano, 2009).

1.5. PROTEINA SUPRESSORA DE TUMORES P53

A proteina p53, codificada pelo gene supressor de tumores TP53, é um dos supressores de
tumores mais conhecidos e estudados, e o seu gene apresenta-se mutado em mais de 50 %
dos cancros humanos por todo o mundo (Wong, 2011; Lewin, 2004).

A proteina p53 é considerada como uma “guardid do genoma” (Wong, 2011). Células
saudaveis apresentam baixos niveis de p53 que irdo aumentar em casos de ocorréncia de
danos no DNA como consequéncia por exemplo da radiagdo (Lewin, 2004). Quando activada, a
p53 pode desencadear dois tipos de processos: a paragem do ciclo celular ou a apoptose. A
decisdo entre um ou o outro mecanismo depende da fase do ciclo em que a célula se encontra
e do tipo de danos ocorridos no DNA. A p53 activa as proteinas das vias de reparagao e
interrompe o ciclo celular no ponto de controlo G1/S através da activacdo da proteina p21,
enquanto o erro é reparado. Uma vez ndo sendo possivel a reparagao do erro é desencadeada
a apoptose e desta forma evita-se o crescimento celular descontrolado e logo a formacdo de
tumores (Elmore, 2007; Lewin, 2004; Sandal, 2002).

O processo de apoptose induzido pela p53 é principalmente desencadeado pela via
mitocondrial, contudo também a via extrinseca pode ser activada (Amaral et al., 2010). A
actividade de factor de transcricdo consiste no principal mecanismo pelo qual a p53 induz o
processo apoptético (Amaral et al., 2010). A p53 induz a transcricdo de proteinas pro-
apoptéticas que actuam ao nivel da mitocéndria, (por exemplo, a Bax), bem como de
receptores de membrana (por exemplo, o Fas) (Lewin, 2004; Kam e Ferch, 2000).

Contudo, sdo conhecidas outras vias de indugdo do processo apoptdtico pela proteina p53
independentes da sua actividade como factor de transcri¢cdo. Estas vias actuam ao nivel da
mitocondria e do citoplasma. Ao nivel mitocondrial, a p53 actua directamente sobre a proteina
Bax, promovendo a sua translocacdo e oligomeriza¢do para a mitocéndria. Por sua vez, a nivel
citoplasmdtico, a p53 é translocada para a membrana mitocondrial despoletando a
translocacdo de Bax igualmente para a mitocondria e a sua posterior oligomerizacdo. Ambas as
vias sdo entdo responsaveis por despoletar a via intrinseca da apoptose (Amaral et al., 2010).

1.6. TRATAMENTO DO CANCRO

A terapéutica atribuida a cada paciente de cancro depende de vdrios factores individuais
como por exemplo, caracteristicas moleculares e patoldgicas do cancro, a sua localizacdo, a
extensdo da doenca e o estado de salde em geral do paciente. Os tratamentos contra o cancro
visam eliminar por completo as células cancerigenas, suprimindo os sinais necessarios para a
proliferagdo celular (Lugmani, 2005).
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Existem diferentes tipos de tratamentos a serem adoptados contra o cancro e 0s mesmos
podem ser aplicados individualmente ou em regimes combinatdrios (Lugmani, 2005). Os mais
comuns sdo a cirurgia, a radioterapia, a quimioterapia, a imunoterapia e a terapia hormonal
(ACS, 2011; Lugmani, 2005). A cirurgia é utilizada frequentemente e apresenta elevada eficacia
em cancros numa fase inicial (Lugmani, 2005). A radioterapia é muitas vezes utilizada em
conjunto com a cirurgia e destina-se, como esta ultima, a tumores soélidos e localizados
(Barcellos-Hoff et al., 2005; Garcia-Barros et al., 2003). Na quimioterapia recorre-se a agentes
com efeitos citotdxicos relativamente a células cancerigenas, interrompendo o processo
tumorigénico através de mecanismos como a apoptose (Luo et al., 2009; Johnstone et al.,
2002). A quimioterapia é normalmente aplicada aquando do insucesso da cirurgia,
principalmente em estados mais avan¢ados de doenga, como sendo os casos de metastizagao,
dado ser considerada um tratamento sistémico (Gordon e Nelson, 2012; Chabner e Roberts,
2005; Kelsen et al., 1998). De facto, a quimioterapia tem demonstrado capacidade em curar
varios tumores avangados e ainda revelou ser eficiente no aumento da taxa de sobrevivéncia
de pacientes com outros tipos de cancro (Gordon e Nelson, 2012).

Os agentes utilizados em quimioterapia podem ser de origem natural (extraidos de
plantas) ou entdo sintéticos (Lugmani, 2005). Estes estdo divididos em cinco classes com base
no seu modo de acgdo: agentes radiomiméticos, agentes alquilantes mono ou bifuncionais,
anti-metabolitos, inibidores da topoisomerase Il (TOPO Il) e inibidores de replicacdo (Helleday
et al., 2008; Meirow e Nugent, 2001). Os agentes radiomiméticos induzem quebras em cadeia
dupla na molécula de DNA impedindo a replicacdo do DNA através da activa¢do dos pontos de
controlo do ciclo celular (Helleday et al., 2008). Os agentes alquilantes interferem também
com o processo de replicagao através de modificagdes quimicas nas bases do DNA criadas pela
ligacdo covalente de compostos ao DNA (formacgdo de aductos) (Helleday et al., 2008). Os anti-
metabolitos interferem com o metabolismo ou formag¢do de nucledtidos e afectam o
processamento do RNA ribossomal e de transferéncia, o que tem consequéncias na sintese de
DNA e no crescimento celular (Helleday et al., 2008; Lugmani, 2005). Os inibidores da TOPO ||
bloqueiam a actividade catalitica desta enzima, que consiste na promoc¢do de quebras
transientes no DNA (Nitiss, 2009). Outros compostos formam um complexo com a TOPO Il no
momento da clivagem transiente criando quebras em cadeia dupla no DNA interferindo com a
sua replicagdo (Nitiss, 2009; Helleday et al., 2008). Os inibidores de replicacdo inibem a
actividade da DNA polimerase interrompendo a progressdo da replicacdo e provocam,
indirectamente, quebras em cadeia dupla (Helleday et al, 2008). Estes agentes
guimioterapéuticos provocam graves danos no DNA que excedem a capacidade dos
mecanismos de reparacdo da célula e induzem, assim a entrada das células em apoptose
(Johnstone et al., 2002; Herr, 2001).

Os mecanismos que promovem a proliferacdo celular excessiva das células tumorais sao
considerados excelentes alvos para os agentes quimioterapéuticos. Estes compostos
apresentam capacidade de interferirem com moléculas ou processos envolvidos na replicacdo
e expressao celular (Lugmani, 2005). Uma vez que estes processos ou moléculas alvo também
estdo presentes nas células sauddveis, a accdo ndo especifica dos compostos em células
tumorais resulta no aparecimento de efeitos secundarios adversos (Lugmani, 2005). Assim,
uma premissa importante seria os compostos anti-tumorais apresentarem uma citotoxicidade
e especificidade elevada em células tumorais, impedindo a progressdo tumoral com um efeito
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minimo em células sauddveis, diminuindo desta forma os efeitos secundarios adversos
(Johnstone et al., 2002).

Os efeitos citotdxicos da maioria dos agentes usados actualmente sdao elevados e, como
tal, este tipo de tratamento s6 deve ser aplicado por curtos periodos de tempo (Hanahan e
Weinberg, 2011; Lugmani, 2005). Os efeitos secundarios mais comuns sdo a pele seca, a perda
de cabelo, nduseas e vémitos, alteracdes no apetite e no paladar, problemas de coagulacdo do
sangue, fadiga, sistema imunitario enfraquecido e, possivelmente, esterilidade. A maioria dos
efeitos secundarios desaparecem quando o tratamento acaba mas, por vezes podem ser
permanentes como os danos nos rins, coragdo, pulmdes ou sistema reprodutor (Lugmani,
2005; Partridge et al., 2001).

Para além da falta de especificidade celular, a eficacia da quimioterapia é dependente de
outros factores, tais como o metabolismo rapido da droga e a resisténcia a terapéutica que
pode ser intrinseca a célula ou ser adquirida (Hanahan e Weinberg, 2011). Essa resisténcia
pode ser provocada por diversos mecanismos bioquimicos, nomeadamente pela diminui¢ao do
influxo do composto nas células resultante do decréscimo da expressdo das proteinas
transportadoras ou de mutagdes que as inactivem; pode ainda resultar do aumento do efluxo
do composto resultante da sobre-expressdao da glicoproteina-P, uma proteina expressa na
membrana plasmatica e que funciona como uma bomba de efluxo que bombeia os compostos
para fora da célula (Lugmani, 2005; Gottesman, 2002; Tomida e Tsuruo, 2002; Sauna et al.,
2001). A inactivagdo dos agentes quimioterapéuticos pela sua degradag¢do ou conjugacdo com
enzimas impede a interac¢do destes com os seus alvos (Longley e Johnston, 2005; Lugmani,
2005). As células cancerigenas podem ser intrinsecamente resistentes a um agente em casos
particulares que dizem respeito ao alvo de ac¢do do composto, por exemplo, células com
baixos niveis de topoisomerase | sdo resistentes a agentes que inibam a fungao dessa proteina
(Longley e Johnston, 2005). O aumento da eficidcia dos mecanismos de reparagao de danos no
DNA, provocada pelo aumento da expressdo de uma ou varias proteinas envolvidas nesse
processo, e o decréscimo da susceptibilidade a resposta apoptdtica, originada pela inactivacao
da proteina p53, sobre-expressdo de proteinas anti-apoptdticas ou sub-expressdo de proteinas
pro-apoptoéticas, encontra-se igualmente associada a resisténcia a terapéutica aplicada
(Longley e Johnston, 2005; Lugmani, 2005).

1.7. ComposTos ANTI-TUMORAIS

Durante muito tempo, a aplicacdo de compostos constituidos por metais, como agentes
terapéuticos, ndo suscitou interesse devido ao conhecimento da sua toxicidade e dos casos de
envenenamento com metais pesados (Li et al., 2009; Matos, 2001).

A descoberta da actividade anti-tumoral da cisplatina (cis-diaminodicloro-platina(ll)) em
1965 pelo biofisico Barnett Rosenberg foi o primeiro passo para o estudo e desenvolvimento
de novos complexos metalicos com actividade semelhante, quer constituidos por platina quer
por outros metais, por exemplo ruténio, vanadio, ferro, cobalto, cobre, ouro e estanho, que
também se revelaram vantajosos no tratamento do cancro (Alama et al., 2009; Matos, 2001;
Kopf-Maier e Kopf, 1987; Rosenberg et al., 1965). A cisplatina é um dos agentes
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guimioterapéuticos mais eficazes usados clinicamente, sendo aplicada em diversos cancros,
mas maioritariamente no cancro dos testiculos onde apresenta uma taxa de sucesso perto de
100 % quando detectado numa fase inicial (Bruijnincx e Sadler, 2008). A cisplatina entra na
célula na sua forma neutra, através de transporte activo e difusdo, e torna-se biologicamente
activa através de uma reaccdo de hidrdlise na qual os dois 4&tomos de cloro (grupos de saida)
sdo substituidos por moléculas de agua (Rafique et al., 2010; Alama et al., 2009; Boulikas e
Vougiouka, 2003). A actividade anti-tumoral da cisplatina advém desta activacdo para
posterior formacdo de aductos com a molécula de DNA, que resultam na inibicdo da replicacao
e transcricdo do DNA e na paragem da proliferacdo de células cancerigenas, bem como na
indugdo do processo apoptdtico, e assim inibicdo do crescimento tumoral (Rafique et al., 2010;
Boulikas e Vougiouka, 2003). Os principais aductos formados pela cisplatina constam de
aductos bifuncionais entre duas bases adjacentes na mesma cadeia do DNA (90 % das
interacgGes observadas), sendo o principal o aducto 1,2 GG intracadeia (Hannon, 2007; Natile
e Coluccia, 2001). Apesar das suas vantagens, a cisplatina ndo é especifica para células
cancerigenas, apresenta actividade sobre células com elevada capacidade de divisdo, e desta
forma pode afectar as células dos foliculos do cabelo, da medula dssea e as células do tracto
gastrointestinal, causando desta forma diversos efeitos secundarios (Rafique et al., 2010). O
uso da cisplatina é assim limitado ndo sé devido a sua toxicidade em tecidos sauddveis, mas
também ao desenvolvimento de resisténcia por parte das células cancerigenas (Rafique et al.,
2010; Bruijnincx e Sadler, 2008). Muitos analogos da cisplatina foram desenvolvidos mas
apenas a carboplatina, a oxaliplatina e a nedaplatina sdo actualmente aplicados na clinica
(Brabec e Novakovd, 2006). Estes analogos apresentam efeitos téxicos menos severos do que a
cisplatina, por exemplo a nivel renal e do sistema nervoso, mas podem desenvolver outros
efeitos secundarios e apresentar toxicidade a nivel hematolégico (Boulikas e Vougiouka, 2003).
Estes agentes em conjunto com a cisplatina estdo presentes em cerca de 50 % dos tratamentos
guimioterapéuticos e quando combinados com outros agentes, sdo utilizados nos cancros dos
ovarios, da bexiga, colorectal, cervical, pulmao, cabeca e pescoco (Alama et al., 2009; Brabec e
Novakovd, 2006; Boulikas e Vougiouka, 2003).

Para além da cisplatina também a adriamicina (ou doxorrubicina (DOX)), pertencente a
classe das antraciclinas, se apresenta eficiente no tratamento de tumores sélidos como é o
caso dos cancros da mama, esofago, figado e linfoma de ndo-Hodgkin (Hannon, 2007; Gewirtz,
1999). A DOX tem capacidade de inibir a actividade da TOPO Il pela ligacdo e estabilizacdo do
complexo DNA-TOPO I, ndo permitindo a religacdo das cadeias de DNA clivadas por este
complexo, o que altera a estrutura do DNA, levando a inibicdo da sintese da molécula de DNA,
assim como a capacidade da DOX em intercalar no DNA (Granados-Principal et al., 2010;
Minotti et al., 2004; Gewirtz, 1999; Drummond et al., 1996). Para além deste mecanismo pode
ainda formar radicais livres que causam danos no DNA ou peroxidacdo lipidica (Granados-
Principal et al., 2010; Gewirtz, 1999). Da-se assim a activacdo do mecanismo de apoptose
como resposta final da célula aos danos provocados pela ac¢do deste composto (Gewirtz,
1999). A utilizagdo da DOX é limitada pelos efeitos téxicos que desencadeia como sendo
nauseas, vomitos e arritmia, bem como problemas crénicos, como danos no coracdo, figado,
cérebro e rins, e ainda pelo desenvolvimento de resisténcia das células tumorais a este
composto (Granados-Principal et al., 2010; Drummond et al., 1996).
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Os complexos metdlicos sdao constituidos por um atomo ou ido metdlico central ao qual se
ligam moléculas ou ides, os ligandos, que apresentam por si s6 propriedades quimicas e
biolégicas relevantes (Rafique et al., 2010; Alama et al., 2009; Cavaleiro, 2004). Estes
complexos apresentam diversos numeros de coordenacdo e geometrias que lhes permite
organizar os seus ligandos em distribuicdes espaciais com melhores modalidades de ataque
para as moléculas alvo (Alama et al., 2009). Estes complexos interferem na viabilidade celular,
alguns de forma directa, enquanto outros precisam da conversdo do composto inerte num
composto activo (Alama et al., 2009).

A interacgao dos complexos metalicos com o DNA é um dos principais factores para a sua
utilizagdo como agentes terapéuticos, uma vez que reconhecem sequéncias especificas do
DNA, alteram a sua estrutura e inibem o acesso de proteinas activadoras ou repressoras,
afectando a expressao de genes e levando, por fim, a morte celular (Bruijnincx e Sadler, 2008;
Tabassum e Pettinari, 2006). Como os ligandos influenciam a reactividade dos complexos, a
manipulagdo destes tem como objectivo facilitar a interacgao entre o complexo metalico e o
DNA (Macias et al., 2007).

Para além dos compostos de platina existem outros com propriedades anti-tumorais,
como os compostos inorganicos e organometdlicos, dos quais fazem parte elementos como
galio, germanio e estanho ou metais de transi¢ao, tais como o titanio, vanadio, ferro, cobre,
cobalto, ruténio ou ouro (Alama et al., 2009; K6pf-Maier e Kopf, 1987).

1.7.1. CompLEXOS DE COBRE

Os complexos de cobre apresentam-se entre os complexos de metais de transicdo mais
estudados quanto as suas propriedades anti-tumorais (Macias et al., 2007). O cobre é
encontrado em animais e plantas e é um elemento essencial para a fungdo de enzimas e
proteinas envolvidas no metabolismo energético, respiracdo e sintese de DNA (Marzano et al.,
2009). Este metal funciona como cofactor catalitico em varias enzimas estando envolvido
ainda em reacgbes de oxidacdo-reducdo nas quais reage com o oxigénio molecular para
producado de radicais livres (Marzano et al., 2009).

As propriedades dos complexos de cobre sdo determinadas pela natureza dos ligandos
organicos, sendo que eles préprios podem apresentar actividade anti-proliferativa, e ainda
pelos dtomos dadores ligados ao metal (Marzano et al., 2009; Képf-Maier, 1994). Os ligandos
neutralizam a carga eléctrica do ido de cobre, facilitam o transporte do complexo através da
membrana celular, intercalam no DNA ou entdo interagem nao-covalentemente com proteinas
(lakovidis et al., 2011).

Os complexos de cobre apresentam capacidade de induzir quebras no DNA através de
clivagens hidroliticas ou oxidativas (Macias et al., 2007; Rajendiran et al., 2007). A clivagem
hidrolitica do DNA envolve a quebra da ligacdo fosfoéster originando fragmentos que podem
ser religados, enquanto a clivagem oxidativa é mediada por espécies reactivas de oxigénio
(ROS, do inglés, reactive oxygen species) e produz fragmentos de DNA que ndo podem ser
religados, causando efeitos citotdxicos graves (Li et al., 2009).
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Muitos complexos de cobre sdao conhecidos por induzirem a apoptose através da
producdao de ROS. Este mecanismo de morte celular é desencadeado apés inducdo de ROS
pelas células cancerigenas, isto é, cancros resistentes a agentes anti-tumorais apresentam
frequentemente baixos niveis de ROS que favorecem a producao da glicoproteina-P, conhecida
por fazer parte do mecanismo de resisténcia. Assim, o stress oxidativo estd ligado a
sensibilidade ou resisténcia das células cancerigenas aos compostos anti-tumorais (Mookerjee
et al., 2006).

Nos complexos de cobre, este metal varia entre os estados de oxidacdo Cu(ll) e Cu(l) de
forma a catalisar a formagdo de espécies reactivas de oxigénio (Macias et al., 2007). Radicais
hidroxilo sdo produzidos através da reac¢do de Fenton e do mecanismo de Haber-Weiss (Liu et
al., 1999). Na reac¢do de Fenton, o ido metalico catalisa a formagdo do radical a partir de
perdxido de hidrogénio (H,0,) (lakovidis et al., 2011; Liu et al., 1999):

CuL*+H,0, — CuL?"+ OH + 'OH (1)
L = ligando

No mecanismo de Haber-Weiss ocorre a reac¢do do superdxido com o H,0, (catalisada
pelo metal) para produzir dioxigénio, hidroxido e o radical hidroxilo (reac¢do 2), sendo
constituida por dois passos (Valko et al., 2004; Liu et al., 1999):

: 02- + H202 —_— 02 + OH- + .OH (2)
CuL?>*+'0,7 —» CuL"+0, 3)
CuL*+H,0, —» CulL? +OH +'OH 4)

O radical hidroxilo é muito reactivo e tem um tempo de meia-vida em solu¢do aquosa de
1 nanosegundo (Valko et al., 2004). Quando o radical é produzido in vivo podera entdo reagir
com a molécula de DNA, reagindo com as suas bases ou com a desoxirribose causando
modificagdes nas purinas e pirimidinas ou quebras na cadeia do DNA (Valko et al., 2004;
Theophanides e Anastassopoulou, 2002; Halliwell e Gutteridge, 1990).

O composto de cobre em estudo neste trabalho, [Cu(H,0)(DMSO)(ph-tpy)](NOs),, aqui
denominado de ZM V, representado na Figura 1.8, apresenta trés ligandos, a agua, o DMSO
(do inglés, dimethyl sulfoxide) e o ph-tpy (do inglés, 4'-phenyl-2,2':6',2"-terpyridine), sendo os
dois primeiros ligandos monodentados e o ultimo um ligando tridentado.
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Figura 1.8 — Estrutura quimica do composto [Cu(H,0)(DMSO)(ph-tpy)](NOs),, denominado ZM V, que apresenta trés
ligandos: a dgua, o DMSO e o ph-tpy (ou 4'-fenil-2,2':6',2"-terpiridina).

1.8. MoDELOS BioLOGICOS: LINHAS CELULARES TUMORAIS

1.8.1. CARCINOMA COLORECTAL HUMANO

O carcinoma colorectal (CCR) é o terceiro principal cancro diagnosticado em homens e o
segundo em mulheres, perfazendo no total mais de 1,2 milhdes de novos casos e 608 700
mortes, em 2008 (Jemal et al., 2011). Os principais factores de risco incluem o tabagismo,
consumo excessivo de alcool, obesidade, auséncia de exercicio fisico e consumo de carne
vermelha e carne processada (Potter, 1999).

No processo de tumorigénese do CCR (representado na Figura 1.9) o primeiro evento
consiste na formacdo de pdlipos, que se caracterizam pelo crescimento de células desde a
parede do intestino até ao limen. Os pdlipos podem ser divididos em duas classes: os nao-
displasicos e os displasicos (ou pélipos adenomatosos). Os podlipos nado displdsicos apresentam
uma estrutura epitelial semelhante ao das criptas saudaveis, sdo tumores benignos e com
baixa tendéncia para progredirem. Os pélipos displasicos com o aumento do seu tamanho
podem tornar-se malignos (Bunz, 2008). Quando os tumores se encontram numa fase
avancada (carcinoma), as células malignas sdo capazes de digerir o colagénio, invadir os
tecidos adjacentes, entrar na corrente sanguinea, atingir os nddulos linfaticos e alojarem-se
noutros 6rgdos, em especial no figado (Bunz, 2008; Gutman e Fidler, 1995; Boland, 1993).
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Figura 1.9 — Progressdo de células do epitélio saudavel a carcinoma colorectal. O processo de tumorigénese do CCR
é iniciado com a transformagdo do epitélio colorectal normal num adenoma, e seguidamente, desenvolve-se em um
carcinoma apos aquisi¢do de caracteristicas invasivas. Todo o processo é controlado por varias mutagGes, sendo a
mutagdo promotora a que ocorre na via APC, seguindo-se o acumular de outras mutagdes no oncogene RAS e no
gene supressor de tumores TP53 (Adaptado de Chu, 2008).

Através da acumulagdo de alteragbes genéticas (activagdo de oncogenes ou inactivagdo
de genes supressores de tumores) e epigenéticas as células epiteliais sauddveis transformam-
se e progridem para células cancerigenas (Chu, 2008). Destas a mais conhecida e
aparentemente a mais precoce consta da disrup¢do da via APC que se encontra presente em
cerca de 95 % dos cancros do colon (Zhang et al.,2001a). MutagGes no gene APC (do inglés,
adenomatous polyposis coli) estdo associadas a formas hereditarias de CCR, como o caso da
polipose adenomatosa familiar (FAP, do inglés, familiar adenomatous polyposis) que se
caracterizada pelo desenvolvimento de adenomas colorectais durante a infancia, podendo
progredir para cancro em idades mais precoces do que em individuos que nao sofram desta
doenga (Chu, 2008; Potter, 1999; Fearon e Jones, 1992). Outra forma hereditaria do CCR é o
HNPCC (do inglés, hereditary nonpolyposis colorectal cancer) causado por muta¢des em genes
responsaveis pela reparacdao de erros mismatch do DNA (Chu, 2008; Potter, 1999). As formas
hereditdrias do carcinoma sdo cerca de 8 a 15 % de todos os casos de CCR e o CCR ndo
hereditario conta com 85 a 90 % dos casos (Chu, 2008).

Os pdlipos benignos formados durante a génese tumoral podem ser removidos durante a
colonoscopia, mas os malignos necessitam de uma cirurgia mais extensa. A cirurgia pode ser
combinada com a quimioterapia ou radioterapia no caso de ter ja ocorrido metdstases (Bunz,
2008; Chu, 2008), mas cerca de um terco dos pacientes morre devido a recorréncia do tumor
ou a metdstases resistentes a terapia convencional (Gutman e Fidler, 1995).

Durante anos o tratamento do CCR baseava-se na administra¢do do 5-fluorouracil (5-FU).
Este agente podia ser administrado por injeccdo de curta-duracdo, tendo como mecanismo de
acc¢do a inibicdo da sintese do RNA, ou como infusdo de longa-duragdo, impedindo a sintese de
DNA através da inibicdo da timidilato sintase, mas em ambos os casos apresentava baixas
taxas de resposta (Chu, 2008; Goldberg et al., 2004). Seguidamente, a combinac¢do do 5-FU
com a leucovorina (LV) aumentou a afinidade do 5-FU a timidilato sintase (Saltz et al., 2000). O
irinotecano, um inibidor da topoisomerase | e, portanto, da divisdo celular, quando combinado
com o 5-FU e a LV permite o aumento da taxa de resposta a terapia para 31 % (Goldberg et al.,
2004; Douillard et al., 2000; Saltz et al., 2000). A oxaliplatina, um analogo da cisplatina que
forma aductos no DNA bloqueando a replicagdo e transcricio do mesmo, também foi
combinada com o 5-FU e a LV aumentando a resposta ao tratamento para 45 % (André et al.,
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2004; Goldberg et al., 2004). Assim, actualmente o tratamento para o CCR consiste no uso do
5-FU com LV combinado com irinotecano ou oxaloplatina, contudo apresentando alguns
efeitos secundarios, tais como, diarreia, vémitos, nauseas e desidratacdo (Van Cutsem et al.,
2009; Goldberg et al., 2004).

1.8.2. CARCINOMA HEPATOCELULAR HUMANO

O cancro do figado é o quinto mais diagnosticado nos homens e o sétimo nas mulheres a
nivel mundial, representando a segunda causa de morte por cancro nos homens. Em 2008
estimou-se mundialmente a existéncia de 748 300 novos casos e 695 900 mortes. O carcinoma
hepatocelular (CHC) representa 70 a 85 % do numero total de casos de cancro do figado (Jemal
etal., 2011).

A maioria dos casos de CHC desenvolve-se em figados com cirrose, que em conjunto com
a disseminacdo das infecgdes pelo virus da hepatite B e C, constituem os principais factores de
risco para o desenvolvimento deste cancro (Figura 1.10), sendo registados em 80 % dos casos
de CHC (Pang et al., 2008; Llovet et al., 2003; Thorgeirsson e Grisham, 2002). A presenca de
agentes carcinogénicos também contribui para o desenvolvimento do CHC, como por exemplo
a aflatoxina B; (Figura 1.10), uma micotoxina proveniente dos fungos Aspergillus flavus e
Aspergillus parasiticus (Pang et al., 2008; Llovet et al., 2003; Smela et al., 2001). O consumo
excessivo de dalcool, o tabaco e os diabetes sdo outros factores de risco a contribuirem para o
desenvolvimento de CHC (Yu e Yuan, 2004).

InfecgBes crénicas derivadas dos virus da hepatite B e C resultam muitas vezes na
formacgdo de estados de cirrose e na promocado de alteragdes fenotipicas em hepatdcitos que,
por vezes, desencadeiam a formacdo de hepatdcitos displasicos, ou seja, com maior tendéncia
para alteragbes genéticas, como por exemplo aumento da actividade da telomerase e dele¢des
alélicas, o que leva por fim ao desenvolvimento do CHC (Figura 1.10) devido a ocorréncia de
mutacdes adicionais (Abou-Alfa, 2006; Anzola, 2004; Thorgeirsson e Grisham, 2002).
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Figura 1.10 — Principais fases do desenvolvimento do carcinoma hepatocelular humano. Os virus da hepatite B e C
(HBV e HCV, respectivamente), a aflotoxina B, (AFB1) e a cirrose sdao os principais factores a contribuir para o
desenvolvimento do CHC, procedendo a formagdo de hepatdcitos com alteragdes fenotipicas e hepatdcitos
displdsicos que progridem para formagdo do estado maligno de carcinoma (Adaptado deThorgeirsson e Grisham,
2002).
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O tipo de tratamento a ser aplicado ao CHC depende da fase em que se encontra o tumor,
da quantidade de carcinomas e nddulos existentes, do seu tamanho, do estado do figado e da
existéncia ou ndo de propriedades invasivas (Llovet et al., 2003). Os principais tratamentos
aplicados constam da resseccdo cirurgica, do transplante de figado e de tratamentos
percutdneos (Anzola, 2004). A resseccdo apresenta-se o tratamento mais eficaz, sendo
aplicada terapéutica de escolha em pacientes de CHC assintomaticos e ndo-cirroticos (Bruix e
Llovet, 2002). A possibilidade de recorréncia, muitas vezes devido a metdstases microscépicas,
€ a maior desvantagem deste tratamento e a principal causa de morte por CHC (Pang et al.,
2008). O transplante de figado permite ndo sé curar o CHC como ainda eliminar o problema de
cirrose, mas também neste caso, a recorréncia do tumor é comum (Llovet et al., 2003). Os
tratamentos percutaneos sao administrados numa fase inicial do CHC, isto é, quando se
observam apenas tumores pequenos, mas aos mesmos podem estar associados problemas de
disseminagdo do tumor (Bruix e Llovet, 2002).

O facto da maioria dos pacientes com CHC apresentar cirrose, torna a quimioterapia um
tratamento invidvel, devido ao desenvolvimento de problemas de resisténcia (Pang et al.,
2008; Abou-Alfa, 2006). Agentes quimioterapéuticos como a DOX apresentaram uma resposta
de apenas 11 % e a sua combinag¢do com cisplatina, interferdao e 5-fluorouracil mostra uma
taxa de resposta ligeiramente superior, sendo de apenas 26 % (Abou-Alfa, 2006). Uma terapia
dirigida a determinados alvos moleculares, com a capacidade de inibicdo da angiogénese,
bloqueio dos sinais proliferativos ou estimulo da apoptose, poderiam revelar resultados
promissores (Pang et al., 2008).

1.8.3. CANCRO DA MAMA HUMANO

O cancro da mama é o tipo de cancro mais frequentemente diagnosticado em mulheres,
contabilizando no total em 2008 cerca de 1,38 milhdes de novos casos e 458 400 de mortes
(Jemal et al., 2011). Os homens também podem desenvolver este tipo de cancro, contudo tal
ocorre em nimero mais reduzido, estimando-se a existéncia de 1500 casos e 270 mortes, por
ano, nos Estados Unidos (Simstein et al., 2003).

Diversas causas contribuem para a incidéncia do cancro da mama, tais como o consumo
de alcool, factores reprodutivos ou hormonais e a disponibilidade de servicos que permitam a
sua deteccdo precoce (Jemal et al., 2011). Entre os factores reprodutivos encontram-se o inicio
precoce da menstruacdo, nuliparidade ou idade tardia do primeiro parto, curta duracdo do
aleitamento, menopausa tardia, obesidade pés-menopausa, uso prolongado de contraceptivos
orais e terapia de reposicao de estrogénio prolongada (Russo et al., 2000). A nivel hormonal, a
exposicdo a elevados niveis de estrogénio pode contribuir para o desenvolvimento do cancro
da mama pelo facto de a maioria destes cancros conterem receptores (ER, do inglés, estrogen
receptor) para esta hormona (Russo et al., 2000).

O desenvolvimento do cancro da mama (Figura 1.11) passa por diversas etapas sendo os
estadios iniciais a hiperplasia ductal e a hiperplasia ductal atipica, a qual consiste numa lesdo
hiperplasica nos ductos mamarios, apresentando algumas caracteristicas do carcinoma in situ
(Burstein et al., 2004; Polyak, 2001; Russo et al., 1998; Beckmann et al., 1997). Ocorre a
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progressdo gradual para o carcinoma ductal in situ que consiste na proliferacao clonal de
células com caracteristicas malignas, que se acumulam no Iimen dos ductos mamadrios sem
invasdao para além da membrana basal epitelial, e seguidamente progride para o carcinoma
invasivo adquirindo, por fim, a capacidade de metastizacdo (Burstein et al., 2004; Polyak, 2001;
Russo et al., 1998; Beckmann et al., 1997).

Hiperplasia Hiperplasia Carcinoma Carcinoma Carcinoma
ductal ductal atipica in situ invasivo Metastatico

Normal

Figura 1.11 — Modelo do processo de carcinogénese do cancro da mama. Na fase inicial ocorre uma hiperplasia nos
ductos mamadrios que se desenvolve numa hiperplasia atipica progredindo para um carcinoma in situ, o precursor
do carcinoma invasivo podendo ocorrer ainda metastizagdao. A progressao do cancro da mama deve-se a diversos
processos, tais como alteragdes hormonais, mutagdes genéticas (activagdo de oncogenes e inactivagdo de genes
supressores de tumores, como nos genes BRCAI1 e BRCA2 e na proteina p53), alteragGes nos receptores de
estrogénio e inactivagdo de moléculas responsaveis pela adesdo entre células (E-caderina e integrinas, por exemplo)
(Beckmann et al., 1997) (Adaptado de Polyak, 2001).

Mutagbes em dois genes, BRCA1 e BRCA2 (do inglés, breast cancer susceptibility gene),
estdo associadas a uma maior susceptibilidade em desenvolver quer o cancro da mama assim
como o cancro dos ovdrios (Antoniou et al., 2008). O BRCA1 e o BRCA2 s3o genes supressores
de tumores presentes no tecido mamadrio saudavel, mas em ambos os cancros referidos
encontram-se ausentes ou com uma expressdo reduzida (Sanz et al.,, 2010; Bunz, 2008;
Chabalier et al., 2006). A familia de receptores membranares HER2 (do inglés, human
epidermal growth factor receptor-2) envolvidos na via de transducdo de sinais que regulam a
proliferacdo e a diferenciacdo celular encontram-se frequentemente sobre-expressos no
cancro da mama e dos ovdrios, devido a amplificagdo do gene HER2 (Slamon et al., 2001,
Yarden, 2001). Recentemente foi observada a existéncia de cancros da mama com auséncia ou
baixos niveis de expressdo de receptores de estrogénio (ER) e de progesterona (PR, do inglés,
progesterone receptor) e auséncia de sobre-expressdo do receptor membranar HER2, mas
apresentando desregulagdo de BRCA1 (O’Shaughnessy et al., 2011; Foulkes et al., 2010).

Como tratamentos para o cancro da mama pode ser aplicada a cirurgia, radioterapia,
guimioterapia e terapia hormonal (Weigelt et al., 2005; Yarden, 2001). Na cirurgia remove-se
todo o tumor com uma margem de tecido saudavel e, caso ndo seja retirada a mama, é ainda
aplicada radioterapia de forma a diminuir a possibilidade de recorréncia (Agrawal, 2010).
Quando o carcinoma esta confinado a mama a taxa de cura excede os 90 % (Welch et al.,
2000). Nos cancros metastaticos, a quimioterapia e a terapia hormonal sdo as mais utilizadas,
mas a taxa de sucesso nesta fase da doenca é extremamente baixa (Yarden, 2001). Cerca de
um terco das mulheres com cancro da mama desenvolvem metdstases preferencialmente nos
nodulos linfaticos, ossos, figado e pulmdes, e estas podem levar a sua morte (Simstein et al.,
2003). Desta forma, pacientes cujo tumor foi removido e estejam a ser tratadas com
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radioterapia, sdao também sujeitas a quimioterapia de modo a evitar a ocorréncia de
metdstases, uma vez que o seu aparecimento é dificil de prever (Weigelt et al., 2005).

1.9. INTRODUGAO AO TEMA DA TESE

Com a realizacdo deste trabalho pretendeu-se caracterizar a potencial ac¢do anti-tumoral
de um novo composto de cobre, designado ZM V, contendo como ligandos H,0, DMSO e 4’-
fenil-2,2’:6’,2”-terpiridina. Para tal, foi avaliado o seu potencial citotéxico em linhas celulares
tumorais humanas e em linhas ndo-tumorais humanas, avaliando os seus potenciais
mecanismos de acc¢do pela observagdo da indugdo do processo apoptédtico (potencial
apoptotico) e da interferéncia do composto na progressdo do ciclo celular (potencial
citostatico). A genotoxicidade do complexo foi também avaliada através da sua capacidade em
interagir com a molécula de DNA. Estudos realizados a diversos complexos de cobre
demonstraram a sua capacidade de induzir quebras no DNA, quer por processos hidroliticos
como oxidativos, e ainda a inducdo da apoptose através da formagdo de ROS que, para além
de promoverem a clivagem do DNA, também interagem com proteinas e fosfolipidos (Marzano
et al., 2009; Macias et al., 2007; Mookerjee et al., 2006; Valko et al., 2004). Tratando-se 0 ZM V
de um complexo de cobre é possivel que este apresente as mesmas caracteristicas ja
demonstradas por complexos semelhantes e, como tal, tornou-se interessante proceder a um
estudo detalhado do potencial anti-tumoral do composto ZM V e dos seus alvos biolégicos.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. ComprosTO EM ESTUDO

O composto metdlico de cobre utilizado na base deste trabalho, referido por ZM V, foi
sintetizado no Centro de Quimica Estrutural do Instituto Superior Técnico. Preparou-se uma
solucdo stock em DMSO (Sigma) com uma concentracdo de 25,9 mM, sendo depois
armazenado a temperatura ambiente. Na Tabela 2.1 encontram-se as informagdes relativas ao
composto ZM V, nomeadamente a sua formula quimica, o seu peso molecular e o solvente
utilizado neste trabalho.

Tabela 2.1 — Propriedades do composto metalico de cobre, ZM V.

IMV C3H23CuNsOgS 593,1 DMSO

2.2. LINHAS CELULARES HUMANAS

Neste trabalho foram utilizadas trés linhas celulares tumorais humanas, HCT116, HepG2 e
MCF-7, correspondentes ao carcinoma colorectal, carcinoma hepatocelular e adenocarcinoma
da mama, respectivamente, gentilmente cedidas pela Professora Doutora Cecilia Rodrigues do
Research Institute for Medicine and Pharmaceutical Sciences (iMed), Faculdade de Farmacia
da Universidade de Lisboa. A linha tumoral HCT116 é constituida por células epiteliais
aderentes provenientes do colon de um homem adulto com carcinoma colorectal
(http://www.lgcstandards-atcc.org/Products/All/CCL-247.aspx?geo_country=pt). A  linha
tumoral HepG2 foi isolada do figado de um adolescente de 15 anos do sexo masculino com
carcinoma hepatocelular diferenciado e é composta igualmente por células epiteliais
aderentes (http://www.lgcstandards-atcc.org/products/all/HB-8065.aspx?geo_country=pt). A
linha tumoral MCF-7 provém da glandula mamaria de uma mulher adulta de 69 anos com
adenocarcinoma, formada também por células epiteliais aderentes (http://www.lgcstandards-
atcc.org/products/all/HTB-22.aspx?geo_country=pt).

Como controlo dos ensaios de avaliacdo de citotoxicidade, utilizou-se a linha celular ndo-
tumoral humana MCF-10A, cedida pelo Professor Doutor Antdnio Sebastido Rodrigues do
Departamento de Genética do Centro de Investigacdo em Genética Molecular e Humana
(CIGMH), Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Nova de Lisboa, e a linha celular de
fibroblastos, cedida pela Professora Doutora Isabel Carreira do Laboratério de Genética
Molecular de Cardiopatias e Neurociéncias, Faculdade de Medicina da Universidade de
Coimbra. A linha MCF-10A é proveniente da glandula mamaria de uma mulher de 36 anos com
doenca  fibrocistica, também  constituida por células epiteliais aderentes
(http://www.lgcstandards-atcc.org/products/all/CRL-10317.aspx?geo_country=pt). A linha
celular de fibroblastos aderentes provém de uma cultura primaria derivada de tecido neonatal.
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2.2.1. CULTURA DAS LINHAS TUMORAIS E NAO-TUMORAIS

As linhas tumorais HCT116, HepG2 e MCF-7 foram cultivadas em frascos de cultura BD
Falcon de 75 cm? (BD Biosciences, New Jersey, EUA) em meio de cultura Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM; Invitrogen, New York, EUA) suplementado com 10 % (v/v) de Soro Fetal
Bovino (FBS; Invitrogen) e 1 % (v/v) de antibiético/antimicético Penicilina-Estreptomicina (Pen-
Step+Antimycotic; Invitrogen), sendo este denominado de meio de cultura completo. Para a
linha tumoral HepG2 adicionou-se também 1 % (v/v) de aminoacidos MEM Non Essential
Amino Acids 100x (Invitrogen) ao meio de cultura completo.

A linha ndo-tumoral MCF-10A foi cultivada igualmente em frascos de cultura de 75 cm?
em meio de cultura DMEM/F12 (Invitrogen) suplementado com 0,5 mg/mL de hidrocortisona
(1 mg/mL; Sigma, Missouri, EUA), 5 % (v/v) de soro de cavalo (Sigma) e 20 ng/mL de EGF (100
pg/mL; Sigma), adicionando-se no momento da cultura 100 ng/mL de toxina colérica (1
mg/mL; Sigma) e 10 pug/mL de insulina (10 mg/mL; Sigma).

Os frascos de cultura foram incubados na estufa de CO, (Leec, Nottingham, Reino Unido)
a37°C,5% (v/v) de CO, e 99 % de humidade relativa.

2.2.2. MANUTENGAO DAS CULTURAS CELULARES

As culturas celulares foram renovadas semanalmente ao atingirem cerca de 80 % de
confluéncia, a qual foi determinada por visualizagdo ao microscépio éptico invertido Olympus
CXX41 (Olympus, Téquio, Japdo). Em primeiro lugar, aspirou-se todo o meio de cultura,
adicionou-se 5 mL de tripsina (Invitrogen) e incubou-se durante 5 minutos (min) a 37 °C, na
presenga de 5 % (v/v) de CO, e 99 % de humidade relativa, com o objectivo de induzir a perda
de aderéncia de todas as células a base do frasco, facto controlado por observacdo ao
microscopio. De seguida, adicionou-se 5 mL de meio de cultura completo, de modo a
neutralizar a acgdo da tripsina, transferiu-se o volume para tubos BD Falcon de 50 mL (BD
Biosciences) e centrifugou-se a 1500 rotagGes por minuto (rpm) durante 5 min numa
centrifuga (Hettich EBA21, Tuttlingen, Alemanha), eliminando-se posteriormente os
sobrenadantes. Ressuspenderam-se os sedimentos resultantes em 2 mL de meio completo e
num novo frasco de cultura de 75 cm? adicionaram-se 15 mL de meio completo para cada uma
das culturas referidas anteriormente ao qual se adicionaram 50 pL da suspensdo celular e
incubou-se a 37 °C, 5 % (v/v) de CO, e 99 % de humidade relativa.

2.3. AVALIACAO DO POTENCIAL CITOTOXICO

2.3.1. EnsAio DE VIABILIDADE CELULAR

O composto ZM V foi avaliado quanto ao seu potencial citotdoxico nas linhas tumorais
HCT116, HepG2 e MCF-7, assim como nas linhas ndo-tumorais MCF-10A e fibroblastos, de
modo a investigar a toxicidade do composto.
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Neste ensaio foi utilizada uma densidade celular de 0,75x10° células/mL, calculada pela
contagem de células viaveis num hemocitometro (Hirschmann, Eberstadt, Alemanha) através
do método de exclusdo pelo azul de Trypan. Este corante permite distinguir células viaveis,
sem coloracdo, de células ndo vidveis, com coloracdo azul, devido a entrada do corante em
células com a membrana celular comprometida. Preparou-se uma solucdo contendo 350 uL de
meio completo, 50 pL de suspensdo celular (obtida no ponto 2.2.2) e 100 uL de azul de Trypan
a 0,4 % (v/v) (Sigma). Apds a contagem das células ao microscépio Optico, calculou-se a
densidade celular através da equacdo (1):

Ne@ Células Y. N° Células dos 4 Quadrantes 4
= x 10 A 3
mL 4 (Volume camara em mm?)

(1)

X Factor de Diluigao

Determinou-se em seguida o volume de suspensao celular necessario para preparar uma
solu¢do com densidade celular de 0,75x10° células/mL. Pipetaram-se, para cada po¢o de uma
placa de 96 pogos de fundo plano (Orange Scientific, Braine-I’Alleud, Bélgica), 100 ul da
solucdo anterior, incubando-se nas condi¢8es de 37 °C, 5 % (v/v) de CO, e 99 % de humidade
relativa, durante 24 horas (h).

A partir da solugdo stock de composto, prepararam-se varias diluicdes em meio de cultura
completo com concentra¢des de 0,01 a 500 uM para as linhas tumorais HCT116, HepG2 e
MCF-7, 0,025-250 uM para a linha celular MCF-10A e 0,01-10 uM para a linha celular de
fibroblastos. A adicdo do composto foi realizada apds observagdo no microscépio invertido da
morfologia e de uma confluéncia celular de aproximadamente 80 %. De seguida, aspirou-se o
meio de cultura dos pogos e, em cada um, colocaram-se 100 pL de cada uma das dilui¢des
preparadas e 100 pL de uma solugdo controlo de meio de cultura contendo apenas 0,1 % (v/v)
de DMSO (Sigma). Incubou-se a placa durante 48h a 37 °C, 5 % (v/v) de CO, e 99 % de
humidade relativa. Apds esse periodo, utilizou-se o Kit CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive
Cell Proliferation Assay (Promega, Madison, EUA), conforme indicado pelo fabricante, de forma
a avaliar a viabilidade celular. Preparou-se uma solu¢do colorimétrica de MTS (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazélio)/PMS (metossulfato de
fenazina) na proporc¢do de 100 pL de meio completo: 20 pL de MTS: 1 uL de PMS. Aspirou-se o
meio de cada poco da placa de 96 pocgos e este foi substituido por 100 pL da solugdo
colorimétrica, incubando-se, de seguida, durante 30 min a 37 °C, 5 % (v/v) de CO, e 99 % de
humidade relativa. A medicdo da absorvancia a 490 nm foi realizada num leitor de microplacas
Multiskan FC Microplate Photometer (Thermo Scientific, Massachusetts, EUA), determinando-
se a viabilidade celular com recurso a equacao (2):

) _ Absygp(amostra)

2) Viabilidade celular (% 100

Abs4qo(controlo)

O valor de ICs, (do inglés Inhibitory Concentration) relativo, ou seja, a concentracdo de
composto necessdria para redugdo de 50 % de viabilidade celular, foi calculado através do
programa GraphPad (GraphPad Software Inc., CA, EUA). O ensaio foi realizado em triplicado
para as diferentes concentra¢des do composto em estudo.
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2.4. AVALIAGAO DO POTENCIAL APOPTOTICO

2.4.1. MARCACAO COM A SONDA HOECHST 33258

A sonda Hoechst 33258 apresenta afinidade para acidos nucleicos (comprimentos de
onda de excitacdo e emissdo de 352 e 461 nm, respectivamente, quando ligada ao DNA), o que
por sua vez permite verificar alteracdes na morfologia nuclear, através de andlises por
microscopia de fluorescéncia (Hoechst Stains, MP21486, Invitrogen 2005). Os ensaios de
microscopia de fluorescéncia através da marcagdao com a sonda Hoechst 33258 constituem
uma avalia¢do preliminar da capacidade do composto em induzir a apoptose (Cao et al., 2011).

Neste ensaio utilizaram-se as linhas tumorais HCT116 e HepG2 preparando-se, para cada
uma, placas de cultura de 35 mm (Orange Scientific) com uma densidade celular final de 1x10°
células/mL que foram incubadas durante 24 h a 37 °C, 5 % (v/v) de CO, e 99 % de humidade
relativa. Findo esse periodo, as células foram tratadas, apds eliminado o meio de cultura
antigo, com 2 mL de cada uma das solu¢ées de composto em estudo nas concentragdes de
0,025; 0,05 e 0,1 uM (solugBes preparadas por dilui¢do da solugdo stock em meio de cultura)
bem como 2 mL de uma solugéo controlo contendo apenas 0,1 % (v/v) de DMSO. Incubaram-
se as placas durante 24 h a 37 °C, 5 % (v/v) de CO, e 99 % de humidade relativa.

De seguida, aspirou-se o meio de cultura das placas e lavaram-se as células trés vezes com
1 mL de Tampado de Fosfato Salino 1x (PBS 1x; Invitrogen). Para fixacdo das células, adicionou-
se 1 mL de solucdo fria de Paraformaldeido 4 % (v/v) em PBS 1x e procedeu-se a uma
incubacdo de 10 min na auséncia de luz a temperatura ambiente. As células foram novamente
lavadas trés vezes com 1 mL de PBS 1x. Preparou-se uma solucdo de Hoechst 33258 (Sigma)
constituida por 2 pL de Hoechst 33258 (5 mg/mL) em 1 mL de PBS 1x e colocou-se 1 mL dessa
solucdo em cada placa, incubando-se durante 15 min na auséncia da luz a temperatura
ambiente. As células foram entdo lavadas trés vezes com 1 mL de PBS 1x e adicionou-se, no
centro da placa, 20 pL da soluc¢do de glicerol em PBS 1x na proporgdo de 1:3 (v/v), colocando-
se uma lamela por cima. As placas foram observadas ao microscdpio de fluorescéncia Olympus
BX51 e fotografadas com a maquina fotografica Olympus DP50 (Olympus) acoplada ao
microscopio, sendo as fotografias adquiridas pelo software AnalySIS Soft Imaging System
(Olympus). Este ensaio foi realizado em triplicado.

2.4.2. MARCAGCAO comMm ANEXINA V-FITC E IoDETO DE PROPIDIO

A Anexina V consiste numa proteina com elevada afinidade de ligagdo a fosfatidilserina,
um fosfolipido presente no folheto interno da membrana celular, que é externalizado numa
fase inicial da apoptose antes de ocorrer a perda da integridade (Cao et al., 2011; Brumatti et
al., 2008). O lodeto de Propidio (IP) consegue apenas penetrar nas células quando se verifica a
perda da integridade da membrana celular, a qual ocorre durante a apoptose tardia ou
necrose, e desta forma consegue ligar-se aos acidos nucleicos (Brumatti et al., 2008; Riccardi e
Nicoletti, 2006). Assim, a dupla marcagdo com Anexina V-FITC e IP representa uma técnica facil
e de grande sensibilidade para a detec¢do de células em apoptose através de citometria de
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fluxo, permitindo diferenciar células em apoptose inicial de células em apoptose tardia e,
também, distinguir células em apoptose de células em necrose (Brumatti et al., 2008).

O ensaio de marcagdao com Anexina V-FITC e IP foi realizado no Laboratério de Imunologia
da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Nova de Lisboa no ambito de um protocolo
estabelecido com a Professora Paula Videira.

Neste ensaio utilizou-se a linha tumoral HCT116 cujas células foram cultivadas em frascos
de cultura BD Falcon de 25 cm?® (BD Biosciences) numa densidade celular de 0,75x10°
células/mL e incubadas a 37 °C, 5 % (v/v) de CO, e 99 % de humidade relativa, durante 24 h.
Adicionou-se, a cada frasco, 3 mL de cada solu¢do de composto preparadas por diluicdo da
solugdo stock em meio de cultura com as concentragdes finais de 0,05 e 0,1 uM ou 3 mL de
uma solugdo a 0,1 % (v/v) de DMSO (controlo). Incubaram-se as células durante 48 ha 37 °C, 5
% (v/v) de CO, e 99 % de humidade relativa. Posteriormente para recolher as células,
aproveitou-se o sobrenadante para tubos BD Falcon de 15 mL (BD Biosciences) e tripsinizaram-
se as células adicionando 1,5 mL de tripsina a cada frasco incubando por 5 min nas condi¢bes
anteriores. O volume total foi centrifugado a 1500 rpm durante 5 min a 25 °C, eliminando-se
posteriormente o sobrenadante. O sedimento resultante foi ressuspenso em 2 mL de PBS 1x
para lavagem das células. Centrifugou-se novamente a 1500 rpm por 5 min a 25 °C e eliminou-
se o sobrenadante.

Para marcac¢do das células com Anexina V-FITC e IP recorreu-se ao Kit Annexin-V FITC
Apoptosis (Invitrogen). Assim, os sedimentos obtidos anteriormente foram ressuspensos em
100 pL de tampédo de ligagdo da Anexina V 1x, adicionando-se ainda 5 pL de Anexina V
conjugada com FITC e 2 pL de IP, e incubados 15 min na auséncia de luz e a temperatura
ambiente. Adicionou-se 400 uL de tampao de ligagcdo da Anexina V 1x e transferiu-se o volume
total para tubos de 1,5 mL, aos quais foi adicionado ainda 500 pL de PBS 1x. A andlise das
amostras foi realizada por citometria de fluxo no citdmetro de fluxo Attune® Acoustic Focusing
Flow Cytometer (Life Technologies, Carlsbad, Califérnia) pela aquisicdo de 10000 eventos por
amostra e a analise dos resultados foi realizada através do Attune® Cytometric software (Life
Technologies). O ensaio foi realizado em triplicado.

2.5. EXPRESSAO DE GENES ENVOLVIDOS NA APOPTOSE

A expressdo dos genes envolvidos no processo apoptdtico BAX, BCL-2 e CASP3 que
codificam para as proteinas Bax, Bcl-2 e caspase 3, respectivamente, foi analisada por PCR em
tempo real (RT-PCR) em células da linha tumoral HCT116.

As células desta linha foram cultivadas em frascos de 25 cm” numa densidade celular de
2x10° células/mL e incubadas a 37 °C, 5 % (v/v) de CO, e 99 % de humidade relativa durante 24
h. Adicionou-se 3 mL do composto ZM V numa concentracdo de 0,05 uM (solucdo preparada
por diluicdo da solugdo stock em meio de cultura) ou uma solugdo de DMSO a 0,1 % (v/v),
incubando-se por3,6,9e12ha37°C,5 % (v/v) de CO, e 99 % de humidade relativa.
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2.5.1. EXTRACCAO DO RNA TOTAL

Das culturas preparadas anteriormente (ponto 2.5) recolheram-se os sobrenadantes para
tubos BD Falcon de 15 mL (BD Biosciences) bem como as células obtidas por tripsinizacdo
utilizando 1,5 mL de tripsina, 5 min a 37 °C, 5 % (v/v) CO, e 99 % de humidade relativa.
Centrifugaram-se os tubos durante 5 min a 2500 rpm, lavaram-se as células com 1 mL de PBS
1x gelado e procedeu-se a uma nova centrifugacdo nas condi¢des anteriores, eliminando-se os
sobrenadantes. De seguida, realizou-se a extraccdo do RNA total utilizando o Kit SV Total RNA
Isolation System (Promega), seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante. Determinou-se a
concentracdo de RNA espectrofotometricamente a 260 nm no NanoDrop2000 (Thermo
Scientific). A pureza do RNA foi igualmente avaliada recorrendo ao NanoDrop através das
razdes Abs,s0/Abs,s0€ Abs,s0/Absysg. A razdo Abs,eo/Abs,go avalia a contaminagdo por proteina e
devera ter um valor de aproximadamente 2,0 para amostras puras. A razdo Abs,e/Abs,3, deve
apresentar um valor entre 1,8 e 2,2 (SV Total RNA Isolation System Kit, TM048, Promega
2009). As amostras de RNA total foram armazenadas a -80 °C até posterior utilizacdo.

2.5.2. SiNTESE DE CDNA

A sintese de cDNA foi efectuada utilizando o Kit cDNA Synthesis (Bioline, Londres, Reino
Unido), seguindo as instru¢des do fabricante. A quantificagdo do cDNA foi realizada no
NanoDrop, por leitura da absorvancia a 260 nm. Avaliou-se a pureza do cDNA no NanoDrop
através das razdes Abs,eo/Abs,so € Abs,eo/Abs,se. O cDNA foi armazenado a -20 °C até a sua
utilizacao.

2.5.3. PCR EM TEMPO REAL (RT-PCR)

Para a andlise da variacdo da expressdo dos genes acima referidos na auséncia e na
presenca do composto ZM V, recorreu-se a técnica de RT-PCR e utilizou-se como molde o
cDNA sintetizado anteriormente. O gene rRNA18S5, que codifica para o RNA ribossomal 18S
(rRNA 18S), foi usado como controlo interno para normalizagdo do valor de expressdo das
amostras. A sequéncia de primers forward e reverse (oligonucleétidos sintéticos) (Metabion,
Martinsried, Deutschland) e o tamanho dos fragmentos amplificados encontram-se
referenciados na Tabela 2.2.

Tabela 2.2 — Sequéncias de primers forward e reverse e tamanho do amplicdo esperado.

rRNA18S5 | GTAACCCGTTGAACCCCATT | CCATCCAATCGGTAGTAGCG 151 'nguzrglit
BAX | TGCTTCAGGGTTTCATCCAGGA | ACGGCGGCAATCATCCTCTG 172 Geral
BCL-2 | CTTCGCCGAGATGTCCAGCCA | CGCTCTCCACACACATGACCC 152 '2"31%"
CASP3 | TACCAGTGGAGGCCGACTTC | GCACAAAGCGACTGGATGAAC 103
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Utilizou-se o Kit SensiFAST" SYBR No-ROX (Bioline) procedendo-se a algumas alteracdes
ao protocolo do fabricante: 5 puL de 2x SensiFAST SYBR No-ROX Mix, 85 ng de cDNA molde e
concentracdes variaveis de primers forward e reverse de acordo com o gene alvo (Tabela 2.3),
perfazendo as solugdes com agua destilada e autoclavada até um volume reaccional de 10 pL.

Tabela 2.3 — Temperatura de annealing e concentragdes utilizadas de primers forward e reverse para amplificagdo
dos genes rRNA18S5, BAX, BCL-2 e CASP3.

rRNA18S5 0,24 59
BAX 0,24 62
BCL-2 0,15 65
CASP3 0,24 59

A amplificagdo foi realizada no aparelho LightCycler® 480 (Roche, Basel, Suica), seguindo o
programa descrito na Tabela 2.4.

Tabela 2.4 — Condi¢Ges reaccionais utilizadas para a reac¢dao de RT-PCR para os genes rRNA18S5, BAX, BCL-2 e
CASP3.

Activacdo da 95 °C 2 min 1
polimerase
Desnaturagao 95 °C 5s
, Dependente do gene
Annealing (tabela 2.3) 10s 40
Extensao 72°C 10s

Os produtos resultantes da amplificacdo foram observados através de electroforese em
gel de agarose (Bioline) a 2 % (p/v), corado com 2 % (v/v) de GelRed (10000x; Biotarget,
Portugal), a 110 V durante 50 min, em solugdo tampdo TAE 1x (composicdo para 1 L de TAE
10x: 48,4 g Tris-base, 3,72 g EDTA, 11,42 mL acido acético glacial, pH 8,0). Como marcador de
pesos moleculares foi utilizado o HyperLadder 1V (Bioline). O gel foi seguidamente visualizado
sob luz UV num transiluminador UVipure (UVITEC, Cambridge, Reino Unido), fotografado com
a camara Kodak AlphaDigiDoc (Alpha Innotech, Califérnia, EUA), e a imagem adquirida pelo
software AlphaEaseFC (Alpha Innotech).

Os dados do RT-PCR foram analisados recorrendo a um método que utiliza os valores de
Ct para comparar amostras tratadas com um composto com amostras nado tratadas (Livak e
Schmittgen, 2001). Em primeiro lugar relaciona-se o gene referéncia de cada amostra com os
seus genes alvo através da equacdo (3) (Alshatwi, 2010):

(3) ACt = Ct(gene alvo) — Ct(gene controlo)
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Para determinar o nivel de expressao relativo utiliza-se a equacgdo (4) (Alshatwi, 2010):

(4) AACt = ACt(amostra tratada) ~— ACt(amostra ndo tratada)

De seguida, a express3o dos genes alvo é calculada através de 2722¢t (Alshatwi, 2010).
Desta forma, os dados sdo apresentados como alteracdes na expressdao dos genes normalizada
com uma referéncia interna e com um controlo ndo tratado (Livak e Schmittgen, 2001).

2.6. PROGRESSAO DO CicLo CELULAR

Este ensaio foi realizado na linha celular tumoral HCT116 que foi cultivada em frascos de
cultura de 25 cm” numa densidade celular de 1x10° células/mL e incubadas a 37 °C, 5 % (v/v)
de CO, e 99 % de humidade relativa.

As células foram sujeitas a um duplo bloqueio com timidina para sincronizagdo das
mesmas no inicio da fase S do ciclo celular, seguindo o protocolo descrito por Borralho e
colaboradores (2009). Assim, apds 8h da cultura das células nas condi¢Ges anteriores
adicionou-se ao meio de cultura 2 mM de timidina (Sigma), incubando-se por 14 ha 37 °C, 5%
(v/v) de CO, e 99 % de humidade relativa, para a realizagdo do 12 bloqueio. Posteriormente,
substituiu-se o meio com timidina por novo meio de cultura, no qual as células foram mantidas
durante 10 h. Adicionou-se novamente 2 mM de timidina (22 bloqueio) seguido de 14 h de
incubacdo a 37 °C, 5 % (v/v) de CO, e 99 % de humidade relativa. Removeu-se novamente o
meio com timidina e adicionou-se 0,1 % (v/v) de DMSO (controlo) e o composto ZM V na
concentragdo de 0,05 UM (solucdo preparada por diluicdo da solucdo stock em meio de
cultura) incubando-se por 8 e 24 h a 37 °C, 5 % (v/v) de CO, e 99 % de humidade relativa. As
células de uma das culturas foram fixadas, de acordo com o protocolo descrito de seguida,
apo6s concluido o segundo bloqueio para serem utilizadas como controlo do método de
sincronizagao.

As células colhidas por tripsiniza¢do (5 mL de tripsina, 5 min a 37 °C, 5 % (v/v) de CO, e 99
% de humidade relativa) foram centrifugadas a 2000 rpm durante 5 min. Eliminaram-se os
sobrenadantes, lavaram-se as células com 1 mL de PBS 1x frio e centrifugaram-se novamente a
2000 rpm durante 5 min, com eliminacdo dos sobrenadantes. Os sedimentos foram
ressuspensos em 1 mL de PBS 1x frio e, de seguida, adicionou-se 1 mL de uma solucdo de
etanol a 80 % (armazenada a -20 °C), gota a gota, com agitagdo suave em vértex, de forma a
fixar as células. As amostras foram colocadas em gelo por 30 min e depois armazenadas a 4 °C
durante pelo menos 18 h. Os tubos foram entdo centrifugados a 2000 rpm durante 5 min,
eliminou-se o sobrenadante e adicionou-se 1 mL de uma solucdo iodeto de propidio a 50
pg/mL incubando-se na auséncia de luz durante 30 min. A marca¢do com iodeto de propidio
foi analisada por citometria de fluxo no citdmetro de fluxo Attune® Acoustic Focusing Flow
Cytometer pela aquisicdo de 10000 eventos por amostra e a andlise dos resultados foi
realizada através do Attune® Cytometric software. O ensaio foi realizado em triplicado.

Este ensaio foi realizado igualmente no ambito de um protocolo estabelecido com a
Professora Doutora Paula Videira.
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2.7. ESTUDOS DE INTERACCAO cOM 0 DNA

2.7.1. ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO

A espectroscopia de absor¢cdo é uma das técnicas mais utilizadas para o estudo da
interaccdo entre um composto e o DNA (Shahabadi et al., 2011). Realizaram-se ensaios de
espectroscopia de absorcdo utilizando-se o DNA de timo de bezerro (CT-DNA, do inglés Calf
Thymus-DNA; Invitrogen) cuja concentracdo, por nucledtido, foi determinada por leitura de
absorvancia a 260nm, no NanoDrop, utilizando o coeficiente de extingdo molar de 6600 M™
cm™ aos 260 nm (Efthimiadou et al., 2010) e aplicando a equacdo de Lambert-Beer (equacdo

(5)):
5) A=¢elc

sendo A a absorvancia, € o coeficiente de extingdo molar em mol™.L.cm™, [ o percurso 6ptico
em cm e ¢ a concentracdo da amostra em mol.L™" (Schmid, 2001).

De seguida, foram preparadas varias solu¢Ges contendo tampao 5 mM Tris-HCI (Merck),
50 mM NaCl (Panreac), pH 7,02, adicionando-se o CT-DNA em concentragGes crescentes (de 0
a 27 uM). A cada uma das solu¢des foram adicionados 0,01 % (v/v) de DMSO (solucdo de
referéncia) ou composto numa concentragdo fixa de 5 uM, sendo estas incubadas a 37 °C por
24 h. Os espectros de absorcdo na regido do UV-Visivel (entre 230 e 400 nm) foram adquiridos
num espectrofotémetro Evolution 300 UV-Vis (Thermo Scientific).

Os valores de absorvancia a 287 nm (correspondente ao comprimento de onda no qual se
verifica o maximo de absorvancia para o composto) foram corrigidos por subtraccdo dos
valores de absorvancia no mesmo comprimento de onda obtidos para o controlo (0,01 % (v/v)
de DMSO). A partir dos valores de absorvancia ja corrigidos, foi entdo possivel determinar o
valor da constante de afinidade para o DNA (K) pela aplicacdo da equacdo (6):

[DNA] [DNA] 1
6 =
(6) (ea—¢€f5) (ep—ef)  Kp(ep—ef)

na qual [DNA] corresponde a concentracdo de DNA, g, ao coeficiente de extingdo molar
aparente, &; ao coeficiente de extingdo molar do composto no estado livre, €, ao coeficiente de
extingdo molar do composto ligado ao DNA e K, 3 constante de afinidade para o DNA (M™)
(Aslanoglu, 2006).

O valor de g, foi calculado a partir da razdo A..s/[composto] e o valor de &; foi obtido
através da equacgdo de Lambert-Beer, pela determinacdo do declive de uma recta de calibracdo
ajustada a dependéncia da absorvancia a 287 nm com a concentra¢do de composto (1 a 10,4
UM) em tampao 5 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, pH 7,02 (Shahabadi et al., 2011). A constante de
ligacdo K, foi determinada pela razdo entre o declive (1/(ey-g:)) e a ordenada na origem
(1/Kyp(gp-g¢)) de uma recta resultante de um ajuste linear a representacdo de [DNA]/(g,-g;) em
funcdo de [DNA] (equacdo (6)) (Shahabadi et al., 2011). O ensaio foi realizado em triplicado.
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2.7.2. INTERACCAO cOM A MOLECULA DE DNA

2.7.2.1. CULTURA DE ESCHERICHIA coLl E EXTRACCAO DE DNA
PLasmipico (pBSKII)

As células de Escherichia coli (E. coli) da estirpe DH5a transformadas com o plasmideo
pBluescript Il SK+ (pBSK II; Agilent Technologies, Califérnia, EUA) (utilizado no ensaio de
clivagem do DNA) foram cultivadas em meio de cultura Luria-Bertani (LB; Applichem,
Darmstadt, Alemanha) suplementado com ampicilina (100 pg/mL; Bioline), numa incubadora
G25 (News Brunswick Scientific, New Jersey, EUA) com agita¢do orbital de 250 rpm, por um
periodo de 16 h a 37 °C.

De seguida, o DNA plasmidico pBSK Il foi extraido utilizando o kit de extrac¢do
NZYMiniprep (Nzytech, Portugal), segundo as instrucdes do fabricante, a excepgdo do passo de
eluicdo que ocorreu pela adigdo do tampdao 50 mM Tris-HCI, 10 mM NaCl, pH 7,25, pré-
aquecido a 70 °C. O DNA plasmidico foi quantificado por espectrofotometria a 260 nm, no
Nanodrop. A pureza do DNA plasmidico foi também avaliada de igual forma, através das razées
Absys0/Absysg € Absyeo/Absyzg. A razdo Abs,e/Abs,g, deve apresentar um valor de
aproximadamente 1,8 em amostras puras (NanoDrop Technical Support Bulletin, T0O09,
NanoDrop Technologies Inc. 2007). A razdo Abs,e/Abs,30 deve apresentar um valor entre 2,0 e
2,2 (NanoDrop Technical Support Bulletin, TO09, NanoDrop Technologies Inc. 2007). A
integridade do DNA plasmidico foi avaliada através de electroforese em gel de agarose a 0,8 %
(p/v), em solugdo tamp&o TAE 1x, corado com 2 % (v/v) de GelRed.

2.7.2.2. EstuDOS DE CLIVAGEM DE DNA PLASMIDICO

Incubaram-se 200 ng de DNA plasmidico pBSK Il na presenca de 9,5 % (v/v) de DMSO
(controlo) ou de concentragbes crescentes do composto ZM V (5-100 uM), em tampao 5 mM
Tris-HCI, 50 mM NaCl, pH 7,2, num volume final de reac¢ao de 20 plL por amostra. As solugdes
foram incubadas por 24 h a 37 °C e, posteriormente, sujeitas a electroforese em gel de agarose
a 0,7 % (p/v), em solucdo tampdo TAE 1x, a 70 V durante 2 h e 30 min. Como marcador de
pesos moleculares utilizou-se A DNA/Hindlll (Fermentas, Maryland, EUA). De seguida, o gel foi
corado numa solucdo de Brometo de Etidio (Invitrogen) a 0,05 pg/mL em 100 mL de 3agua
destilada durante 30 min com agitacdo e foi retirado o excesso de corante em 100 mL de 4dgua
destilada por 5 min com agitacdo. O gel foi visualizado num transiluminador UVipure (UVITEC,
Cambridge, Reino Unido) e a aquisicdo de imagem feita através de uma camara Kodak
AlphaDigiDoc (Alpha Innotech, Kasendorf, Alemanha) e do software AlphaEaseFC (Alpha
Innotech). O ensaio foi realizado em triplicado.
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2.7.2.3. ENsAIO DE RETARDAMENTO DA MOBILIDADE ELECTROFORETICA
(EMSA) b PDNA DEPENDENTE DO TEMPO

Prepararam-se soluc¢des contendo 200 ng de DNA plasmidico pBSK Il na presenca de 9,5 %
(v/v) de DMSO (controlo) ou do composto nas concentracdes de 10 e 50 pM, em tampdo 5
mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, pH 7,2, num volume final de reaccdo 20 uL por amostra. As
solucdes de composto foram incubadas a 37 °C durante diferentes periodos de tempo 1, 5, 20,
24 e 48 h e o controlo incubado igualmente a 37 °C durante 48 h. Posteriormente,
adicionaram-se 5 pL de tampdo de deposicdo contendo 25 mM de EDTA a cada solucdo, de
forma a interromper a reacgao do composto com o DNA, sendo colocadas seguidamente em
gelo durante 30 min e armazenadas a 4 °C. A electroforese em gel de agarose e a aquisi¢do das
imagens foi realizada com descrito anteriormente (ponto 2.7.2.2). Para o célculo dos valores
de mobilidade electroforética utilizou-se o software GelAnalyzer (www.gelanalyzer.com). O
ensaio foi realizado em triplicado.

2.8. ELECTROFORESE EM GEL DE CELULA UNICA OU ENSAIO COMET

O Ensaio Comet é um método sensivel e rapido para a identificagdo de quebras simples ou
duplas no DNA, representando assim um eficiente teste de genotoxicidade (Collins et al., 2008;
Collins et al., 1997). O ensaio baseia-se no facto de que fragmentos de DNA de menores
dimensdes resultantes de quebras no DNA, levam a migracdo dos mesmos a partir da cabeca
do cometa, levando assim a formagdo de uma cauda (Liao et al., 2009; Rojas et al., 1999).
Assim, a distancia de migracdo é usada para avaliar a extensdo dos danos do DNA, bem como a
guantidade de DNA na cauda do cometa e, consequentemente, de uma indica¢do das quebras
induzidas (Olive e Banath, 2006; Fairbairn et al., 1995).

2.8.1. PREPARACAO DAS LAMINAS

Para o Ensaio Comet devem ser utilizadas |aminas com extremidade fosca para que
possam ser facilmente identificadas. Primeiro, procedeu-se a limpeza das laminas com etanol a
70 % sendo depois secas com papel absorvente. Derreteu-se a agarose de elevado ponto de
fusdo (HMPA) a 1,5 % (p/v) e colocou-se num copo de Coplin no qual se mergulhou as laminas,
sendo retiradas de imediato e limpa a parte inferior das mesmas. Deixou-se a agarose
polimerizar numa estufa a 37 °C durante 48 h.

2.8.2. EXPOSICAO DAS CELULAS AO COMPOSTO E PREPARACAO DAS LAMINAS

Para a realizacdo do ensaio foi utilizada a linha tumoral HCT116, cujas células foram
cultivadas em placas de 35 mm (Orange Scientific) numa densidade celular de 5x10° células/mL
e incubadas durante 24 ha 37 °C, 5 % (v/v) de CO, e 99 % de humidade relativa. Foi adicionado
o0 composto ZM V na concentragdo de 0,1 uM (solucgdo preparada por diluicdo da solucdo stock
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em meio de cultura) e 0,1 % (v/v) de DMSO (controlo negativo). Preparou-se ainda um
segundo controlo negativo no qual ndo se adicionou composto nem DMSO. As placas foram
incubadas durante 24 h a 37 °C, 5 % (v/v) de CO, e 99 % de humidade relativa. Como controlo
positivo foi utilizado o perdxido de hidrogénio (H,0,; Sigma) a 0,05 % (v/v), incubando-se por
um periodo de 30 min a temperatura ambiente.

Para obtencdo das células o meio de cultura foi removido e adicionou-se 1 mL de PBS 1x
gelado, recolhendo as células através do método de scraping. A suspensdo celular foi
centrifugada a 700 xg por 2 min, eliminando-se os sobrenadantes. As células foram lavadas
com 1 mL de PBS 1x gelado e centrifugadas novamente nas mesmas condig¢des, eliminando-se
os sobrenadantes. O sedimento foi ressuspenso em 1 mL de PBS 1x gelado e procedeu-se a
contagem das células através do método de exclusdo pelo azul de Trypan, descrito
anteriormente (ponto 2.3.1). Preparou-se uma solucdo com densidade celular de 1x10°
células/mL, em 1 mL de PBS 1x gelado.

Para a realizagdo do ensaio Comet foram preparadas previamente as solugdes de lise,
alcalina e de neutraliza¢do, sendo armazenadas a 4 °C.

As amostras foram preparadas numa propor¢do de 1:10 de suspensdo celular para a
agarose de baixo ponto de fusdo (LMPA; 0,1 g de agarose em 10 mL de PBS). Destas solugdes
foram pipetados 90 pL para uma lamina com HMPA (preparadas previamente), cobrindo-as
com uma lamela de forma a espalhar uniformemente a amostra. As laminas foram colocadas
na horizontal a 4 °C durante 30 min, na auséncia de luz. Posteriormente, as lamelas foram
removidas e a laminas colocadas num copo de Coplin durante 1 h a 4 °C, na auséncia de luz,
expostas a 100 mL de uma solugdo de lise constituida por 13,2 g de NaCl (VWR, BDH Prolabo),
18,6 g de EDTA, 1,25 mL de Tris Base (4 M; Calbiochem) e suplementada imediatamente antes
da utilizacdo com 10 mL DMSO e 1 mL de Triton X-100, em agua destilada, pH 10. A solucdo de
lise foi removida e substituida por uma solugao alcalina (300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH>13)
na qual as laminas permaneceram durante 30 min a 4 °C, na auséncia de luz.

2.8.3. ELECTROFORESE ALCALINA

As laminas foram transferidas para uma tina de electroforese contendo a solucdo alcalina
a 4 °C, apenas o suficiente para cobrir as laminas, e colocadas paralelamente a direc¢do da
corrida. Foi aplicada uma voltagem de 25 V (400 mA) durante 30 mina 4 °C.

Posteriormente, as laminas foram colocadas num copo de Coplin contendo uma solucdo
de neutralizagdo (400 mM Tris Base, pH 7,5) durante 15 min a 4 °C, na auséncia de luz, e foram
fixadas em metanol incubando durante 15 min a 4 °C, na auséncia de luz. As |laminas foram
deixadas a secar ao ar durante alguns minutos e depois colocadas numa estufa a 37 °C,
overnight.
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2.8.4. ANALISE DAS LAMINAS PARA OBSERVACAO DA FORMACAO DE COMETAS

Para visualizacdo dos cometas, as laminas foram reidratadas em agua destilada durante
30 min, na auséncia de luz, e posteriormente foram coradas com 20 uL de brometo de etidio (2
mg/uL), dispondo-se por cima uma lamela. As Idminas foram observadas num microscépio de
fluorescéncia Leica DFC 480 (Leica Microsystems, Cambridge, Reino Unido), e as imagens
adquiridas através do programa Optika Vision Pro (Optika, Italia). Os resultados foram
analisados através do programa CometScore (Tritek; http://autocomet.com) contabilizando
pelo menos 100 cometas por lamina.

2.9. PROTEOMICA

2.9.1. EXPOSICAO DAS CELULAS AO COMPOSTO

As células da linha celular tumoral HCT116 foram cultivadas em frascos de cultura de 25
cm? numa densidade celular de 2x10° células/mL e incubadas a 37 °C, 5 % (v/v) de CO, e 99 %
de humidade relativa durante 24 h. Posteriormente, as células foram tratadas com 2 mL de
uma solugdo controlo de DMSO a 0,15 % (v/v) e 2 mL de uma solugdo do composto ZM V numa
concentracdo de 0,07 pM (solugdo preparada por diluicdo da solugdo stock em meio de
cultura), e incubadas 24 h a 37 °C, 5 % (v/v) de CO, e 99 % de humidade relativa.
Posteriormente transferiram-se para tubos de centrifuga as células tripsinizadas,
centrifugaram-se por 5 min a 2500 rpm e lavaram-se trés vezes com 1 mL de PBS 1x gelado,
eliminando de seguida os sobrenadantes.

2.9.2. EXTRACCAO, PRECIPITACAO E PURIFICACAO DO EXTRACTO DE PROTEINA
TOTAL

Para extrac¢do do extracto de proteina total preparou-se, em gelo, uma solucdo de lise
constituida por 1x de inibidores de fosfatases (PhosStop, Roche, Basel, Suica), 1x de inibidores
de proteases (complete Mini, Roche), 1 % (p/v) de ditiotreitol (DTT; Promega), 1 mM de
fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSF; Sigma), em tampdo de lise NaCl-Tris-EDTA (150 mM
NaCl; 50 mM Tris; pH=8; 5 mM EDTA) e 2 % (p/v) de NP-40 (ThermoScientific). As células
obtidas foram ressuspensas em 200 plL desta solugdo e incubou-se em gelo cerca de 1 h. Ao
fim desse tempo, observaram-se preparacdes de 5 plL das amostras ao microscépio de
fluorescéncia Olympus BX51 para verificar se as células se encontravam lisadas e, foram
vortexadas cerca de 1 min para promover a lise completa das células. De seguida, centrifugou-
se a 14000 xg durante 10 min e recuperaram-se os sobrenadantes.

Para precipitacdo e purificacdo dos extractos de proteina total utilizou-se o 2-D Clean-Up
Kit (GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido), de acordo com o protocolo fornecido pelo
fabricante, até ao passo de adicdo do wash buffer e do wash additive, em que foi efectuada
uma incubacao overnight a -20 °C. Posteriormente, ressuspenderam-se os sedimentos em 150
ul de solugdo de reidratagdo constituida por 120 pL de tampdo de reidratacdo (8 M de Ureia
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(Sigma), 2 % (p/v) de CHAPS (GE Healthcare), 0,5 % (v/v) de tampdo IPG pharmalyte pH 3-10
(GE Healthcare) e vestigios de azul de bromofenol (Riedel-de Haél, Saint Louis, EUA)), e ainda
0,6 uL de DTT a 10 % (p/v), 0,6 puL de PMSF a 100 mM, 15 pL de inibidores de fosfatases e 15 pL
de inibidores de proteases, adicionados imediatamente antes da aplicacdo da solucdo de
reidratacdo. As amostras foram mantidas a temperatura ambiente durante pelo menos 2 h.
Por fim, centrifugaram-se as amostras a 14000 xg por 15 min, recuperando os sobrenadantes
gue contém as proteinas solubilizadas.

2.9.3. QUANTIFICAGAO DO EXTRACTO DE PROTEINA TOTAL

O extracto de proteina total foi quantificado imediatamente antes da focagem isoeléctrica
utilizando o Pierce Protein Assay Kit (ThermoScientific). Tragou-se uma recta de calibragdo de
padrdes Albumina sérica bovina (BSA, do inglés Bovine serum albumin) com concentragdes
desde 125-1000 pg/mL, preparados pela adi¢do de 50 pL de cada uma das solu¢Bes padrdo e
750 pL do reagente de Pierce. Para quantificacdo das amostras foram preparadas solugdes
usando 10 puL de amostra, 90 L de dgua destilada e 1,5 mL de reagente de Pierce. As solugdes
permaneceram durante 5 min a temperatura ambiente. De seguida, mediu-se a absorvancia a
660 nm no NanoDrop2000 utilizando uma solugdo de 50 pL de dgua destilada em 750 pL de
reagente de Pierce como zero da recta de calibracdo.

2.9.4. ELECTROFORESE BIDIMENSIONAL (2-DE)

A electroforese bidimensional permite a separacao das proteinas através de duas etapas:
a focagem isoeléctrica e a electroforese em géis de SDS-PAGE. A focagem isoeléctrica, ou 12
dimensdo, permite a separacdo das proteinas consoante o seu ponto isoeléctrico. A 22
dimensao, realizada pela utilizacdo de géis SDS-PAGE, permite a separac¢do das proteinas de
acordo com a sua massa molecular.

2.9.5. FOCAGEM ISOELECTRICA

Para a realizagdo da focagem isoeléctrica utilizaram-se 200 ug do extracto proteico total.
O volume correspondente aos 200 pug de extracto de proteina total foi distribuido ao longo do
suporte de tiras de 7 cm IPG strip holder (GE Healthcare), colocando-se por cima uma tira
Immobiline Dry strip pH 3-10 NL de 7 cm (GE Healthcare), 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 plL de Drystrip Cover Fluid (GE Healthcare) e colocou-se a respectiva tampa.
Os suportes foram posteriormente dispostos no sistema de isofocagem ETTAN IPGphor 3 IEF
(GE Healthcare), e a focagem isoeléctrica foi realizada através do programa indicado na Tabela
2.5.
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Tabela 2.5 — Programa utilizado na focagem isoeléctrica

1 12 h 30

2 30 min 100

3 30 min 500 20
4 30 min 1000

5 1h 5000

2.9.6. SDS-PAGE

Antes da realizagdo dos géis SDS-PAGE as tiras foram removidas dos suportes e
equilibradas, durante 15min com agitac¢do horizontal, em 5 mL de solugdo de equilibrio (1,5 M
de Tris-HCl pH 8,8 (Merck), 360,35 g/L de ureia (Scharlau), 354 mL/L de glicerol 30 % (v/v)
(Panreac), 20g/L de dodecil-sulfato de sédio (SDS, do inglés: Sodiumdodecyl! sulfate; Riedel-de
Haén), vestigios de azul de bromofenol) suplementada com 1% (p/v) de DTT. De seguida, as
tiras foram transferidas para uma nova solucdo de equilibrio suplementada com 2,5% (p/v) de
iodocetamida (GE Healthcare) onde permaneceram durante 15 min com agita¢do horizontal.

Para a segunda dimensdo da electroforese bidimensional, prepararam-se géis de
poliacrilamida a 12,5 % (v/v) contendo: 4 mL de acrilamida/bis-acrilamida 30 % (Merck), 2,5 mL
de tampao Tris-HCI 1,5 M pH 8,8; 3,5 mL 4gua destilada, 75 pL de persulfato de aménia (APS,
do inglés: Ammonium Persulfate; Biorad, Califérnia, EUA) e 10uL tetrametiletilenodiamina
(TEMED, do inglés tetramethylethylenediamine; Sigma). O sistema de SDS-PAGE Mini-
PROTEAN®3 System (BioRad) foi previamente montado e os géis colocados nos moldes,
selando-os com agua destilada, e deixando-os polimerizar. Eliminou-se a 4gua com inversao
dos moldes e papel de filtro e as tiras foram colocadas por cima dos géis de poliacrilamida,
juntamente com o marcador de pesos moleculares HyperPAGE | (Bioline), selando-se de
seguida com uma solugdo de agarose 0,5 % (p/v) (Lonza, Basel, Suica) em tampdo de
electroforese (3,79 g/L de Tris-base, 18 g/L de glicina (Panreac), 1,25 g/L SDS e vestigios de azul
de bromofenol). Iniciou-se a electroforese a 30 V durante 30 min e seguidamente a 1500 V até
o azul de bromofenol ser eliminado para o tampao de electroforese.

2.9.7. REVELACAO DOS GEIS

Os géis resultantes foram corados a quente (2 min no microondas a 900 W) numa solucdo
contendo trés pastilhas de PhasTGel™ Blue R (Coomassie R350) (GE Healthcare) dissolvidas em
1 L de 4cido acético a 10 % (v/v) (Panreac) em agua destilada, sendo aquecidos em intervalos
de 20 min por trés vezes. Para a revelacdo dos géis realizaram-se varias lavagens com agua
destilada, aquecida nas mesmas condicbes referidas anteriormente. Os géis foram
digitalizados através do scanner PIXMA M250 (Canon) e analisados no programa Melanie 7.0
(GeneBio, Genebra, Suica). A analise foi realizada por deteccdo automatica dos spots,
identificacdo dos spots de proteinas, correspondéncia dos spots entre os diferentes géis e
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determinacdo da intensidade/expressdo de cada spot. A variacdo 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 spots, cuja expressao foi
considerada significativa (< 0,7 e > 1,5), foram excisados dos géis e analisados por
espectrometria de massa Maldi-TOF.

O ensaio foi realizado em triplicado.

2.10. DEeTECCAO DE ROS

Neste ensaio foram utilizadas as células da linha tumoral HCT116. O cultivo e a exposi¢do a
0,05 uM do composto ZM V e a extrac¢do da proteina total foram realizados segundo os
protocolos descritos anteriormente nos pontos 2.9.1 e 2.9.2. A proteina total foi mantida como
extracto proteico total do qual foi efectuada a sua quantificagdo de acordo com o descrito no
ponto 2.9.3. A deteccao de ROS foi realizada tendo em conta a actividade da enzima de stress
oxidativo glutationa S-transferase, e ainda a detecg¢ao de peroxidacgdo lipidica.

2.10.1. ENSAIO DA GLUTATIONA S-TRANSFERASE

A glutationa S-transferase (GST) faz parte de um conjunto de enzimas de destoxificacdo
gue catalisa a conjugacdo de xenobidticos electrofilicos a glutationa reduzida (GSH) de forma a
facilitar a sua remocdo da célula (Burns et al., 2005; Sheehan et al., 2001; Tamaki et al., 1999).

Para a realizacdo deste ensaio utilizou-se o Glutathione S-Transferase (GST) Assay Kit
(Sigma), que utiliza o substrato CDNB (1-cloro-2,4-dinitrobenzeno) para medir a actividade da
GST. A GST catalisa a conjugacdo do CDNB a L-glutationa através do seu grupo tiol (reac¢do 6)
(Glutathione S-transferase (GST) Assay Kit, CS0410, Sigma).

GST
GSH + CDNB — GS—DNB +HCl (5)

O produto da reacc¢do (GS-DNB) absorve a 340 nm e, como tal, o aumento da absorvéancia
é directamente proporcional a actividade da GST na amostra (Glutathione S-Transferase (GST)
Assay Kit, CS0410, Sigma ).

O protocolo foi seguido como descrito pelo fabricante para o ensaio numa placa de 96
pocos. Primeiramente, preparou-se a solugdo do substrato constituida por 9,8 mL de
Dulbecco’s Phosphate Buffered saline, 0,1 mL de 200 mM L-Glutathione reduced e 0,1 mL de
100 mM CDNB. De seguida, adicionaram-se 180 pL da solucdo de substrato e 20 puL de cada
amostra proteica ou controlo de GST (GST de figado de cavalo como controlo positivo),
usando-se como branco 200 pL de solugdo do substrato. Realizou-se a leitura das absorvancias
a 340 nm imediatamente apds a preparac¢do das reacgbes, num leitor de microplacas Infinite
200 PRO microplate reader (TECAN), retirando os valores de absorvancia de 1 min em 1 min
durante 8 min, de trés replicados.
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O valor da absorvancia a 340 nm por minuto (Ass/min) foi obtido pela determinacdo do
declive de uma recta de calibragdo ajustada a dependéncia da Az com o tempo (min). A
actividade da GST é calcula através da equagdo (7):

Asyo/min X V(mL)

7 = umol/mL/min
EmMm X Venz (mL) H / /

Onde V corresponde ao volume da reaccdo, €,v 0 coeficiente de extincdo molar para o
CDNB conjugado aos 340 nm (5,3 mM™) e V.., 0 volume de enzima da amostra em estudo
(Glutathione S-Transferase (GST) Assay Kit, CS0410, Sigma ). Os resultados foram, por fim,
normalizados relativamente a concentragao do extracto proteico total.

2.10.2. ENSAIO DE ESPECIES REACTIVAS A0 AciDO TIOBARBITURICO —
PEROXIDACAO LIPiDICA

Para além das proteinas e dos acidos nucleicos, também os lipidos sdo alvos da acgdo
oxidativa de ROS. A peroxidacdo lipidica provoca alteragdes na organizagdo membranar, perda
de funcao e modificacGes em proteinas e bases do DNA (Niki, 2009).

O protocolo seguido neste ensaio encontra-se descrito por Correia e colaboradores
(2003). A detecgdo de peroxidacgado lipidica através da deteccdo de espécies reactivas ao acido
tiobarbiturico (TBARS, do inglés, thiobarbituric acid reactive species), baseia-se na existéncia
do malondialdeido (MDA), um composto resultante da peroxidagao lipidica cuja reac¢do com o
acido tiobarbiturico (TBA) (reac¢do 6) permite a sua detecgdo através da leitura da absorvancia
a532nm.

MDA + 2 TBA - MDA — TBA, (6)

Para realizacdo deste ensaio, foram utilizados 5 pL de cada amostra proteica e
adicionados a 45 plL de tampao fosfato (50 mM de NaH,PO,, pH 7,0) (Sigma), contendo 2 mM
de EDTA (Riedel-Haén), 12,5 uL de uma solucdo de 8,1 % de SDS (Merk), 93,5 uL de uma
solugdo de 20 % de acido tricloroacético (TCA; Merk) a pH 3,5, 93,5 pL de uma solugdo de 1 %
de TBA (Merk) e 50,5 uL de dgua MiliQ. Procedeu-se a um aquecimento durante 10 min em um
banho-maria a 100 °C, sendo posteriormente parada a reac¢do em gelo. Os controlos foram
preparados como descrito anteriormente.

Adicionaram-se 62,5 uL de agua MiliQ e 312,5 uL da mistura n-butanol:piridina (na
propor¢do de 15:1 (v/v); Merk), homogeneizaram-se as solugdes por vortexagdo e procedeu-se
a uma centrifugacdo a 10000 xg durante 5 min. Do sobrenadante resultante, retiram-se 150 uL
e aplicaram-se a cada pogo de uma placa de 96 pocos, em duplicado.

Procedeu-se a leitura da absorvancia das solugdes a 532 nm num leitor de microplacas
Infinite 200 PRO microplate reader (TECAN).
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Tracou-se a recta de calibracdo da absorvancia em funcdo da concentracdao de MDA, a
partir da qual é possivel calcular a concentracdao de MDA presente na amostra, através da
diluicdo de solugdes padrdo (0 a 0,3 UM de TBARS) em dagua destilada. Os resultados foram,
por fim, normalizados relativamente a concentracao do extracto proteico total.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. AVALIAGAO DO POTENCIAL CITOTOXICO

A avaliacdo do potencial anti-proliferativo induzido por compostos é geralmente realizado
por recurso ao método do MTS que quantifica a actividade metabdlica das células (Lupold et
al., 2012; Wang et al., 2010), uma vez que, o MTS é reduzido a formazano, através de enzimas
desidrogenases que apenas se encontram em células metabolicamente activas. A quantidade
de formazano produzido é directamente proporcional ao nimero de células viaveis em cultura
(CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay, G5421, Promega 2012).

Procedeu-se ao estudo da citotoxicidade do composto ZM V nas células das linhas
tumorais HCT116, HepG2 e MCF-7, correspondentes ao carcinoma colorectal, carcinoma
hepatocelular e adenocarcinoma da mama, respectivamente. A exposicdo das células a
concentragdes crescentes de composto revelou uma diminuigdo gradual da viabilidade celular,
representada na Figura 3.1. A partir destes resultados foi possivel determinar o valor de ICsq
gue corresponde a concentragdao de composto necessdria para reduzir a viabilidade celular em
50 % relativamente ao controlo. Os valores de ICsq absolutos podem ser retirados
directamente dos graficos representados na Figura 3.1. Os valores de ICsq relativos foram
calculados por recurso ao programa GraphPad que traga uma curva dose-resposta com um
patamar superior e um patamar inferior, sendo o valor de ICs, relativo correspondente a
concentragdao de composto no ponto médio entre os dois patamares, tendo sido obtidos os
valores de 0,065 uM para HCT116, 0,187 uM para HepG2 e 5,401 uM para MCF-7. Estes
resultados demonstram que o composto ZM V apresenta maior actividade anti-proliferativa
nas células HCT116 e menor actividade para as MCF-7. A cisplatina apresenta valores de ICso de
15,3 e 4,2 uM para as linhas tumorais HCT116 e HepG2, respectivamente (Silva, 2012). Desta
forma, é observavel que o composto ZM V apresenta maior actividade anti-proliferativa nestas
linhas celulares comparativamente a cisplatina, uma vez que apresenta valores de ICs
inferiores. Para a DOX foi determinado por MTS um ICsq de 0,42 uM para a linha HCT116 e de
0,11 uM para a linha MCF-7 (Silva, 2012; Yu et al., 2012). Assim, o ZM V revela maior
actividade anti-proliferativa do que a DOX para as células HCT116, mas a sua actividade é
drasticamente menor em células MCF-7, apresentando-se pouco vantajoso para aplicacdao
neste tipo de cancro.
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Figura 3.1 — Viabilidade celular das linhas tumorais HCT116, HepG2 e MCF-7 apds exposi¢cdo de 48 h ao composto
ZM V. Os valores de viabilidade celular sdo referentes a média de trés ensaios independentes e as barras de erros
representam o erro padrdo em relagdo a média.

De forma a avaliar a toxicidade do composto ZM V, procedeu-se ao estudo de viabilidade
celular em linhas ndo-tumorais de fibroblastos e MCF-10A (epitélio mamario). Pela analise da
Figura 3.2 observou-se uma diminui¢do gradual mas pouco acentuada da viabilidade celular.
Para determinacgdo dos valores de ICsq recorreu-se igualmente ao programa GraphPad, sendo
estes 7,002 e 16,01 uM para fibroblastos e MCF-10A, respectivamente. Verifica-se entdo um
aumento do ICsq nas linhas ndo-tumorais comparativamente as linhas tumorais comprovando
gue o composto em estudo mostra maior toxicidade em células tumorais.

Para a linha nao-tumoral MCF-10A foram determinados por MTS valores de ICs, de 4,76
UM para a cisplatina (Ho et al., 2007) e entre 20 a 25 uM para a DOX (Tapia et al., 2007).
Assim, quanto a citotoxicidade do ZM V, verifica-se que este composto é menos citotdxico do
gue a cisplatina, pois apresenta ICso superior, mas mais citotéxico comparativamente a DOX.

Tendo em conta estes resultados pode-se afirmar que o ZM V é relativamente pouco
toxico em células ndo-tumorais, em comparagdao com outros agentes conhecidos e aplicados
em quimioterapia. Verifica-se ainda que o composto em estudo apresenta maior toxicidade
em células tumorais, sendo este o resultado pretendido para um composto com potencial anti-
tumoral, aumentando assim o interesse no estudo do mecanismo de ac¢do deste composto.
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Figura 3.2 - Viabilidade celular das linhas ndo-tumorais de a) fibroblastos e b) MCF-10A ap6s exposi¢do de 48 h ao
composto ZM V. Os valores de viabilidade celular sdo referentes a média de trés ensaios independentes e as barras
de erros representam o erro padrdo em relagdo a média.

3.2. AVALIAGAO DO POTENCIAL APOPTOTICO

Parte dos agentes quimioterapéuticos conhecidos sdo capazes de induzir a morte de
células tumorais induzindo o processo de apoptose, uma vez que provocam danos no DNA ou
em proteinas celulares que excedem a capacidade dos mecanismos de reparac¢do da célula
(Wong, 2011; Herr, 2001).

Tendo em conta a perda de viabilidade celular apresentada pelas células tumorais quando
expostas ao composto ZM V, foram realizados ensaios de marcagdo com Hoechst 33258 e de
dupla marcacdo com Anexina V-FITC e IP, que permitem estudar o mecanismo de morte
celular associado a este composto.
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3.2.1. MARCACAO COM A SONDA HOECHST 33258

A marcacdao com a sonda Hoechst 33258 constitui uma avaliacdo preliminar da capacidade
do composto induzir apoptose. As células sdo permedveis a esta sonda que apresenta
afinidade para acidos nucleicos, mais especificamente para o sulco menor do DNA. Quando se
encontra ligada ao DNA apresenta fluorescéncia azul, marcando nucleos quer de células
morfologicamente normais como de células apoptoticas (Hoechst Stains, MP21486, Invitrogen
2005; Cao et al., 2011). Assim, é possivel observar alteracdes nucleares como condensacdo da
cromatina, fragmentacdo nuclear e formacdo de corpos apoptdticos que sdo caracteristicas
tipicas da apoptose (Cao et al., 2011; Kepp et al., 2011). As células viaveis apresentam uma
fluorescéncia uniformemente distribuida pelo nucleo, pois a cromatina ndo revela alteragGes e
encontra-se distribuida por todo o nucleo. Por outro lado, células apoptdticas revelam
condensagao da cromatina que se traduz em nucleos mais pequenos e com maior
fluorescéncia comparativamente com células normais (Yuan et al., 2012; Cao et al., 2011).

As células das linhas tumorais HCT116 e HepG2 foram expostas a diferentes
concentragdes de composto ZM V e marcadas com a sonda Hoechst 33258 (Figura 3.3 e 3.4).
Pela analise das figuras obtidas verificou-se que as células expostas ao DMSO apresentam
nucleos com fluorescéncia uniformemente distribuida e ainda células em mitose permitindo
concluir que a utilizagdao deste solvente nas concentragdes testadas nao induz apoptose nem
paragem do ciclo celular. Quando tratadas com o composto ZM V, observa-se condensacdo da
cromatina e fragmentagdo nuclear em algumas células. Com o aumento da concentragao de
ZM V verifica-se uma diminui¢do gradual do numero total de células por preparacao e,
consequentemente, um aumento progressivo do nimero de células com as caracteristicas
apoptéticas ja referidas. Assim, comprova-se a citotoxicidade do composto ZM V e a sua
capacidade de induzir a apoptose em células tumorais.
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Figura 3.3 — Indugdo da apoptose pelo ZM V em células tumorais HCT116 apds incubagdo de 24 h, posteriormente
marcadas com a sonda Hoechst 33258 e visualizadas por microscopia de fluorescéncia. (A) Controlo com DMSO; (B),
(C) e (D) incubagdo com 0,025, 0,05 e 0,1 uM de ZM V, respectivamente. Os circulos representam fragmentagdo
nuclear e a seta condensac¢do da cromatina. As imagens sdo exemplares de trés ensaios independentes.
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Figura 3.4 - Inducdo da apoptose pelo ZM V em células tumorais HepG2 apds incubagdo de 24 h, marcadas com a

sonda Hoechst 33258 e visualizadas por microscopia de fluorescéncia. (A) Controlo com DMSO; (B), (C) e (D)
incubagdo com 0,025, 0,05 e 0,1 uM de ZM V, respectivamente. Os circulos representam fragmentagdo nuclear e as
setas condensacdo da cromatina. As imagens sdo exemplares de trés ensaios independentes.

3.2.2. MARCAGAO com ANEXINA V-FITC E IoDETO DE PROPIDIO

Demonstrou-se a capacidade do composto ZM V induzir a apoptose em células tumorais,
pela marcagdo com Hoechst 33258. De modo a quantificar com maior rigor este mecanismo de
morte celular realizou-se um ensaio com dupla marcacao das células tumorais HCT116 com
Anexina V-FITC e IP que foram posteriormente analisadas por citometria de fluxo.

A Anexina V pertence a uma familia de proteinas que se ligam aos fosfolipidos de forma
reversivel e dependente de Ca’* (Brumatti et al, 2008). Esta proteina apresenta maior
afinidade para a fosfatidilserina que se encontra no folheto interno da membrana celular e é
externalizada como resposta ao aumento da concentragdo intracelular de Ca**, danos celulares
e agentes indutores de apoptose (Cao et al., 2011; Brumatti et al., 2008). Assim, a
externalizacdo da fosfatidilserina ocorre numa fase inicial da apoptose e antes da perda da
integridade da membrana celular, sendo por isso uma evento tipico da apoptose, cujo
objectivo é permitir o reconhecimento das células apoptéticas pelos macrdfagos (Carvalho et
al., 2012; Cao et al., 2011; Brumatti et al., 2008; Ho et al., 2007). O FITC (do inglés, fluorescein
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isothiocyanate) é um fluoréforo que se conjuga com a Anexina V para detectar células
apoptoticas através da emissdo de fluorescéncia (Brumatti et al., 2008). O IP é um fluordéforo
que se liga a acidos nucleicos de células com a membrana celular comprometida, marcando
desta forma células em apoptose tardia e células necréticas (Ho et al., 2007; Riccardi e
Nicoletti, 2006).

A utilizacdo da dupla marcacdo com Anexina V-FITC e IP para deteccdo de células
apoptdticas por citometria de fluxo permite distinguir entre células em apoptose inicial e
células em apoptose tardia e, ainda, células apoptdticas de células necrdticas (Brumatti et al.,
2008). As células viaveis apresentam-se negativas para ambas as marcag¢des (Anexina V/IP")
(Cao et al., 2011; Ho et al., 2007).Células que se encontrem numa fase inicial da apoptose sdo
positivas para a marcacdo com Anexina V e negativas para o IP (Anexina V'/IP’), pois este ndo
consegue entrar nas células por terem a membrana celular intacta (Yu et al., 2013; Brumatti et
al., 2008). Numa fase tardia da apoptose, o IP entra nas células que vdo apresentar dupla
marcacdo (Anexina V'/IP*) (Brumatti et al., 2008; Ho et al., 2007). As células necréticas sdo
marcadas com IP (Anexina V/IP*) (Yu et al., 2013; Carvalho et al., 2012).

Os resultados obtidos encontram-se representados na Figura 3.5 e na Tabela 3.1. Na
amostra controlo verifica-se que a maioria das células (75,91 %) se apresenta sem marcagdo
(Anexina V/IP’) correspondendo as células vidveis. No caso das amostras tratadas com o
composto ZM V é observada uma diminuicdo consideravel de células vidveis relativamente ao
controlo, passando para 35,85 e 24,94 % para as concentra¢cdes de 0,05 e 0,1 uM,
respectivamente, o que representa uma diminuicdo em mais de 50 %. Por outro lado, o
numero de células em apoptose inicial aumentou na presenga do composto, passando de 2,63
% (controlo) para 13,42 % (com 0,05 uM de ZM V) e 18,72 % (com 0,1 uM de ZM V). Verificou-
se igualmente um aumento da apoptose tardia que passou de 17,74 % no controlo para 46,27
% na concentragao de 0,05 UM e 52,22 % na concentragao de 0,1 uM de ZM V. Comparando os
resultados obtidos para as amostras tratadas com o composto observa-se que, com o aumento
da concentrag¢do, o numero de células vidveis diminui em detrimento do aumento de células
apoptoéticas totais, encontrando-se as células maioritariamente em apoptose tardia. No que diz
respeito a células necréticas ndo se observa variagdes significativas entre o controlo e as
amostras expostas ao composto (3,72 % no controlo, 4,46 % para 0,05 uM de ZM V e 4,12 para
0,1 uM de ZM V).

Estes resultados corroboram as observagdes feitas pela marcacdo com a sonda Hoechst
33258, que indicava a indugdo de apoptose por parte do composto ZM V. Aliado com a
diminuicdo de viabilidade celular evidenciada pelo ensaio MTS e tendo em conta que este
ensaio de dupla marcacdo com Anexina V-FITC e IP revelou um aumento consideravel de
apoptose comparativamente ao controlo pressupde-se que o principal mecanismo de ac¢do
deste composto seja a indugao de apoptose.
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Figura 3.5 — Ensaio de citometria de fluxo com dupla marcagdo com Anexina V-FITC e IP para células tumorais
HCT116 incubadas durante 48 h com 0,1 % (v/v) de DMSO (Controlo) ou com ZM V nas concentragbes de 0,05 e 0,1
MM. O tratamento dos resultados foi realizado no Attune® Cytometric software. Os valores sdo referentes a média
de trés ensaios independentes.

Tabela 3.1 — Percentagem de células vidveis, células apoptdticas iniciais e tardias e células necrdticas apos
incubacdo de células HCT116 com 0,1 % (v/v) de DMSO (Controlo) ou com 0,05 e 0,1 pM de ZM V. Os valores sdo
referentes aos dados apresentados na Figura 3.5, correspondendo a média de trés ensaios independentes com
respectivos erros padrao.

Células viaveis 75,91 (+ 4,27) 35,85 (+ 7,63) 24,94 (+ 4,48)
Células em apoptose inicial 2,63 (+0,28) 13,42 (+ 3,38) 18,72 (+ 7,66)
Células em apoptose tardia 17,74 (+ 5,00) 46,27 (+ 10,66) 52,22 (+ 3,54)

Células necrdticas 3,72 (£ 0,46) 4,46 (£ 0,30) 4,12 (£ 0,60)

3.3. EsTuDO DA EXPRESSAO DE GENES ENVOLVIDOS NA APOPTOSE

Com o objectivo de melhor compreender a capacidade do composto ZM V em induzir a
apoptose procedeu-se ao estudo da expressdo de alguns genes envolvidos no processo
apoptético, sendo eles BAX, BCL-2 e CASP3 que codificam para as proteinas Bax, Bcl-2 e
caspase 3, respectivamente. Apods a exposi¢do das células HCT116 a 0,1 % (v/v) de DMSO ou
0,05 uM de ZM V durante 3, 6, 9 e 12 h realizou-se a extrac¢do de RNA e a sintese de cDNA,
que foi utilizado como molde para deteccdo de expressdao dos genes em estudo. Procedeu-se
entdo a amplificagdo dos genes por PCR, obtendo-se como resultado valores de Ct que foram
tratados e normalizados com uma referéncia interna (o gene rRNA18S5 que codifica para o
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RNA ribossomal 18S) e com um controlo ndo tratado (DMSO) (Alshatwi, 2010; Livak e
Schmittgen, 2001) (Figura 3.6).
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Figura 3.6 — Niveis de expressdo de genes apoptoéticos BCL-2, BAX, CASP3 em células HCT116 incubadas com 0,1 %
(v/v) de DMSO (controlo) ou 0,05 uM de ZM V durante 3, 6,9 e 12 h. A variacdo da expressdo dos genes é calculada
através de Z'AACt, sendo os dados apresentados como alteragdes na expressao dos genes normalizada com uma
referéncia interna (gene rRNA1855) e com um controlo ndo tratado (DMSO). Valores de expressdo superiores a 1
sdo considerados sobre-expressdo e valores inferiores sdo sub-expressao.

A via intrinseca da apoptose é regulada pela familia de proteinas Bcl-2 que é composta
por dois grupos: proteinas pré-apoptéticas, da qual se destaca a Bax, e proteinas anti-
apoptéticas, como a Bcl-2 (Elmore, 2007). Estas proteinas regulam o processo apoptdtico: as
anti-apoptdticas bloqueiam a libertacdio de citocromo c¢ enquanto as pré-apoptoticas
estimulam a sua libertagao (Ghobrial et al., 2005). A ocorréncia de apoptose é um processo
gue se encontra mais dependente da razao entre Bax e Bcl-2 do que apenas dos niveis de
expressao da Bcl-2 (Ghobrial et al., 2005). Desta forma, verifica-se que os niveis de expressdo
do gene BCL-2 sdo sempre inferiores ao controlo ao longo das 12 h. Para o gene BAX observa-
se um aumento constante da sua expressao, mas entre as 9 e as 12 h esse valor mantém-se
constante. Relativamente a razdo BAX/BCL-2 obteve-se para as 3 h um valor de 0,81, que
demonstra que a expressao de BCL-2 é ligeiramente superior a de BAX, supondo-se entdo que
0 processo apoptético ainda ndo foi iniciado. Com incubacdo de 6 h verifica-se um aumento da
expressao de BAX e uma diminui¢ao de BCL-2, que se traduz num aumento da razao para 2,34,
podendo-se entdo supor que, neste ponto, células mais susceptiveis ao composto tenham ja
iniciado a cascata apoptdtica. As 9 h observa-se o maximo de expressdo para a BAX e um
aumento da razdo para 3,24 indicativo da existéncia de maior nimero de células em apoptose.
Nas 12 h de exposicdo ao composto verifica-se uma diminui¢do da razdo para 1,35 devido a
estabilizacdo na expressdo de BAX e ao aumento de BCL-2, sugerindo um decaimento da
iniciacdo da apoptose, propondo a progressdo do processo apoptdtico ao nivel, por exemplo,
da activacdo das caspases efectoras.

51



O gene CASP3 codifica para a caspase 3, uma caspase efectora responsdavel pela clivagem
de diversos componentes celulares levando, por fim, as alteracdes morfoldgicas tipicas da
apoptose (Wong, 2011; Elmore, 2007). Esta caspase é activada pela caspase 8, no caso da via
extrinseca, ou pela caspase 9, na via intrinseca (Wong, 2011; Kaufmann e Earnshaw, 2000). A
caspase 3 apenas é necessdria numa fase mais avancada da cascata apoptética pelo que a sua
activacdo se encontra dependente do aumento da razdo BAX/BCL-2. Assim, entreas 6 eas 12 h
a expressao de CASP3 aumenta consideravelmente, com o objectivo de sintese de maiores
niveis de proteina, sendo esta necessaria para execucdo do processo apoptdtico, como por
exemplo clivagem de proteinas do citoesqueleto e de reparacdo do DNA e activacdo de DNases
para degrada¢do do DNA (Wong, 2011; Elmore, 2007).

Em conjunto os resultados obtidos ddo indicagdo de que o processo apoptotico é iniciado
apo6s 6 h de incubagdo com o composto ZM V (maior expressdo de BAX relativamente ao BCL-
2) registando-se um seguimento do processo de apoptose as 12 h (aumento de BCL-2 e
estabilizacdo de BAX), periodo no qual a apoptose se encontra maioritariamente numa fase de
execucdo das alteragbes celulares (elevada expressdo de CASP3). Comprova-se assim que a
accdo do composto ZM V desencadeia a apoptose, tal como verificado nos ensaios de
avaliacdo do potencial apoptdtico, uma vez que leva ao aumento da expressdo de genes
responsaveis pelas alterages bioquimicas e morfoldgicas caracteristicas deste mecanismo de
morte celular.

3.4. PROGRESSAO DO CicLO CELULAR

O ciclo celular é dividido em quatro fases principais: na fase G1 ocorre o crescimento
celular, a sintese de RNA e de proteinas e os cromossomas sao preparados para replicacdo; a
fase S consiste na replicagdo do DNA nuclear; a fase G2 é uma preparac¢do para a mitose que
consiste na divisdo celular dando origem a duas células idénticas. Na fase GO, a célula sai do
ciclo celular de forma temporaria ou permanente (Alberts et al., 2004; Lodish et al., 2004;
Sandal, 2002).

Neste ensaio, as células HCT116 sdo sujeitas a um duplo bloqueio com timidina, que
sincroniza as células na fase G1/S, sendo depois incubadas com 0,05 uM de ZM V ou 0,1 %
(v/v) de DMSO em meio de cultura livre de timidina, o que permite a continuacdo do ciclo
celular (Borralho et al., 2009; Garrett, 2001). Desta forma quaisquer diferencas entre as
amostras controlo e as amostras expostas ao ZM V, tais como paragem ou retardamento do
ciclo celular, sdo devido a accdo do composto. As amostras foram analisadas por citometria de
fluxo e os resultados obtidos foram tratados no Attune® Cytometric software. Os histogramas
resultantes estdo representados na Figura 3.7 e a sua analise grafica na Figura 3.8.
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Figura 3.7 — Distribuicdo das células pelas diversas fases do ciclo celular. Células HCT116 foram sujeitas a duplo
blogueio com 2 mM de timidina e, posteriormente, expostas a 0,1 % (v/v) de DMSO (controlo) ou 0,05 uM de ZM V
durante 8 e 24 h. As amostras foram analisadas por citometria de fluxo e os resultados foram tratados no Attune®
Cytometric software. Os histogramas sdo representativos de trés ensaios independentes.
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Figura 3.8 — Representagdo grafica da percentagem de células HCT116 presente em cada fase do ciclo celular, apds
incubagdes de 8 e 24 h com 0,1 % (v/v) de DMSO (amostra controlo) ou 0,05 uM de ZM V. As células foram
previamente submetidas a um duplo bloqueio com timidina e analisadas por citometria de fluxo. Os resultados
correspondem a média de trés ensaios independentes com respectivos erros padrao.

Verifica-se que a amostra controlo correspondente as 8 h de incubagdo apresenta a
maioria das células (65,81 %) na fase G2/M, sendo que algumas ainda se encontram na fase
GO/G1 (25,40 %). No controlo das 24 h pode-se observar a progressio do ciclo celular sendo
que 74,36 % das células se encontra na fase GO/G1, 13,60 % na fase S, que corresponde a um
valor superior quando comparado ao controlo das 8 h, e 12,04 % na fase G2/M. Células
incubadas durante 8 h na presenca de composto ZM V revelam resultados semelhantes ao
controlo das 8 h, sendo que 55,17 % das células estdo na fase G2/M, 17,00 % na fase S e 27,83
% na fase GO/G1. Contudo é possivel observar algumas diferengas no modo como o ciclo
celular progride na auséncia e presenca de composto. Enquanto a maioria das células controlo
completa a replicacdo do DNA em aproximadamente 8 h, as células expostas ao composto
aparentam estar um pouco mais atrasadas pois verifica-se que o nimero de células em S é
cerca do dobro e que existem menos células na fase G2/M. Desta forma é possivel notar um
certo atraso na progressdo do ciclo, provavelmente na progressdo de G1 ou na transi¢do para
faseS.

No caso das células expostas ao ZM V durante 24 h verifica-se a progressdao do ciclo
celular relativamente a exposicdo de 8 h, mas de uma forma mais lenta comparativamente as
células ndo expostas ao composto. As células passaram da fase G2/M para a GO/G1, sendo que
50,24 % se encontram nesta fase. As restantes etapas do ciclo também demonstram
alteracBes apresentando 25,54 e 24,21 % das células nas fases S e G2/M, respectivamente. Tal
como aconteceu na incubagdo de 8 h com ZM V parece haver um ligeiro atraso do ciclo celular.
A percentagem de células na fase GO/G1 é muito inferior ao controlo das 24 h e as células em
G2/M é muito superior sendo que, mais uma vez, as células que se encontram na fase S sdo
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cerca do dobro relativamente ao controlo, indicando que esta etapa ndao progrediu tao
rapidamente.

Comparando os valores percentuais das diferentes fases do ciclo celular do controlo das 8
h com o controlo das 24 h verifica-se que as células que se encontravam em S e G2/M
progrediram para GO/G1 e que as que estavam em G0O/G1 passaram para S e G2/M. Aplicando
0 mesmo raciocinio para as células expostas ao ZM V durante 8 e 24 h verifica-se que esta
transicdo entre fases ndo é tao linear. Desta forma, observa-se que a maioria das células que
se encontravam em G2/M as 8 h transitaram para GO/G1, as da fase S passaram para G2/M e
as que estavam em GO/G1 se encontram maioritariamente em S as 24 h. Pressupde-se entdo
qgque o composto tenha algum efeito no ciclo celular, provocando um ligeiro atraso na
progressao do mesmo. Pelo que foi observado, é possivel que o atraso ocorra na transi¢ao da
fase G1 para a fase S, sendo este o ponto de controlo mais importante e regulado do ciclo
celular (Sandal, 2002). Uma forma de comprovar este efeito seria realizar o estudo da
expressao de genes envolvidos na regulagdo do ciclo celular através de RT-PCR,
especificamente proteinas responsaveis pela paragem do ciclo celular, como a p21, e pela
progressao da fase G1 e transicdo para a fase S, como por exemplo as ciclinas D1, D2, D3 e E2 e
ascdk2, 4 e 6.

3.5. EsSTUDOS DE INTERACCAO coMm 0 DNA

3.5.1. ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO

Muitos agentes quimioterapéuticos tém como alvo o DNA e, uma vez que, complexos
metalicos interagem com o DNA estes sdo muito utilizados como agentes terapéuticos (Macias
et al., 2007; Tabassum e Pettinari, 2006). Alguns complexos de cobre apresentam capacidade
de ligacdo ao DNA, por vezes devido aos ligandos que intercalam com o mesmo, potenciando
assim a clivagem oxidativa, que ocorre pela producdo de ROS, ou a clivagem hidrolitica do DNA
(lakovidis et al., 2011; Li et al., 2009; Marzano et al., 2009; Rajendiran et al., 2007).

Desta forma, procedeu-se ao estudo de interac¢do entre o composto ZM V e o CT-DNA
para determinar os possiveis modos de ligagdo ao CT-DNA e ainda calcular a constante de
ligacdo ao DNA (K,). O espectro UV foi tracado usando uma concentracdo constante de
composto na auséncia ou presencga de diferentes concentragdes de CT-DNA. A forca de ligacdo
do composto ao CT-DNA foi calculada através do K, obtido pelas altera¢gdes observadas no
comprimento de onda para o qual se verifica 0 maximo de absorvancia do composto (Dimiza et
al., 2011).

As interaccGes entre o DNA e um complexo metdlico incluem a intercalacdo, ligacGes
electrostaticas e ligagdes aos sulcos, frequentemente por parte de complexos metalicos
cationicos que se ligam na parte exterior da hélice do DNA ou aos sulcos maior ou menor
(Afrati et al., 2010; Liu et al., 2009a; Mudasir et al., 1999). Quando ligadas ao DNA, as
moléculas sdo estabilizadas por interac¢es entre os cromdéforos aromaticos do composto e as
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bases do DNA (intercalacdo), por ligacdes de hidrogénio e por interaccbes de van der Waals
dos grupos funcionais ligados aos sulcos da hélice do DNA (Liu et al., 2009b; Xu et al., 2008;
Mudasir et al., 1999). Geralmente, quando espectros de absorcdo apresentam um extenso
efeito hipocrémico e um efeito batocrémico significativo entdo a interac¢dao entre o composto
e o DNA pode ocorrer através de intercalacdo (Liu et al., 2009b; Dimitrakopoulou et al., 2008;
Zhang et al., 2001b). A auséncia de batocromismo indica que ndo ocorre a intercalacdo do
composto com o DNA sugerindo por sua vez a interaccdo com os sulcos do DNA (Ramakrishnan
et al., 2011; Kashanian et al., 2010; Xu et al., 2008).

A analise da Figura 3.9 revela que o composto ZM V tem capacidade de interagir com o
DNA provocando, desta forma, o efeito hipocromico observavel pela diminui¢do do valor
maximo de absorvancia. Nao se verifica, no entanto, qualquer efeito batocrémico o que
podera ser indicativo de que a interac¢do entre o ZM V e o DNA nao ocorre por intercalagdo. O
hipocromismo observado e a auséncia de batocromismo podem ser indicativos da ligagdo do
composto ao sulco do DNA, que leva a pequenas variagdes no espectro de absorvancia. O
hipocromismo pode resultar do contacto externo do ZM V com a dupla cadeia de DNA
(Kashanian et al., 2010).
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Figura 3.9 — Variagcdo da absorvancia do composto ZM V na auséncia (linha a preto) e na presenca de concentragdes
crescentes de CT-DNA (0 a 27 uM) (linhas a cinza, estando a maior concentragdo de DNA representada pela linha
vermelha). Os espectros foram tragcados em tampao 5 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, pH 7,02. A seta indica a variagdo
da absorvancia com o aumento da concentragdo de CT-DNA. No canto superior direito encontra-se representada a
regressdo linear a partir da qual se determinou o valor da constante de afinidade para o DNA (Ky).
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Para determinar a forca de ligacdo ao DNA foi entdo calculado o K, para o composto ZM
V, obtendo-se o valor de 1,39 (+ 0,03) x 10> M™. Quando comparado com o valor de K, para a
DOX (3,48 (+ 0,04) x 10° M™) (Luis, 2011) verifica-se que ambos 0s compostos se encontram na
mesma ordem de grandeza, mas o valor absoluto para o ZM V é inferior, o que indica que este
composto tem uma capacidade de ligacdo ao DNA menor do que a DOX.

3.5.2. Estubpos DE CLIVAGEM DE DNA PLASMIDICO

Através do ensaio de espectroscopia de absorgao verificou-se a existéncia de interacgao
entre o composto ZM V e o DNA, mas muitos complexos de cobre ligam-se ao DNA para
posterior clivagem do mesmo (lakovidis et al., 2011; Li et al., 2009; Rajendiran et al., 2007).
Desta forma procedeu-se ao ensaio de clivagem de DNA plasmidico (pDNA) em que este foi
incubado, durante 24 h, na presenga de concentra¢des crescentes do composto ZM V e,
posteriormente, sujeito a electroforese em gel de agarose.

O pDNA apresenta-se numa conformacgdo circular compacta, a forma superenrolada
(forma 1). Caso seja clivada em cadeia simples adopta uma conformacdo relaxada, a forma
circular (forma Il), que pode ser convertida em DNA linear apds a clivagem da cadeia
complementar perto do primeiro local de corte. Outra forma de converter a forma
superenrolada na forma linear (forma lll) é através de clivagem em cadeia dupla (Silva et al.,
2011; Rey et al., 2009).

Por analise dos resultados obtidos na Figura 3.10 verifica-se no controlo incubado com
DMSO as trés bandas correspondentes as diferentes formas do pDNA, sendo a forma | a que
apresenta maior intensidade. Comparativamente com a amostra incubada com 5 uM de ZM V
ndo sdao observaveis diferencas significativas na distribuicdo das trés conformacgdes. No
entanto, o aumento da concentracdo de ZM V traduz-se numa diminuicdo constante da
intensidade das bandas correspondentes as formas | e Il e num aumento da forma Ill. Para
uma concentragdo de composto de 100 uM verifica-se uma quantidade aproximadamente
igual de forma | e de forma lll, sendo que a forma Il foi totalmente convertida na forma Ill.
Estas variacOes na distribuicdo das formas do pDNA devem-se a quebras ocorridas nas cadeias
de DNA induzidas pelo composto ZM V, comprovando assim a sua capacidade de clivagem do
DNA.
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Figura 3.10 — Efeito da incubagdo de 200 ng de DNA plasmidico pBSK Il com DMSO (amostra controlo) e com
diferentes concentrages de composto ZM V (5, 10, 25, 50, 75 e 100 uM). A incubacgdo decorreu durante 24 h a 37
°C em tampdo 5 mM Tris-HCl, 50 mM NacCl, pH 7,2, sendo posteriormente os seus produtos sujeitos a electroforese
em gel de agarose a 0,7 % (p/v) e o gel foi corado com brometo de etidio. O grafico de barras indica a distribuicdo
das conformacgdes do pDNA, em percentagem, obtida através do software GelAnalyzer. DMSO — pBSK Il incubado
com 9,5 % (v/v) de DMSO. Forma | — forma superenrolada; forma Il — forma circular; forma Ill — forma linear.

3.5.3. EMSA pe PDNA DEPENDENTE DO TEMPO

Com o ensaio anterior verificou-se a ocorréncia de clivagem da dupla cadeia do pDNA,
mas pretende-se observar o efeito nas isoformas do pDNA apds incubacdo ao longo do tempo
na presenga do composto ZM V. Para tal, seleccionaram-se duas concentracées de composto
(10 e 50 uM) que foram incubadas com pDNA por diferentes periodos de tempo (1, 5, 20, 24 e
48 h) de forma a visualizar a transi¢do entre as diferentes conformagGes do pDNA.

Para a concentracdao de 10 uM de ZM V (Figura 3.11) verificou-se, a partir das 20 h de
incubacdo, uma ligeira diminuicdo da forma I, sendo a percentagem de perda dessa forma
correspondente a percentagem de ganho da forma Ill. Apesar de se observar algumas
variagdes na forma Il estas ndo se revelam significativas e, como tal, praticamente ndo
contribuem para o aumento da forma Ill. Desta forma, pode-se afirmar que a forma | é
convertida directamente na forma Il sem passar pela formal Il.

Nas amostras incubadas com 50 uM de ZM V foi observado um efeito semelhante ao
acima descrito (Figura 3.11). Neste caso verificou-se alteragdes na distribuicdo das
conformacgdes do pDNA logo a partir da primeira hora de incubagdo. A forma | apresenta uma
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diminuicdo mais acentuada e, consequentemente, a forma Ill demonstra um aumento mais
intenso. A forma Il revela uma diminuicdo constante, sendo que as 24 h essa forma se
encontra extinta, provavelmente devido a sua conversdo na forma lll. O aumento da forma lll
parece englobar o decaimento das outras duas formas, podendo-se afirmar que ambas sdo
convertidas nesta conformacdo. Tal como aconteceu para a concentracdo inferior, ndo se
verifica um aumento da forma Il confirmando assim que a forma | é convertida directamente
na forma lll. Caso ocorressem quebras em cadeia simples, a forma | seria primeiro convertida
na forma Il e posteriormente na forma Ill. O mecanismo de ac¢do apresentado pelo composto
ZM V é entdo tipico para casos em que ocorre clivagem em cadeia dupla, no qual o segundo
corte que origina a forma Il é feito na cadeia complementar a menos de 16 nucledtidos de
distancia do primeiro (Branum et al., 2001).

Os complexos de cobre podem induzir quebras no DNA através de dois mecanismos: a
clivagem hidrolitica ou a clivagem oxidativa (Li et al., 2009). Os ensaios realizados de
interaccdo com o DNA ndo permitem determinar o tipo de processo associado a indugdo de
guebras no DNA por parte do composto ZM V. Desta forma, a realizagdo do ensaio de
scavengers poderia fornecer mais informagdes acerca do mecanismo de ac¢do deste
composto. Assim, o pBSK Il seria, por exemplo, incubado com agentes indutores de ROS (H,0,),
agentes redutores (NaNs) e com um agente quelante (EDTA), seguindo-se a recuperagdo da
forma Ill e incubagdo com a enzima T4 ligase (Rajendiran et al., 2007). No caso de ocorrer a
religacdo dos fragmentos de DNA entdo o mecanismo de quebra envolvido seria
provavelmente o hidrolitico, enquanto que a ndo religacdo do DNA indicaria um processo
oxidativo (Li et al., 2009).
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Figura 3.11 - Efeito da incubacdo de pBSK Il com 10 e 50 uM de ZM V durante diferentes periodos de tempo (1, 5,
20, 24 e 48 h) a 37 °C em tamp&o 5 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, pH 7,2. Os gréficos representam a distribuigdo das
conformagdes do pDNA, em percentagem, ao longo do tempo; os valores foram obtidos através do software
GelAnalyzer. O grafico do lado esquerdo é referente a incubagdo com 10 uM de ZM V e o do lado direito a
incubagdo com 50 uM de ZM V. Forma | — forma superenrolada; forma Il —forma circular; forma lll — forma linear.
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3.6. ELECTROFORESE EM GEL DE CELULA UNICA oU ENSAIO COMET

Os resultados dos ensaios de interaccdo com o DNA revelaram a ocorréncia de quebras
em cadeia dupla, mas nestes casos apenas se estuda o efeito entre o composto e o DNA livre,
gue se encontra mais acessivel e com menos varidveis que influenciem a accao do composto.
Desta forma, realizou-se o ensaio comet de forma a estudar a capacidade do composto em
introduzir quebras no DNA de células tumorais HCT116.

Neste ensaio, as células sdo combinadas com agarose, lisadas de forma a remover o
conteudo celular com excepg¢ao do material nuclear e, por fim, submetidas a electroforese que
provoca a migra¢do do DNA a partir do nucleo formando um “cometa” cuja cabega é
constituida por DNA intacto e uma cauda composta por fragmentos de DNA de menores
dimensdes (Liao et al., 2009; Olive e Banath, 2006; Rojas et al., 1999). A distancia de migra¢do
do DNA a partir do nucleo e a quantidade de DNA presente na cauda do cometa sao usadas
para avaliar a extensdo dos danos provocados e das quebras induzidas pelo composto
(Kumaravel et al., 2009; Olive e Banath, 2006; Fairbairn et al., 1995).

Apds a andlise das imagens no programa CometScore foi possivel atribuir a cada cometa
um valor, em percentagem, do DNA presente na cauda do cometa sendo depois esses

resultados agrupados em intervalos que correspondem a cinco classes (de 0 a 4) (Figura 3.12).

Figura 3.12 — Distingdo visual entre cometas com diferentes niveis de danos. A percentagem de DNA na cauda é
calculada através do programa CometScore e depois agrupada por intervalos: [0-20[, [20-40][, [40-60][, [60-80[ e [80-
100[ que correspondem as classes 0, 1, 2, 3 e 4, respectivamente. A — classe 0; B —classe 1; C—classe 2; D — classe 3;
E — classe 4. As imagens sdo representativas dos niveis de danos obtidos no ensaio realizado.

Os resultados obtidos para as condi¢Oes testadas encontram-se representados na Figura
3.13. As amostras correspondentes ao controlo negativo, ou seja, células incubadas na
auséncia de composto ZM V, DMSO ou H,0,, apresentam a maioria das células nas classes 0
(46,6 %) e 1 (43,4 %) verificando-se a presenga de poucos danos.

Células incubadas com DMSO apresentam danos de todas as classes mas
maioritariamente na classe 0 (45,9 % das células) seguindo-se um decréscimo do numero de
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células presentes em cada classe em fun¢do do aumento da extensdo das quebras provocadas.
Comparativamente ao controlo negativo, estas células revelam danos um pouco mais severos.

A exposicdo das células ao composto ZM V numa concentracdo de 0,1 uM revela que a
maioria das células (39,4 %) apresenta danos de classe 1 embora também se encontre um
grande numero na classe 0, correspondendo a 35,1 % das células. As restantes classes
demonstram uma maior quantidade de células em compara¢do com o controlo negativo e com
o DMSO, sendo de 18,2; 6,2 e 1,2 para as classes 2, 3 e 4, respectivamente. Estes resultados
comprovam que o composto ZM V é capaz de provocar quebras no DNA, tal como esperado
apobs os ensaios de interacgao com o pDNA.

O H,0, é um forte indutor de quebras no DNA por via da formagao de ROS o que se traduz
em danos mais severos e, como tal, numa maior percentagem de DNA na cauda dos cometas.
Assim, as amostras incubadas com 0,05 % de H,0, apresentam a maioria das células (33,4 %)
com danos de classe 1, mas as classes 2, 3 e 4 também revelam uma grande percentagem de
células (27,5; 14,9 e 6 %) comparativamente com o controlo negativo e com o DMSO,
demonstrando que o H,0, provoca uma maior extensdao dos danos. O composto ZM V
apresenta um perfil de distribuicdo de danos semelhante ao H,0,, mas revela maior numero
de células nas classes inferiores (0 e 1) e menor nimero nas classes superiores (2, 3 e 4)
comparativamente com o H,0,.
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Figura 3.13 - Distribuicdo do nivel de danos apresentado por células HCT116 incubadas na auséncia de composto e
DMSO (controlo) ou na presenga de 0,1 % (v/v) de DMSO, 0,1 uM de ZM V ou 0,05 % (v/v) de H,0,. Os danos s3o
avaliados por percentagem de DNA na cauda do cometa, sendo contabilizados 100 cometas por lamina.

Para uma visualizacdo geral do nivel de danos apresentados em cada condicdo
determinou-se o valor médio de DNA presente na cauda do cometa (Figura 3.14). O controlo
negativo apresenta em média 23,0 % de DNA na cauda, um valor relativamente baixo tendo
em conta que estas células ndo foram expostas a nenhum agente anti-tumoral ou indutor de
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guebras no DNA. Assim, esta amostra é a que apresenta menores danos no DNA, tal como era
expectavel. A técnica de recolha de células pelo método de scraping pode induzir algum stress
nas células pelo que estas apresentam sempre alguma percentagem de quebras no DNA. Por
outro lado, o H,0, é o que apresenta maiores danos provocados, 40,68 % de DNA na cauda, o
que era previsivel tendo em conta a sua capacidade de inducao de quebras no DNA. A amostra
incubada com DMSO revela danos superiores ao controlo, 26,51 % de DNA na cauda. Células
incubadas com o composto ZM V apresentam em média 29,46 % de DNA na cauda, um valor
superior ao verificado nas células controlo e no DMSO, mas inferior ao do H,0,, comprovando
a capacidade do composto em clivar o DNA. Apesar deste resultado, o aumento de quebras no
DNA incubado com ZM V nao é tao significativo como esperado tendo em conta os resultados
obtidos para o ensaio de interacgao com o pDNA e o ensaio de marcagdao com Anexina V-FITC e
IP. Pode-se entdo supor que a toxicidade do ZM V possa ter um mecanismo de ac¢do para
outros alvos biolégicos para além do DNA, como por exemplo interacgdo com proteinas vitais
para a célula.
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Figura 3.14 - Representagdo grafica da média de percentagem de DNA na cauda do cometa para cada uma das
condi¢Bes estudadas em células tumorais HCT116: controlo negativo, 0,1 % (v/v) de DMSO, 0,1 uM de ZM V e 0,05
% (v/v) de H,0,. Os valores sdo relativos a média de trés ensaios independentes e as barras de erro representam o

erro padrdo em relagdo a média.

3.7. PROTEOMICA

Com o objectivo de estudar as vias celulares afectadas pela presenca do composto,
procedeu-se ao estudo da avaliacdo da expressdo proteica de células tumorais HCT116 apds
exposicdo a 0,07 uM de ZM V (concentracdo correspondente ao valor de ICs, relativo
determinado para esta linha celular) através de electroforese bidimensional (focagem
isoeléctrica e SDS-PAGE). Os géis obtidos foram analisados no programa Melanie 7.0, sendo as
proteinas identificadas por espectroscopia de massa Maldi-TOF.

62



Foram identificadas 36 proteinas distintas (Figura 3.15), das quais 14 apresentam
variacOes de expressdo significativas (Tabela 3.2). O nivel de expressdo da cada proteina foi
calculada pela razdo entre a intensidade do spot na amostra do composto e a intensidade do
spot no controlo (DMSO), considerando-se sub-expressdo para valores inferiores a 0,7 e sobre-
expressao para valores superiores a 1,5.
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Figura 3.15 — Géis resultantes de electroforese bidimensional de extractos proteicos de células tumorais HCT116
incubadas com (A) 0,15 % (v/v) de DMSO ou (B) 0,07 uM de ZM V durante 24 h. Os géis foram analisados no
programa Melanie 7.0. Os spots identificados representam proteinas com respectiva sigla do nome.

Tabela 3.2 — Proteinas identificadas nos géis resultantes da electroforese bidimensional com identificagdo do ponto
isoeléctrico (pl), massa molecular (MM) e variagdo da expressdo relativamente ao controlo, cujos valores resultam

da média de trés ensaios independentes. Valores inferiores a 0,7 foram considerados sub-expressdo e valores

superiores a 1,5 referem-se a sobre-expressao.

ACTG Actin, cytoplasmic 2 5,31 41765,8 0,587
ATPB ATP synthase subunit beta, 526 | 56524,6 2,366
mitochondrial
Complement component 1 Q
c1QBP subcomponent-binding protein, 4,74 31342,6 2,064
mitochondrial
CALR Calreticulin 4,29 48111,8 1,581
CALU Calumenin 4,47 37083,5 0,558
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DHE3 Glutamat.e dehydrogenase 1, 7,66 61359 2 1,947
mitochondrial
GDIR1 Rho GDP-dissociation inhibitor 1 5,02 23192,7 0,485
GSTP1 Glutathione S-transferase P 5,43 23341 2,119
HSPB1 Heat shock protein beta-1 5,98 22768,5 1,597
HSPD1 60 kDa heat shock protein, mitochondrial | 5,70 61016,4 1,830
P4HB Protein disulfide-isomerase 4,76 57080,7 1,874
PDIA3 Protein disulfide-isomerase A3 5,98 56746,8 1,891
TCPB T-complex protein 1 subunit beta 6,01 57452,1 1,601
TCTP Translationally-controlled tumor protein | 4,84 19582,6 3,031

As actinas pertencem a uma familia de proteinas do citoesqueleto que desempenham um
importante papel na contracgdo muscular, mobilidade celular e manutenc¢do da estrutura do
citoesqueleto (Dugina et al., 2009; Hofer et al., 1997; Chou et al., 1987). A y-actina, ou ACTG, é
uma proteina citoplasmatica expressa em células ndo-musculares essencial para a
sobrevivéncia da célula (Belyantseva et al., 2009; Dugina et al., 2009). A sub-expressdo de
ACTG pode ser um indicativo da existéncia de um mecanismo de remodelagdo do
citoesqueleto e, consequentemente, da alteracdo da forma da célula (Milli et al., 2011). Assim,
as alteracGes na organizacdo dos filamentos de actina, resultantes da sub-expressdo da
proteina ACTG observada em células expostas ao ZM V, sdo essenciais para o processo
apoptético, uma vez que, a formacdo de vesiculas membranares ocorrida durante a apoptose
estd associada a reducdo dos filamentos de actina (Guénal et al., 1997). Assim, pressupde-se
gue as modificagbes no citoesqueleto sdo uma consequéncia da resposta das células a ac¢do
do composto ZM V, contribuindo para as alteragées morfoldgicas caracteristicas da apoptose.

As células tumorais requerem alteracées metabdlicas como forma de resposta adaptativa
aos sinais proliferativos e as necessidades de crescimento e divisdo celular. Assim, estas células
trocam a producdo de ATP através de fosforilagcdo oxidativa pela producdo de ATP através de
glicdlise, que é um processo mais rdpido do que a fosforilagdo oxidativa e que proporciona
uma vantagem metabdlica para células proliferativas (Cairns et al., 2011; Weinberg et al.,
2010). Nesta via, a glutamina é convertida em glutamato que entra no ciclo do 4cido
tricarboxilico onde é convertido em a-cetoglutarato pela aminotransferase ou pela enzima
glutamato desidrogenase (denominada DHE3) (Cairns et al., 2011; Weinberg et al., 2010). Por
outro lado, a ATP sintase é uma proteina mitocondrial responsavel pela conversdo do ADP em
ATP através de fosforilagdo oxidativa, sendo a subunidade f do dominio F;, denominada por B-
F,-ATPase ou ATPB, correspondente a subunidade catalitica da ATP sintase (Zheng et al., 2011;
Maguire et al., 2006; Wall et al., 2001). Este componente encontra-se codificado no gene
ATP5B que se apresenta frequentemente sub-expresso em tumores humanos devido as
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alteragGes metabdlicas acima referidas (Willers et al., 2010; Maguire et al., 2006). Verifica-se
que a proteina DHE3, que estd envolvida no principal mecanismo de producdao de ATP em
células tumorais, se encontra sobre-expressa dando a indicacdo de um aumento metabdlico
nas células como resposta a presenca do composto ZM V e a necessidade de sintese de novas
proteinas e iniciacdo de cascatas bioldgicas. A proteina ATPB também se encontra sobre-
expressa dando indicacdo do aumento metabdlico da célula e da activacdo da producdo de
ATP pela fosforilacdo oxidativa. Tendo em conta os niveis de apoptose ja verificados em células
incubadas com ZM V é possivel que a mitocondria apresente danos, provocando a dissociacao
da ATPB e a sua inactivacdao levando, consequentemente, ao aumento compensatério da
sintese desta proteina.

A C1QBP (do inglés, complement 1q binding protein) é uma proteina globular que interage
com o primeiro componente da via classica do sistema do complemento, C1q (McGee et al.,
2011; Leigh et al, 1998). A C1QBP localiza-se na matriz mitocondrial e suprime a
permeabilidade mitocondrial constituindo um inibidor da apoptose por via intrinseca. A C1QBP
tem-se revelado importante na regula¢cdo de mecanismos de proliferacao celular e resisténcia
a morte celular induzida por compostos com capacidade anti-tumoral, encontrando-se sobre-
expressa em células HCT116 (McGee et al., 2011). E possivel observar um aumento dos niveis
desta proteina em células expostas ao ZM V indicando a activagdo dos mecanismos de
resisténcia aos danos mitocondriais como consequéncia da indugdao da apoptose pela via
intrinseca por parte do composto.

A calreticulina (CALR) é uma chaperona presente no reticulo endoplasmatico estando
envolvida em diversas fung¢des celulares, tais como regulacdo do folding de proteinas e
manutenc¢do da homeostasia do Ca”* (Michalak et al., 2009; Afshar et al., 2005). A translocagao
desta proteina para a superficie celular estad associada a apoptose, uma vez que funciona como
antigene tornando as células mais atractivas para a fagocitose e para o uptake por parte de
células apresentadoras de antigenes e células dendriticas (Oh et al., 2012; Pierrard et al., 2012;
Michalak et al., 2009). A libertagdo de Ca** a partir do reticulo endoplasmatico estd envolvida
na indugdo da apoptose. Assim, a sobre-expressio da CALR leva ao aumento do
armazenamento de Ca®* no reticulo endoplasmatico e ao aumento da libertacdo de citocromo
¢, resultando numa maior sensibilidade das células a apoptose (Michalak et al., 2009). Células
expostas ao ZM V apresentam sobre-expressdo da CALR promovendo a estimulacdo da
apoptose através da libertacdo de Ca®*, estando de acordo com os resultados obtidos no
ensaio de citometria de fluxo que revelou uma grande percentagem de células em apoptose.
Os niveis da CALR também tém de ser superiores, uma vez que a proteina é translocada para a
superficie celular onde ajuda no reconhecimento dos corpos apoptéticos por células
fagocitarias que irdo proceder a sua remogao.

A calumenina (CALU) pertence a uma familia de proteinas de ligacdo ao Ca®* denominada
CREC (do inglés, Cab45, reticulocalbin, ERC-55, calumenin) (Cho et al., 2009). Estas proteinas
localizam-se no reticulo endoplasmatico, mas a CALU é a Unica que se encontra distribuida por
toda a via secretéria (Ostergaard et al., 2006; Honoré e Vorum, 2000). A CALU esta associada a
libertagdo/captacdo do Ca’* pelo que alteracBes na sua expressdo s3o consistentes com
perturbacdes de Ca’* (Amodio et al., 2011). Esta proteina pode ainda ser translocada do
reticulo endoplasmatico para o citosol durante a paragem do ciclo celular e apoptose tardia,
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mas durante as fases iniciais da apoptose esta significativamente reduzida no citosol (Bull et
al., 2010). Como foi observado por citometria de fluxo, apds 48 h de incubacdo com ZM V as
células encontram-se maioritariamente em apoptose tardia pelo se pressupde que apds 24 h
de incubacdo (periodo utilizado no ensaio de protedmica) as células devem estar em fases
iniciais da apoptose, apresentando portanto baixos niveis de CALU no citosol devido a sua sub-
expressao ou degradacdo proteolitica (Bull et al., 2010).

A GDIR1 apresenta um importante papel no controlo de varias fungdes celulares através
da interacgdo com a familia de GTPases, na qual se insere a Racl (Zhang et al., 2005; Zhang et
al., 2003). A GDIR1 forma um complexo com a Racl impedindo que esta seja clivada pela
caspase 3 mantendo a Racl no seu estado activo (Zhang et al., 2005). A GDIR1 encontra-se
sobre-expressa em células tumorais de cancro colorectal e promove a resisténcia das células a
apoptose induzida por agentes quimioterapéuticos (Zhao et al., 2008; Zhang et al., 2005).
Neste caso, os baixos niveis de GDIR1 observados indicam que as células sdo susceptiveis a
apoptose induzida pelo ZM V, 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 inducdo da apoptose por um
agente anti-tumoral (Zhang et al., 2005). Pressupde-se assim que o ZM V tem capacidade de
contornar a resisténcia a apoptose promovida pela GDIR1. Estes resultados encontram-se de
acordo com o indicado no ensaio de citometria de fluxo e também pelas alteragGes na
expressao de proteinas como a CALR e a CALU.

A GSTP1 é um membro da familia das glutationas S-transferases que catalisam a
conjugacao de xenobidticos com a glutationa no processo de destoxificacdo para que sejam
removidos da célula (Han et al., 2013; Burns et al., 2005; Dang et al., 2005). Uma vez que, a
GSTP1 protege as células do stress oxidativo, o aumento da sua expressdo estd associado a
proteccdo das células contra a apoptose (Dang et al., 2005). Os niveis aumentados desta
proteina resultam da resposta celular a presenca do ZM V com a finalidade de proteger a
célula de danos ou até da morte celular. Apesar de o aumento de expressdo da GSTP1
corresponder a um mecanismo de defesa da célula também indica o tipo de ac¢do do ZM V,
uma vez que os niveis da proteina aumentam como consequéncia da formac¢do de ROS, que é
um processo bastante comum em complexos de cobre, como acontece com o composto bis(1-
10-fenantrolina)-cobre(ll) (da Silveira et al., 2008; Mookerjee et al., 2006). Este composto liga-
se ao sulco menor do DNA g, através de uma reaccdo semelhante a de Fenton, formam-se ROS
devido a reducdo do cobre pela glutationa ou pelo ascorbato, seguindo-se a oxidacdo do metal
na presenca de H,0, (Garcia-Giménez et al., 2009; da Silveira et al., 2008). Os ROS podem
entdo provocar a oxidagdo da ribose ou das bases (Dhar et al., 2003; Humphreys et al., 2002).

As HSP (do inglés, heat shock protein) podem actuar como chaperonas, regulando o
correcto folding das proteinas e facilitando o refolding, de forma a protegerem a célula do
stress induzido por hipoxia, choque térmico, privacdio de glucose, radicais toxicos,
carcinogénicos, terapia hormonal e quimioterapia (Zoubeidi e Gleave, 2012; Sarto et al., 2000).
As HSP estdo presentes no citosol, mitocondria, reticulo endoplasmatico, nlicleo e membrana
(Sarto et al., 2000). A expressdao da HSPB1 aumenta como resposta a quimioterapia, inibindo a
apoptose induzida pelos agentes anti-tumorais (Gibert et al., 2011). Esta resisténcia a
apoptose pode ser conseguida através de varios mecanismos, tais como inibicdo de
componentes das vias apoptdticas, inibicdo da activacdo de caspases através da captacdo do
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citocromo c citoplasmatico ou da interaccao com a caspase 3 e estabilizacdo dos filamentos de
actina prevenindo a disrupc¢do do citoesqueleto (Gibert et al., 2011; Concannon et al., 2003).
Desta forma, o aumento dos niveis de HSPB1 representa um mecanismo de defesa das células
contra os danos induzidos pelo ZM V, uma vez que executa a tradicional fungao de chaperona
na célula. Apesar da sobre-expressao de HSPB1, verifica-se que a ac¢do do composto ZM V leva
a indugdo da apoptose (ensaio de citometria de fluxo) e a desestabilizagdo dos filamentos de
actina (sub-expressdo da ACTG), demonstrando que este mecanismo de defesa pode estar
comprometido ou pouco activo.

A HSPD1 é uma proteina associada a matriz mitocondrial essencial para o transporte de
proteinas do citoplasma para a mitocéndria. Em células proliferativas, a pré-caspase 3 forma
complexos com a HSPD1, mas durante a apoptose a pré-caspase 3 é activada e dissocia-se da
HSPD1, que por sua vez se liberta da mitocondria. No citosol a HSPD1 acelera a maturagdo da
pro-caspase 3 através da activacdo de proteinas a montante da cascata apoptética assumindo
uma fungdo proé-apoptética (Ciocca et al., 2013; Sarto et al., 2000). Em condi¢gdes que
estimulam a apoptose, como demonstrado pela exposi¢do das células HCT116 ao composto
ZMV, a HSPD1 encontra-se sobre-expressa pelo que deve estimular a activagdo da caspase 3 e,
consequentemente, ajudar na execugao da apoptose.

As PDI (do inglés, protein disulfide-isomerase) sao enzimas do reticulo endoplasmatico
onde podem funcionar como chaperonas, estando envolvidas no folding de proteinas. As
proteinas PDIA3 e P4HB fazem parte da familia PDI e a sua expressdo aumenta como resposta
ao stress celular (Pierrard et al., 2012; Pressinotti et al., 2009; Gruber et al., 2006). Assim, a
sobre-expressao destas duas proteinas revela a activacdo de mais um mecanismo de defesa
contra os danos provocados pelo ZM V.

A TCPB é uma chaperona citoplasmatica que promove o folding de proteinas num
processo dependente de ATP, entre as quais se destacam os principais constituintes do
citoesqueleto, a actina e tubulina, e muitas proteinas envolvidas na progressao do ciclo celular,
tais como as ciclinas E e B (Boudiaf-Benmammar et al., 2013; Pierrard et al., 2012; Brackley e
Grantham, 2009). Assim, baixos niveis de TCPB estdo associados a inibicdo da proliferacdo
celular, paragem do ciclo celular e apoptose (Boudiaf-Benmammar et al., 2013). A sobre-
expressdo desta proteina da indicacdo de que ndo ocorre paragem do ciclo celular pois
contribui para a expressdo das ciclinas E e B que estdo associadas a transicdo G1/S e G2/M,
respectivamente (Garrett, 2001). Este resultado vai de encontro ao obtido no estudo da
progressdo do ciclo celular por citometria de fluxo, que ndo revela paragem do ciclo mas sim
um ligeiro atraso na progressdo do mesmo. Tal como outras chaperonas, também a TCPB se
encontra incluida no mecanismo de defesa da célula contra a accdo de agentes anti-tumorais,
como poderad ser potencialmente o ZM V.

A TCTP é uma proteina citoplasmatica que se associa a tubulina durante o ciclo celular.
Assim, a TCTP encontra-se ligada aos microtubulos durante as fases G1, S, G2 e no inicio da
mitose e ligada ao fuso durante a mitose, desligando-se na transicdo metafase/anafase (Arcuri
et al., 2004; Yarm, 2002; Gachet et al., 1999). A sobre-expressdo de TCTP provoca alteragoes
na morfologia e citoesqueleto da célula, estabiliza os microtubulos provocando o atraso do
inicio da mitose e, consequentemente, leva ao atraso do crescimento e proliferacdo celular
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(Arcuri et al., 2004; Gachet et al., 1999). Assim, os elevados niveis de TCTP observados em
células expostas ao ZM V revelam um possivel atraso na divisdo celular e altera¢des na
proliferacdo celular devido a estabilizacdo dos microtubulos, resultados esses que vao de
encontro aos ja obtidos por citometria de fluxo no estudo da progressao do ciclo celular e
também no ensaio de marca¢cdo com Hoechst 33258, no qual é observavel a diminuicdo de
células em divisdo celular comparativamente com a amostra controlo. A TCTP também
interage com a Bcl-XL, uma proteina anti-apoptdtica, promovendo a proteccdo das células
contra a apoptose (Wong, 2011; Yao et al.,, 2009). Em estudos realizados por Yao e
colaboradores (2009), a incubacdo de 24 h com a oxaliplatina revelou um aumento dos niveis
de TCTP, estimulado pela presen¢a do composto, seguindo-se um decréscimo desses niveis as
48 e 72 h de incubagado, possivelmente devido a resposta apoptética. Desta forma é possivel
gue a sobre-expressdo observada nas células HCT116 expostas ao ZM V seja a resposta inicial a
presenga do composto e que esses valores diminuam com um maior periodo de incubacao.

No geral, o estudo do proteoma de células HCT116 expostas ao composto ZM V revela
dois tipos de resposta: uma que se encontra directamente associada ao efeito anti-tumoral do
composto e que leva ao aumento dos niveis de proteinas pré-apoptdticas, como é o caso da
CALR, CALU, HSPD1 e TCTP, e outro efeito que resulta da tentativa de sobrevivéncia da célula
aos danos introduzidos pela ac¢do do ZM V, através da activacgdo de mecanismos anti-
apoptéticos. Seria pertinente proceder ao estudo do proteoma de células HCT116 incubadas
com composto ZM V durante maiores periodos de tempo com o objectivo de verificar o nivel
de expressdo das proteinas ao longo do tempo de forma a comprovar os mecanismos de
adaptacdo celular acima referidos. Este ensaio permitiria avaliar as variagdes de expressao de
proteinas inerentes aos mecanismos de resisténcia e adaptacdio ao composto ZM V
fornecendo, desta forma, respostas mais concretas do mecanismo de ac¢do do ZM V.

No entanto, pode-se pressupor que o composto ZM V apresenta um campo de acgdo
abrangente provocando danos em diversos componentes biolégicos obtendo-se como
resposta alteragdes no citoesqueleto, na homeostasia do Ca** e no metabolismo energético. E
possivel que os danos sejam induzidos pela producdo de ROS, que sdo fortes indutores de
danos oxidativos por toda a célula, pois verifica-se um aumento dos niveis de GSTP1 e também
de proteinas que sdo estimuladas na presenca de stress oxidativo para protec¢do das células,
como é o caso da HSPB1, da P4HB e da PDIA3. Neste sentido foram realizados ensaios
especificos para deteccdo de ROS, nomeadamente ensaios de detec¢do de actividade da
glutationa S-transferase e de peroxidacdo lipidica, e ensaios de actividade da catalase e da
superoéxido dismutase.
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3.8. DETECCAO DE ROS

Os complexos de cobre induzem a formacdao de ROS, tais como radicais superdxido e
hidroxilo, através das reaccdes de Fenton e de Haber-Weiss causando danos em
macromoléculas como o DNA, proteinas e lipidos (Han et al., 2013; lakovidis et al., 2011). Com
a realizacdo do ensaio de Comet verificou-se que o composto ZM V provoca quebras no DNA
possivelmente devido a formacdo de ROS. Desta forma, procedeu-se ao estudo de uma enzima
de stress oxidativo, GST, e do composto MDA, derivado de peroxidacdo lipidica, a fim de
estudar este mecanismo de acc¢do. Realizou-se entdo a incubacdo de células tumorais HCT116
com 0,1 % (v/v) de DMSO e 0,05 uM de ZM V efectuando-se de seguida a extraccdo da
proteina total que foi utilizada nos ensaios de detec¢do de ROS.

3.8.1. ENSAIO DA GLUTATIONA S-TRANSFERASE

A GST é uma enzima de destoxificacdo de fase Il capaz de conjugar xenobidticos com
substratos endégenos sollveis em 4gua, como a GSH, tornando-os mais susceptiveis de serem
removidos da célula (Burns et al., 2005; Sheehan et al., 2001). A GST também pode estar
envolvida no mecanismo de defesa contra danos oxidativos (remogdo de ROS) e catalisa a
conjugacao com ligandos enddgenos e reacgdes da via metabdlica ndo associada a
destoxificacdo (Han et al., 2013; Burns et al., 2005; Sheehan et al., 2001).

A GST catalisa a conjugac¢do do CDNB a GSH originando o produto GS-DNB, cuja variagao
da absorvancia foi estudada, sendo que o seu aumento é directamente proporcional a
actividade da GST presente na amostra. Procedeu-se a adicdo de uma solucdo contendo o
substrato (GSH e CDNB) a amostra proteica obtida das células HCT116, realizando-se de
seguida a leitura da absorvancia a 340 nm ao longo do tempo.

Para as amostras incubadas com DMSO e com ZM V (Figura 3.16) observou-se um
aumento da absorvancia ao longo do tempo indicando maior quantidade do produto GS-DNB
e, consequentemente, um aumento da actividade da enzima GST com o decorrer do tempo.
No entanto, células expostas ao ZM V revelam valores superiores de absorvancia
comparativamente ao controlo.

69



1,2 ~ BDMSO mZMYV

0,8 -

Abs (UA)
o
a

0,4 1

1 2 3 4 5
Tempo (min)

Figura 3.16 — Variacdo da absorvancia a 340 nm do composto GS-DNB ao longo do tempo. As células HCT116 foram
expostas a 0,1 % (v/v) de DMSO e 0,05 uM de ZM V durante 24 h realizando-se, de seguida, a extrac¢do da proteina
total a qual foi adicionada uma solugdo contendo o substrato (GSH e CDNB). Procedeu-se, seguidamente, a leitura
das absorvancias a 340 nm durante 8 min, retirando os valores a cada 1 min, de trés replicados. Os valores de
absorvancia apresentados correspondem a média dos triplicados e as barras de erro representam o erro padrdo em
relagdo a média.

Determinou-se o valor da actividade da GST, que foi depois normalizado em rela¢do a
concentragao do extracto proteico total, sendo o desvio padrao representado pelo coeficiente
de variagdo. Na amostra controlo, a GST apresenta uma actividade de 635,10 (+ 4 %)
pumol/min/umol de proteina e na amostra incubada com o ZM V um valor de 817,73 (+ 7 %)
pumol/min/umol de proteina, comprovando-se que a presenca do composto induz uma maior
actividade da enzima. Uma vez que a GST se encontra envolvida no mecanismo de proteccdo
contra o stress oxidativo (Burns et al., 2005; Sheehan et al., 2001), o seu aumento de
actividade em células expostas ao ZM V pode denunciar a necessidade da enzima para
remogao do ROS produzido. Tal como referido anteriormente, o ensaio de scavengers seria util
para a distincdo entre clivagens hidroliticas e oxidativas do pDNA, sendo mais um indicativo da
formacdo ou ndo de radicais livres. Para validacdo dos resultados obtidos seria necessario
proceder a realizagdo de um controlo negativo (sem adicdo de DMSO ou ZM V) e de um
controlo positivo, por exemplo o H,0,, de modo a comparar a actividade da GST na presenca
de ZM V com condi¢Bes sem stress oxidativo, na qual a actividade da GST devera ser baixa, e
também com condi¢Bes que potenciam uma grande actividade da enzima, uma vez que o H,0,
é um conhecido indutor de ROS.

O ensaio de protedmica revelou niveis elevados de GSTP1 em células incubadas com ZM
V, que esta de acordo com o resultado obtido para este estudo da actividade da GST,
denunciando a necessidade das células expressarem maiores quantidades da enzima e em
aumentar a sua actividade, com a finalidade de promover a ligacdo de moléculas prejudiciais
com a GSH para sua remogdo das células. Em conjunto ambos os ensaios indicam que o
composto ZM V é um possivel indutor de ROS.
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3.8.2. ENSAIO DE PEROXIDAGAO LIPiDICA

Para além do DNA, outros componentes celulares também estdo sujeitos a ac¢ao dos
ROS, tais como os fosfolipidos da membrana celular que sdo bastante sensiveis a oxidacdo e
que frequentemente sdo alvo de danos por parte de radicais (Niki, 2009; Valko et al., 2004). A
peroxidacao de lipidos membranares provoca diminuicdo da fluidez da membrana, inactivacao
de receptores membranares, aumento da permeabilidade aos ides e, por vezes, ruptura da
membrana, embora o stress oxidativo desencadeie principalmente a via intrinseca da apoptose
(Sodergren, 2000).

O MDA é um dos principais produtos da peroxidagdo lipidica, podendo reagir com as
bases do DNA para formar aductos (Valko et al., 2004). As TBARS, que incluem o composto
MDA, sdo utilizadas como marcadores da peroxidacdo lipidica (Niki, 2009). O TBA reage com o
MDA formando o complexo MDA-TBA,, que pode ser quantificado por leitura do maximo de
absorvancia a 532 nm (Sédergren, 2000).

Determinou-se concentracdes de MDA-TBA, de 34,53 (+ 8,8) e 47,91 (+ 24,8) nmol/mg de
extracto proteico para amostras incubadas com DMSO e com ZM V, respectivamente (Figura
3.17). Verifica-se, no caso de células expostas ao ZM V, uma maior concentracdo de complexo
MDA-TBA, comparativamente a amostra controlo (DMSO). Uma vez que este complexo é
directamente proporcional ao MDA presente numa amostra, entdo pode-se afirmar que na
amostra incubada com ZM V existe maior concentracdao de MDA do que na amostra controlo.
Tratando-se o MDA de um produto da oxidac¢do de lipidos, entdo maiores concentra¢des deste
produto estdo associadas a maiores quantidades de ROS presentes nas células. Assim, pode-se
pressupor que células expostas ao ZM V apresentam maior peroxidacdo lipidica como
resultado da ac¢do dos ROS formados pelo composto. Para confirmagdo destes resultados
seria necessario a determinag¢do da concentracdo de MDA num controlo negativo (sem adicdo
de DMSO ou ZM V) e num controlo positivo, utilizando por exemplo o H,0,. Desta forma, seria
possivel verificar se o valor de MDA obtido para a amostra incubada com ZM V é significativo.
Também seria interessante testar outras concentragdes de ZM V de forma a estudar a resposta
das células e verificar se a concentracdao de MDA formada é dependente da concentracdo de
composto utilizada.
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Figura 3.17 — Concentragdo de complexo MDA-TBA, presente em cada amostra. Células tumorais HCT116 foram
expostas a 0,1 % (v/v) de DMSO e 0,05 uM de ZM V durante 24 h, realizando-se de seguida a extrac¢do da proteina
total que foi utilizada para reacgdo com o TBA. Os valores sdo relativos a média dos duplicados e as barras de erro
correspondem ao erro padrdo em relagdo a média.

Através do ensaio de peroxidagdo lipidica e do ensaio da GST pode-se pressupor que o
composto ZM V leva a produgdo de ROS nas células tumorais que irdo afectar tanto o DNA,
provocando quebras no mesmo, como outras proteinas susceptiveis a oxida¢do, como é o caso
dos fosfolipidos. A acgdao dos ROS provoca entdo varios danos na célula com consequéncias
graves para o funcionamento da mesma levando por fim a morte celular, provavelmente pela
activagdo da via intrinseca da apoptose, uma vez que esta é a via mais frequentemente
desencadeada pelo stress oxidativo e pela ocorréncia de danos no DNA (Wong, 2011;
Sédergren, 2000).

O estudo do proteoma de células HCT116 expostas ao ZM V revelou o aumento dos niveis
de proteinas associadas a resposta contra o stress oxidativo, como a HSPB1, a PAHB e a PDIA3.
Este resultado serve de suporte a possibilidade de o ZM V induzir a formagao de ROS, mas para
confirmacgdo deste mecanismo seria necessario realizar o ensaio de scavengers e determinar a
actividade de outras enzimas envolvidas no stress oxidativo, como por exemplo a catalase e a
superoéxido dismutase.
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4. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

Com o objectivo de estudar o potencial anti-tumoral de um complexo de cobre, designado
ZM V, procedeu-se primeiramente a avaliacdo do seu potencial citotoxico. A exposicdo de
células tumorais HCT116, HepG2 e MCF-7 ao composto revelou uma acentuada diminuicdo da
viabilidade celular determinando-se valores de IC5, de 0,065, 0,187 e 5,401 uM,
respectivamente. O composto ZM V apresenta maior actividade anti-proliferativa
comparativamente com a cisplatina, mas relativamente a DOX tem menor actividade em
células MCF-7. De seguida, avaliou-se a toxicidade do composto em células ndo-tumorais de
fibroblastos e MCF-10A determinando-se valores de ICs, de 7,002 e 16,01 uM,
respectivamente, verificando-se assim que o composto tem maior toxicidade em células
tumorais.

O potencial apoptdtico do composto foi avaliado através de marcagao das células HCT116
e HepG2 com Hoechst 33258, verificando-se condensac¢dao da cromatina e fragmentagdo
nuclear que correspondem a caracteristicas tipicas da apoptose. Através da dupla marcagao de
células HCT116 com Anexina V-FITC e IP observou-se, por citometria de fluxo, uma diminuicao
em 50 % das células vidveis e um aumento de aproximadamente 5 vezes das células em
apoptose inicial e de 3 vezes para células em apoptose tardia, sendo nessa fase que se
encontravam a maioria das células expostas ao composto. O numero de células necrdticas ndo
apresentou variagGes pelo que se conclui que o principal mecanismo de morte celular
desencadeado pelo composto é a apoptose. O estudo da expressdo de genes apoptoticos
através de RT-PCR demonstrou um aumento da razdo BAX/BCL-2 a partir das 3 h de incubacdo,
indicativo na iniciacdo da cascata apoptdtica, e um aumento da expressdo de CASP3 a partir
das 6 h de exposicao, indicativo do inicio da execug¢do do processo apoptdtico. Conjuntamente
com os ensaios anteriores verifica-se, mais uma vez, que a acgao do composto ZM V passa pela
indugdo do processo apoptotico.

As células HCT116 expostas ao ZM V parecem apresentar um ligeiro atraso na progressao
do ciclo celular, uma vez que, apds 8h de incubagdo apresentam maior numero de células em
G0/G1 e em S e menor nimero em G2/M comparativamente com a amostra controlo. Para a
exposicdo de 24 h com ZM V verificou-se um menor nimero de células em GO/G1 e maior
nimero em S e G2/M, relativamente ao controlo. Contudo, o efeito observado ndo foi muito
acentuado pelo que serd necessario outros estudos que comprovem o atraso na progressdo do
ciclo celular. Pretende-se portanto realizar o estudo da expressdao de genes envolvidos na
regulacdo do ciclo celular, especificamente das ciclinas D1, D2, D3 e E2 e das cdk2, 4 e 6,
através de RT-PCR.

Estudos de espectroscopia de absorcdo indicaram a existéncia de interaccdo com o CT-
DNA possivelmente por ligacdo do composto aos sulcos do DNA, uma vez que foi observado
hipocromismo sem efeito batocromico, o que indica que ndo ocorre intercalagdo. Determinou-
se o valor da constante de ligacdo para o composto, 1,39 x 10° M7, gue se mostra inferior ao
da DOX, indicando que o0 ZM V tem menor capacidade de ligacdo ao DNA. Estudos de clivagem
do pDNA apontam para a ocorréncia de quebras em cadeia dupla, pois a forma | foi convertida
directamente na forma Ill, sendo que para quebras em cadeia simples se verificaria a
passagem da forma | para a Il e sé depois para a forma lll, caso que ndo se observou para este
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composto. O mecanismo de clivagem do DNA por complexos de cobre pode ocorrer por via
hidrolitica ou por via oxidativa (Li et al., 2009), pelo que seria interessante identificar qual dos
mecanismos é adoptado pelo ZM V. Para tal, pretende-se realizar o ensaio de scavengers
através do qual é possivel distinguir ambos os processos, fornecendo também indicacdo da
capacidade do ZM V em produzir ROS. O ensaio Comet realizado em células HCT116 permitiu,
igualmente, confirmar que o composto ZM V induz quebras no DNA.

O estudo do proteoma de células HCT116 revelou alteracdes nos niveis de varias
proteinas envolvidas em diversas vias bioldgicas. A diminuicdo dos niveis de ACTG contribuem
para a destabilizacdo do citoesqueleto contribuindo para as alteragdes morfoldgicas
caracteristicas da apoptose. A sobre-expressdo de C1QBP sugere a activagdio de um
mecanismo de resisténcia aos danos mitocondriais podendo ser indicativo da indug¢do da
apoptose por via intrinseca. A CALR e a CALU estdo envolvidas na homeostasia do Ca** e as
suas sobre e sub-expressdo, respectivamente, denunciam maior sensibilidade das células a
apoptose. A CALR também se encontra envolvida com o reconhecimento de células
apoptéticas por células fagocitarias pelo que a sua sobre-expressao denuncia a activa¢ao do
processo apoptdtico. A GDIR1 promove a resisténcia a apoptose, mas os baixos niveis
verificados indicam um aumento da apoptose. As HSP estdo geralmente associadas com a
resisténcia a apoptose, tal como acontece com a HSPB1, mas a HSPD1 tem uma fun¢do um
pouco diferente perante condi¢Ges apoptéticas contribuindo para a activagdo da proé-caspase
3. ATCPB e a TCTP estdo envolvidas na progressado do ciclo celular e os elevados niveis destas
proteinas confirmam que ndo ocorre paragem do ciclo celular, mas sim um possivel atraso do
mesmo. O aumento das proteinas DHE3 e ATPB sdo consequéncia de alteragdes no
metabolismo energético da célula. A GSTP1 protege as células contra o stress oxidativo, sendo
gue a existéncia de maiores niveis desta proteina indicam a possivel formacdo de ROS por
parte do composto. De forma geral, a analise protedmica confirmou os resultados ja
verificados, que o composto ZM V induz a apoptose, possivelmente devido a formagao de ROS,
podendo ainda interferir com a progressdo do ciclo celular. Uma vez que se verificou a
activacdo de algumas proteinas envolvidas em mecanismos de resisténcia seria pertinente
proceder ao estudo do proteoma em células incubadas com o composto durante diferentes
periodos de tempo de forma a avaliar a variacdo da expressdo dessas proteinas, confirmando
os mecanismos de adaptacdo celular e obtendo respostas mais concretas acerca do
mecanismo de ac¢do do ZM V.

O ensaio de detecgdo de ROS revelou um aumento da actividade da GST, responsavel pela
remocdo de ROS (Sheehan et al., 2001), e também de MDA, o principal produto da
peroxidacado lipidica (Valko et al., 2004). Estes resultados indicam a possivel formac¢do de ROS
como consequéncia da ac¢do do composto ZM V, mas sdo necessarios ensaios adicionais para
a sua confirmacdo. Para tal, deve proceder-se a determinagdo da actividade de outras
proteinas envolvidas no stress oxidativo, tais como a catalase e a superdxido dismutase, e
ainda proceder a incubacdo das células com outras concentracGes de composto para verificar
o seu efeito nas proteinas e moléculas indicadas.
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ANEXO

Anexo | — Poster intitulado Anti-proliferative activity and biological targets of Pt(ll) and Cu(ll)
compounds.
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Background

i (11) (cisplatin), the first platinum compound applied to cancer therapy!!, was synthesized
in 1845, but its ant:-tumor activity was only described in 1965 by Rosenberg, being approved for clinical used in 1978 12/,
This agent showed great anti-tumor activity in different cancer types, particularly in testicular cancer, and others such as
ovarian, bladder and head and neck malignancies l. However, there were reported the development of toxicity in
healthy tissues after cisplatin tr such as neph ity, and even the existence of acquired or intrinsic
resistance 2/, The drawbacks address to this platinum agent lead to a d d of new or llic compounds that
have great anti-tumor potential and even to overcome the side effects and tumor resistance problems of cisplatin and
other chemotherapeutic agents >4/, Therefore, being cisplatin a very effective chemotherapeutic agent, the search of
new compounds is focused in platinum-based therapy [2. Trans configured platinum complexes have gain a major
importance in this matter once they demonstrated anti-tumor activity equal to cisplatin and shown to be able of
overcoming the resistance problems of tumor cells to cisplatin, mainly because of the distinct adducts formed by these
ds 5!, Copper pounds have been also a focus in the discover of new anti-tumor compounds due to their
different mechanism of action and toxicity compared to platinum compounds, having demonstrated great success in the
treatment of tumorsthat are poor sensitive or acquired resistance to platinum drugs [4l.
In this work we have assessed and characterized the anti-tumor properties of a trans-[PtCl,{RC(=O)N=CN-(H)C(Me),~
CH,CH,},] (R=CH,CO,Me) Pt complex and two copper (Cu) compounds, regarding:
I Cytotoxicity against tumor cell lines and selectivity for malignant cells
Il Mechanism of induced cell death
1Il. Interferencein cell cycle progression

IV. DNA interaction

Loss of cell viability induced by the Pt(Il) complex and the two Cu(ll) compounds was assessed by MTS colorimetric assay
in human colorectal (HCT116) and hepatocellular (HepG2) carcinomas. The cells were treated with increasing
concentrations of the three compounds and incubated for 48h at 37°C, 5% CO, (v/v) and 99% of relative humidity.
C ! y was also evall d by MTS colorimetric assay in human non-tumorfibroblasts.

Cell death wasevaluated by:

I. fluorescence microscopy after Hoechst 33258 staining of HCT116 and HepG2 cells.

Il flow cytometry analysis with double-stained Annexin V-FITC/ Pl in HCT116 cells.

For both assays the cells were incubated in the presence of increased concentrations of the Pt(ll) complex and the Cu(ll)
compounds for 48h at 37°C, 5% CO, (v/v) and 99% of relative humidity.

Cell cycle prog was d by flow cy y with PI staining of HCT116 cells incubated with Pt(ll) complex
and the Cu(ll) compounds for 4h and 8h, respectively, at 37°C, 5% CO,(v/v) and 99% of relative humidity.

Fig. 2: Fluorescence microscopy images of Hoechst 33258 staining HCT116 cells (A) untreated (0.2% DMSO) and treated with (B) 35 uM of Pt(il)
complex, (C) 0.1 uM of Cu(ll) compound 1, and (D) 0.1 uM of Cu(ll) compound 2. Cells were incubated with DMSO and the compounds for 48h.
Nuclear ion and chromatin are indicated by arrows. This was also observed for HepG2 cells (data not shown).

After incubation of HCT116 and HepG2 tumor cell lines with the Pt(ll) complex and the two Cu(ll) compounds nuclear
and fr typical hological features of ic cells, were ob d by fluorescence

microscopy.
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Fig. 3: Flow cytometry analysis after double-stained with annexin-V/FITC and PI of HCT116 cells. (A) Cells untreated (0.2% DMSO) and treated
with the Pt(ll) complex at 35 uM and 45 uM; (B) Cells untreated (0.1% DMSO) and treated with the two Cu(ll) compounds at 0.05 uM and 0.1 pM.
Cells were incubated in the presence or absence (vehicle control) of the compounds for 48h.

Flow cytometry analysis with double staining with annexin V-FITC and Pl was used to confirm the induction of the
apoptotic process in HCT116 cells by the Pt(l1) complex and both Cu(ll) compounds. At a concentration of 35 uM of the
Pt(11) complex it was induced 32.5% of apoptotic cells by contrast with only 2.2% of necrosis. However, the low number
of apoptotic cells and the higher percentage of viable cells expected at this concentration (Fig. 1), might suggest a
possibly interference of the Pt(ll) complex in cell cycle progression instead of inducing apoptosis. In the other hand both
Cu(ll) compounds at 0.05 uM induced a higher percentage of apoptosis, 59.7% of apoptotic cells, and only 3.4% (Cu(ll)
compound 1) and 4.5% (Cu(ll) compound 2) of necrotic cells.

A B

Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) was realized using plasmid DNA pBSKII (Agilent Technologies) (200 ng) oG E— 0.05uM Cu(t) 0.05uM Cu(i)
incubated with increasing concentrations of the Pt(ll) complex and both Cu(ll) compounds in 50 mM Tris-HC| 10 mM NaCl - t " el
(pH 7.25) buffer, with a final volume of 20 uL, for 24h at 37°C. Samples were separated electrophoretically in an 0.7%
(w/v) agarose gel in TAE 1x buffer and analyzed by densitometry. H
i H
h | . 3 . . £ H
Chr b were d using chinese hamster pulmonary fibroblasts (V79 cells) treated with 5, 10 and H 3
20 uM of the Pt(ll) complex, 1.5 uM of Mitomycin C (positive control) and 1% (v/v) of DMSO (vehicle control), and % ]
incubated for 14h at 37°C, 5% CO,(v/v) and 99% of relative humidity. Colchicine (4 mg/mL) was added to each tube and #
cells were incubated for 2h in same conditions, fixed with a solution of methanol/acetic acid (3:1 (v/v)) and stained with
Giemsa. Chromosomal aberrations were evaluated using optical microscopy. v > ged
Propidium iodide Propidium iodide
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2 ‘ BHCT116 0 20 D) untreated (0.1% DMSO) and
S 8 ‘: 0 treated with 0.05 uM of Culll)
o
2w \ E e : i Fe s e compounds 1and 2 for 8h.
*
> 40 20 ‘ Cell cycle progression as a mechanism of action of the three compounds was evaluated by flow cytometry after Pl staining.
% ‘ HCT116 cells exposed to Pt(ll) complex after 4h demonstrated that the complex is able to interfere with cell cycle progression
£ 20 since a greater number of cells in S phase (approximately 70.6%) and a smaller number of cells in GO/G1 and G2/M phases
T 0 ‘ (around 18.6% and 10.3%, respectively) comparing to control (0.2% DMSO) were observed. In the other hand, the effects of
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[Pr{1) complex] (M) o) e ] Cu(ll) compounds is higher than those of th | (0.1% DMSO): 30.3% and 27.5%, for Cu(ll) compounds 1 and 2,
C D respectively, and 22% for the control. These cell cycle alterations in the presence of the Pt(ll) complex and the two Cu(ll)
= 100 T 100 compounds are being validated by measuring the mRNA levels of cyclins and cyclin-dependent kinases (CDKs) by Real Time PCR.
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The three compounds showed in vitro cytotoxicity against the two human tumor cell lines HCT116 and HepG2 in a dose
dependent manner (Fig. 1). It was determined IC50 values of 35 uM and 45 pM, respectively for HCT116 and HepG2, in the
presence of the Pt(ll) complex, and IC50 values of 0.06 uM and 0.2 pM for both Cu(ln) compound 1 and 2 in HCT116 and
HepG2, respectively. Additionally, we were able to observe some I cells, since the

incubation of human non-tumor fibroblasts in the presence of the three compounds showed hvgher 1C50 values compared
with HCT116 and HepG2 tumor cell lines.

induce the formation of adducts in DNA. However, like it was observed in V79 cells, it seems that the Pt(ll) complex does
not have genotoxic effects once it did not induce chromosomal aberrations in these cells; it is believed that this Pt(ll)
complex has not the capacity to enter in the cells, neither in the nucleus, to induce DNA damage (data not shown). All
these data possibly indicate that the Pt(ll) complex interacts with other cellular targets such as proteins. Our group is
currently performing proteomic assays to confirm this hypothesis. However , the two Cu(ll) compounds might induce DNA
double strand breaks when interacting with DNA by direct exposure. Nevertheless, in order to confirm this hypothesis
single cell gel electrophoresis assays (comet assay) for both compounds are under study.
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