Kelly Veiga

Licenciada

Complexos de Escorpionato: Papel Biologico como

Potenciais Agentes Anti-Tumor

Dissertacéo para obtencdo do Grau de Mestre em

Genética Molecular e Biomedicina

Orientadora: Maria Alexandra NUncio de Carvalho Ramos Fernandes,
Professora Doutora, FCT/UNL

Co-orientadora: Marta Sofia Lopes Martins, Professora Doutora, ULHT

Jari:

Presidente: Doutor José Paulo Sampaio — FCT / UNL
Arguente: Doutor Anténio Sebastido Rodrigues — FCM / UNL

Vogal: Doutora Maria Alexandra Nuncio de Carvalho Ramos Fernandes — FCT / UNL

FACULDADE DE
c t CIENCIAS E TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE NOVA DE LISBOA

Setembro 2011






Universidade Nova de Lisboa
Faculdade de Ciéncias e Tecnologia

Departamento de Ciéncias da Vida

Kelly Veiga

Licenciada

Complexos de Escorpionato: Papel Bioldégico como

Potenciais Agentes Anti-Tumor

Dissertacéo para obtencdo do Grau de Mestre em

Genética Molecular e Biomedicina

Orientadora: Maria Alexandra Nuncio de Carvalho Ramos Fernandes,
Professora Doutora, FCT/UNL

Co-orientadora: Marta Sofia Lopes Martins, Professora Doutora, ULHT

Monte de Caparica

2011






Complexos de Escorpionato: Papel Biol6gico como Potenciais Agentes Anti-Tumor.

Copyright Kelly Veiga, FCT/UNL, UNL

A Faculdade de Ciéncias e Tecnologia e a Universidade Nova de Lisboa tém o direito, perpétuo e sem limites
geograficos, de arquivar e publicar esta dissertacao através de exemplares impressos reproduzidos em papel ou
de forma digital, ou por qualquer outro meio conhecido ou que venha a ser inventado, e de a divulgar através de
repositérios cientificos e de admitir a sua copia e distribuicdo com objectivos educacionais ou de investigacao,
ndo comerciais, desde que seja dado crédito ao autor e editor.






DEDICATORIA:
Ao Normando, Zulmira, Toni e Bruno,

"Il est libre Max avec ¢a famille y’en a méme qui dises qui les ont vue voler!"






AGRADECIMENTOS

Este espaco é dedicado as pessoas e instituicGes que permitiram a concretizacao deste trabalho
de investigacdo, no ambito do meu mestrado em Genética Molecular e Biomedicina, que decorreu nos
Gltimos meses. A todos deixo aqui 0 meu sincero agradecimento.

As Professoras, Doutora Alexandra Fernandes e Doutora Marta Martins obrigada.

A instituicdo de acolhimento, a Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias por ter

permitido a realizacdo de todo o trabalho cientifico.

Ao Centro de Quimica Estrutural do Instituto Superior Técnico e a aluna de Doutoramento
Telma Silva, por ter cedido os compostos em estudo; ao Laboratoire de Spectrométrie de Masse et de
Chimie Laser da Universidade Paul Verlaine coordenado pelo Doutor Patrick Chaimbault e ao aluno
de Doutoramento David da Silva e ao Instituto National de Satde Doutor Ricardo Jorge coordenado
pela Doutora Tania Simdes, por se terem disponibilizado na realizagdo da identificacdo dos spots da
protedmica e ainda ao Research Institute for Medicines and Pharmaceutical Sciences da Faculdade de
Farméacia da Universidade de Lisboa, coordenado pela Professora Doutora Cecilia Rodrigues e ao
Doutor Pedro Borralho por me ter orientado na concretizagdo dos ensaios de MTS. Todos juntos
permitiram a realizagdo desta dissertacdo de mestrado e por isso deixo aqui 0 meu MUITO
OBRIGADA!

A todos 0s meus colegas de laboratério, Vanda, Ana Silva, Daniel, Jodo, Luis, Marina, Ana
Sousa, Helena, pelas constantes trocas de ideias, criticas e conselhos, por toda a entre-ajuda, espirito

de equipa e amizade, dentro e fora do laboratério.

A Daniela Presa, amiga de sempre e para sempre. Obrigada por estares ao meu lado na altura

certa e abrires-me os olhos para 0 Mundo.

A Joana Nabais, que reapareceu na minha vida numa altura muito complicada. Obrigada por

seres como és! S&o poucas as almas como a tua.

A Leonor Silveira, que se tornou uma amiga do coracdo. Obrigada pelos teus abracos,

conselhos, risotas e...enfim... Enjoy © your Life!



Ao0s meus pais e ao meu irmdo Wilson, pela constante paciéncia e compreensdo sempre.

Obrigada pelo vosso carinho e apoio incondicional.

Finalmente, ao meu namorado Emanuel, pela paciéncia interminavel. Obrigada pelo teu amor,

faz-me sequir dia ap6s dia nesta luta constante e sem fim...



RESUMO

O cancro é uma doenca genética com origem em células somaticas desordenadas a nivel
celular, que sofreram alterac@es permitindo escapar a vigilancia do sistema imunitario. O tratamento
por quimioterapia pretende controlar a disseminacdo da doenca por metastizacdo. Sendo assim, a
investigacdo de compostos com acgao citostatica € de grande importancia. Tendo sido comprovado a
existéncia de complexos de escorpionato com essa actividade, pretendeu-se averiguar a accao
citostatica dos compostos TS199 e CoMeOH.

Para este fim, procedeu-se a avaliacdo da citotoxicidade e da morte celular dos complexos de
escorpionato em estudo nas linhas tumorais HCT116 e HepG2, recorrendo aos ensaios de MTS e de
coloracdo pelo método de Hoechst. Procedeu-se também ao estudo dos alvos e modos de accdo na
levedura Saccharomyces cerevisiae, caracterizando a concentragdo minima inibitéria e a curva de
crescimento, determinando a viabilidade celular e a actividade de espécies reactivas de oxigénio e
estudando o seu proteoma. Os resultados obtidos para estes complexos foram comparados com os do
antibiotico antraciclico, Doxorrubicina, uma vez que este composto tem accao citostatica comprovada.

Os resultados obtidos em linhas HCT116 e HepG2 permitiram inferir que os complexos
TS199 e CoMeOH possuem actividade citostatica e estimulam a via de morte celular por apoptose.
Conclui-se também que, os compostos em estudo inibem o crescimento celular normal da levedura
possuindo uma concentracdo minima inibitoria semelhante. No que diz respeito as espécies reactivas
de oxigénio, ndo se observou a sua indugdo nem na presenca do composto TS199 e nem do composto
CoMeOH. Ambos os complexos induzem a inibicio do metabolismo energético da levedura,
nomeadamente as vias do metabolismo glicolitico e do piruvato. Por Gltimo, de entre os dois
complexos de escorpionato o composto CoMeOH parece ter maior capacidade inibitéria do que o

composto TS199, tanto nas linhas tumorais como na levedura.

Palavras-chave

Complexos de escorpionato; Accdo citostatica; HCT116; HepG2; Saccharomyces cerevisiae;

Protedmica.
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ABSTRACT

Cancer is a genetic disease which is a consequence of uncontrolled cell growth.
Chemotherapy’s goal is to control disease spreading by metastization. For that reason, it is extremely
important to research new drugs with potential cytostatic activity. Since scorpionate compounds seem
to have this feature the goal was to determine if TS199 and CoMeOH compounds shared this
characteristic.

With that in view, these compounds were tested in HTC116 and HepG2 cell lines by MTS
assay and Hoechst staining to evaluate citotoxicity and cellular death respectively. In Saccharomyces
cerevisiae, targets and modes of action were studied by estimation of the minimal inibitory
concentration and growth curve, cell viability and reactive oxygen species formation assessment and
finally by proteome analysis. The results were compared to Doxorrubicin’s which is a drug commonly
used in chemotherapy.

The results obtain in cell lines lead to the conclusion that TS199 and CoMeOH compounds do
have cytostatic activity and they stimulate cell death by apoptosis. In addition, these compounds
inhibit yeast normal growth and do not lead to reactive oxygen species formation. TS199 and
CoMeOH inhibit yeast metabolism through glicolisis and piruvate pathway inhibition. Lastly,
CoMeOH seems to exert a stronger inhibitory effect on cell lines and on yeast than TS199.

Keywords

Scorpionate complexes; cytostatic activity; HCT116; HepG2; Saccharomyces cerevisiae; Proteomics.

Vil



Vi



Indice Geral

1. Introducéo

1.1.  Células saudéaveis versus células cancerigenas

1.2. Tratamento de cancro

1.2.1. Quimioterapia
1.21.1. Doxorrubicina: composto com ac¢éo anti-tumoral
1.2.2. Mecanismos celulares de resisténcia aos compostos
1.2.2.1.  Alteragdo do transporte membranar
1.2.2.2.  Alteracdo da expressdo genética
1.2.2.3.  Alteragdo nas moléculas alvo
1.2.2.4. Sobre-activacdo das vias de reparacdo do 4cido desoxirribonucleico
1.2.25. Efeitos metabolicos
1.2.2.6. Factores de crescimento
1.3. Complexos de escorpionato
1.3.1. TS199
1.3.2. CoMeOH

1.4. Sistemas Modelo

1.4.1.

1.4.2.
1.4.2.1.
1.4.2.2.

1.4.3.
1.4.3.1.
1.43.2.

Ciclo celular de um eucariota

Linhas celulares cancerigenas (modelo ex vivo)
Células de cancro colorectal humano
Células de carcinoma hepatocelular

A levedura Saccharomyces cerevisiae
Ciclo de vida da levedura Saccharomyces cerevisiae.
Crescimento microbiano

1.5. Protedmica

1.6.  Objectivo do estudo

2. Materiais e Métodos

2.1. Compostos em estudo

2.2. Linhas celulares HCT116 e HepG-2

2.2.1.
2.2.2.
2.2.3.
2.2.4.
2.2.5.
2.2.6.

Condicdes de cultura das linhas tumorais

Renovacéo de meio de cultura das linhas tumorais

Determinagdo da concentragdo celular viavel das culturas

Adicéo dos compostos em estudo as culturas de células

Kit CellTiter 96°AQ.cous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay
Marcacéao pelo método de Hoechst

2.3.  Estirpe BY4741 de Saccharomyces cerevisiae

2.3.1.
2.3.2.
2.3.3.
2.3.4.
2.3.5.
2.3.6.
2.3.6.1.
2.3.6.2.

Condicdes de cultura
Meio e condicBes de crescimento
Preparacéo do pré-indculo
Determinagdo da concentracdo minima inibitéria de um composto
Crescimento na presenga de um composto
Caracterizacdo do crescimento celular
Medicdo da densidade 6ptica das culturas
Calculo da taxa especifica de crescimento

© oo W N P

10
11
11
12
13

14
14
15

15
15
16
17
19
20
21
22

22
24
25
25

25
25
26
26
27
27
28

29
29
29
30
30
32
32
32
32



2.3.6.3.  Calculo do tempo de duplicacdo
2.3.6.4. Biomassa maxima

2.3.7. Testes de viabilidade celular
2.3.8. Avaliacdo das espécies reactivas de oxigénio
2.3.9. Extracgdo proteica

2.3.10.  Precipitagdo proteica por TCA-DOC
2.3.11.  Quantificacdo de extracto

2.3.11.1. Método de Lowry modificado

2.3.11.2. Quantificacdo por SDS-Page
2.3.12.  Precipitacdo proteica pelo Kit 2-D Clean up
2.3.13.  Protedmica

2.3.13.1. Primeira dimensdo

2.3.13.2. Segunda Dimenséo

2.3.13.3. Identificacdo de proteinas

2.3.13.4. Anélise dos géis

Resultados e Discussao

3.1. Linhas celulares

3.2.  Estirpe BY4741 de Saccharomyces cerevisiae

3.2.1. Determinagdo da concentragdo minima inibitoria
3.2.2. Caracterizacdo do crescimento celular

3.2.3. Testes de viabilidade celular

3.2.4. Espécies reactivas de oxigénio

3.2.5. Anaélise proteémica

Conclusoes e Perspectivas Futuras
Referéncias bibliogréaficas

Referéncias electronicas

33
33
33
33
34
35
35
35
37
37
38
38
39
40
40

41
41

48
48
48
50
52
54

67
71
79



INDICE DE FIGURAS

Figura 1.1: Diferenciacdo celular normal (A) e tumoral (B e C) a partir de células estaminais
(adaptado de Alberts et al., 2002). ......coiieiiiiie et are s 3
Figura 1.2: Representa os locais de ac¢do de alguns agentes citotoxicos (adaptado de Gerber, 2008). 5
Figura 1.3: Formula estrutural do composto anti-tumoral Doxorrubicina (Toronto Research
Chemicals Inc., http://www.trc-canada.com/detail.php?CatNum=D558000, acedido a 23/01/2011). ... 7
Figura 1.4: Mecanismos celulares de resisténcia aos compostos anti-tumorais (adaptado de
Mendelsohn et al., 2008). .......cc.oiiiiiiiii e et re e e e anes 9
Figura 1.5: Mecanismos de desintoxicagdo e de resisténcia aos compostos na célula efectuados pelos
transportadores MDR na presenca de xenobidtico e de compostos anti-tumorais. Estes protegem a
célula de moléculas toxicas enddgenas ou exdgenas que entram por difusdo ou por captacdo activa. O
mecanismo de proteccdo proporcionado pelos transportadores ABC por extrusdo de substancias
toxicas independentemente de serem metabolitos ou compostos pode tornar as células tumorais
resistentes ao efeito tdxico de diversos agentes anti-tumorais (adaptado de Fletcher et al., 2010). ..... 10
Figura 1.6: Formula estrutural do composto [CuCl,{HOCH,C(pz);}] (conhecido por TS199) (Silva et

L0101 ) TSRS 14
Figura 1.7: Férmula estrutural do composto [Co{OHCH,C(p2)3}.].
[Co{OHCH,C(pz)5}(H,0)3]2(Cl)e4 (designado COMEOH). ......cccocveiiiiiicieceee e 15
Figura 1.8: Ciclo celular em organismos Eucariotas. Legenda: M - Mitose (adaptado de Prescott et
|00 S 16

Figura 1.9: Representa a progressdo do cancro colorectal (adaptado de Grady e Carethers, 2008;
Nt /AWWW. RUMPALNL.COM) ...ttt st et e e b e e ta e besaeenresre e 17
Figura 1.10: Representa a progressdo do carcinoma hepatocelular (adaptado de Hussain et al., 2002;
http://www.hephelp.net; http://pathweb.UChC.edU). ......ccooviiiic e 19
Figura 1.11: Ciclo de vida da levedura Saccharomyces cerevisiae. Legenda: a- Mating-type a, o-
Mating-type o (adaptado de Herskowitz, 1988). .........ccceeiiiiiieiiie e 21
Figura 1.12: Esquema do crescimento da levedura S. cerevisiae em sistema fechado. Estdo
representadas as quatro principais fases de um crescimento de levedura: laténcia, exponencial,
estacionaria e morte celular. (adaptado de Prescott et al., 2005). .......cccoveiviiiiveieeece e 22
Figura 2.1: Exemplificacdo da elaboragédo de uma placa de 96 pocos para execucao das CMI. ......... 31
Figura 3.1: Representacdo grafica de viabilidade celular da linha tumoral HCT116 avaliada pelo
ensaio de MTS na auséncia e na presenca do composto Doxorrubicina. Os resultados sdo expressos
com as médias + SEM de pelo menos trés ensaios independentes. § p < 0.05 and * p < 0.001
comparando com 0 CONLIOI0 NEQALIVO. ......ccveiiiiiiieie ettt sae e ee e 42
Figura 3.2: Representacdo grafica de viabilidade celular de linhas tumorais HCT116 e HepG2

avaliadas pelo ensaio de MTS na auséncia e na presenca do composto TS199. Os resultados sdo

Xl



expressos com as médias + SEM de pelo menos trés ensaios independentes. 8 p < 0,05 and * p < 0,001
comparando COmM 0 CONLIOI0 NEJALIVO. .......ccveiiiiieiii et 43
Figura 3.3: Representacdo grafica de viabilidade celular de linhas tumorais HCT116 e HepG2
avaliadas pelo ensaio de MTS na auséncia e na presenca do composto CoMeOH. Os resultados séo
expressos com as médias = SEM de pelo menos trés ensaios independentes. * p < 0,001 comparando
COM O CONEIOIO NEYALIVO. ...ttt b ettt eb e b enes 44
Figura 3.4: Células tumorais HCT116 marcadas pelo método de Hoechst na auséncia e na presenca
dos compostos Doxorrubicina, TS199 e CoMeOH. Observagdo feita por microscopia de fluorescéncia
(400X). Resultados representativos de pelo menos trés ensaios independentes. ..........ccccccevevvevennnn, 46
Figura 3.5: Representacdo grafica da avaliacdo de apoptose em células tumorais HCT116 pelo
método de marcacdo de Hoechst. ¥ - p < 0,01 comparando com o controlo negativo. ............c.cccuevene. 47
Figura 3.6: Representacdo grafica das curvas de crescimento da levedura S. cerevisiae estirpe
BY4741 na auséncia de composto (controlo negativo) e presenga de Doxorrubicina (controlo
positivo), TS199 e CoMeOH (compostos teste) a ¥2 da CMI nas respectivas concentragfes 25,86 UM +
0,01; 545,41 UM £ 0,01; 505,45 M £ 0,01, .c.ocviiiiiiieiieiiiee e 49
Figura 3.7: Representacdo grafica das curvas de viabilidade celular da levedura S. cerevisiae na
auséncia (controlo negativo) e presenca de Doxorrubicina (controlo positivo), TS199 e CoMeOH
(compostos teste) a 2 da CMI (25,86 uM £ 0,01; 54541 pM % 0,01; 505,45 uM =+ 0,01,
respectivamente) a0 10NgO A0 tEMPO. .....ccviviriieieieeee et 51
Figura 3.8: ROS em levedura S. cerevisiae BY4741 na auséncia de composto (controlo negativo),
presenca de peréxido de hidrogénio (H,O,) (0,03%, controlo positivo para ROS), Doxorrubicina
(25,86 uM), TS199 (545,41 uM) e CoMeOH (505,45 M) crescida em meio MMB4. A esquerda est&o
as imagens tiradas em campo claro e a direita estdo as imagens de fluorescéncia correspondentes.
Observacao feita por microscopia de fluorescéncia (400X)........cocvivererireiienieieere e 53
Figura 3.9: Géis de proteémica para (A) controlo negativo da Doxorrubicina (B) Doxorrubicina (C)
controlo negativo do TS199 (D) TS199 (E) controlo negativo do CoMeOH (F) CoMeOH obtidos por
2-DE, a partir de extractos proteicos de levedura S. cerevisiae BY4741 crescida em MMB4 e recolhida
durante a fase exponencial (D,= 0,700 = 0,01). Estdo representadas as isoformas proteicas que foram
identificadas por FMF/MALDI-FT-ICR-MS, para cada condicdo. As imagens (A) + (B); (C) + (D) e
(E) + (F) representam conjuntos diferentes, nos quais estdo representados a comparacdo de spots do
COMPOStO COM O resPectivo CONLIrOI0 NEGALIVO. ......cc.viiierie e 55
Figura 3.10: Via da glicolise e do piruvato da levedura S. cerevisiae. Relagdo com os metabolismos
de amido, sacarose, alanina, aspartato e glutamato e biossintese de lisina, fenilalanina, tirosina e
triptofano (vermelho: enzimas de ponto de controlo da via da glicélise; verde: enzimas identificadas

pela protedmica (adaptado de Pham e Wright, 2007). ......cccooiiiieiiiice e 62

X1


file:///D:/DOCUMENTOS/FCT/TESE_TUDO%20PARA%20ENTREGAR/Correcção%20FINAL.docx%23_Toc314421558
file:///D:/DOCUMENTOS/FCT/TESE_TUDO%20PARA%20ENTREGAR/Correcção%20FINAL.docx%23_Toc314421558
file:///D:/DOCUMENTOS/FCT/TESE_TUDO%20PARA%20ENTREGAR/Correcção%20FINAL.docx%23_Toc314421558
file:///D:/DOCUMENTOS/FCT/TESE_TUDO%20PARA%20ENTREGAR/Correcção%20FINAL.docx%23_Toc314421558
file:///D:/DOCUMENTOS/FCT/TESE_TUDO%20PARA%20ENTREGAR/Correcção%20FINAL.docx%23_Toc314421559
file:///D:/DOCUMENTOS/FCT/TESE_TUDO%20PARA%20ENTREGAR/Correcção%20FINAL.docx%23_Toc314421559
file:///D:/DOCUMENTOS/FCT/TESE_TUDO%20PARA%20ENTREGAR/Correcção%20FINAL.docx%23_Toc314421559
file:///D:/DOCUMENTOS/FCT/TESE_TUDO%20PARA%20ENTREGAR/Correcção%20FINAL.docx%23_Toc314421564
file:///D:/DOCUMENTOS/FCT/TESE_TUDO%20PARA%20ENTREGAR/Correcção%20FINAL.docx%23_Toc314421564
file:///D:/DOCUMENTOS/FCT/TESE_TUDO%20PARA%20ENTREGAR/Correcção%20FINAL.docx%23_Toc314421564
file:///D:/DOCUMENTOS/FCT/TESE_TUDO%20PARA%20ENTREGAR/Correcção%20FINAL.docx%23_Toc314421564
file:///D:/DOCUMENTOS/FCT/TESE_TUDO%20PARA%20ENTREGAR/Correcção%20FINAL.docx%23_Toc314421564
file:///D:/DOCUMENTOS/FCT/TESE_TUDO%20PARA%20ENTREGAR/Correcção%20FINAL.docx%23_Toc314421564
file:///D:/DOCUMENTOS/FCT/TESE_TUDO%20PARA%20ENTREGAR/Correcção%20FINAL.docx%23_Toc314421564

INDICE DE TABELAS

Tabela 2.1: Concentragdo maxima inicial dos compostos testados para a determinacdo das CML...... 30
Tabela 2.2: Concentragdo de ¥ CMI para cada composto utilizado no crescimento da levedura S.
(002 VT T OSSPSR 32
Tabela 2.3: Ensaio de quantificacdo de proteinas pelo método de Lowry modificado. ....................... 36
Tabela 2.4: Programa de primeira dimensdo executado na plataforma Ettan™ IPGPhor™3IEF (GE
Healthcare UK Limited, Reino Unido) nas amostras tratadas neste estudo. ..........cccecvevevveveieiiennenne 39
Tabela 3.1. CMI dos COMPOSIOS tESLAUODS. ......veiveireiiiiiiiesieeeesieste e stese e e e e sre st sreera e besaeennesne e 48
Tabela 3.2: Caracterizagdo do crescimento celular da levedura S. cerevisiae quando crescida em meio
MMB4 na auséncia de composto (controlo negativo), na presenca de Doxorrubicina (controlo
positivo), TS199 e CoMeOH (compostos teste). Os valores da tabela sdo representativos de, pelo
MENOS, treS ensaios INAEPENUENTES. ......viveiiieee e e st esreeta e eesreereeseeens 49
Tabela 3.3: Avaliagdo da variacdo de expressdo de cada isoforma proteica identificada por
FMF/MALDI-FT-ICR-MS nos diferentes conjuntos de géis utilizando o programa Progenesis
SBIMEBSPOLS. ...ttt ettt E e et R R e R R e R R R R e R R R e R e R e e r e neennenre e 56
Tabela 3.4: Proteinas identificadas por FMF/MALDI-FT-ICR-MS nas diferentes condi¢des testadas
(controlo negativo, Doxorrubicina % CMI, TS199 % CMI, CoMeOH % CMI) ordenadas pela
localizagdo na célula. Apresenta-se a descri¢do, 0s genes, 0s processos bioldgicos envolvidos e as
fungdes moleculares de cada proteina (www.uniprot.org, acedido em Julho 2011;

www.yeastgenome.org, acedido em JUINO 2011)......c.cccooiiiiiieiiiice e e 58

XMl



XV



LISTA DE SIMBOLOGIA E ABREVIATURA

Mo
2-DE
5-FU
a.d.

ABC

ADP
APC
APS
ATP
BCL-2
BHE
BSA
CDKNZ2A
CHAPS
CHOP
CMI
DCC
DCF
dH,0
DHFR
DMEM
DMSO
DNA
DO
DOC
DTT
EGFR

ERCC1
FBS

f4

FMF
HCT116
HepG2
His
IL-6
K-RAS
Leu
LHRH

MALDI-FT-ICR-MS

MAT

Taxa especifica maxima de crescimento

Electroforese em duas dimensdes (do inglés: Two Dimension Electrophoresis)
5-Fluorouracilo

Aminoéacido(s)

Transportador ABC (do inglés: ATP-Binding Cassette)

Adenosina difosfato

Gene Adenomatous Polyposis Coli

Persulfato de aménia (do inglés: Ammonium Persulfate)
Adenosina trifosfato

Gene B cell lymphoma 2

Barreira hematoencefalica

Albumina sérica bovina (do inglés: Bovine Serum Albumine)

Gene Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2A
3-[3-(cholomidopropyl)-dimethyl-ammonia]-1-proponesulphanate
Complexo composto por Ciclofosfamida, Vincristina e Prednison
Concentragdo minima inibitoria

Gene Deleted in Colorectal Carcinoma

2°,7’- diclorofluoresceina

Agua destilada

Reductase dihidrofolato (do inglés: Dihydrofolate reductase)
Meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Dimetilsulféxido

Acido desoxirribonucleico (do inglés: Deoxyribonucleic acid)
Densidade 6ptica

Desoxicolato de sodio

Ditiotreitol

Receptor do factor de crescimento epidérmico (do inglés: Epidermal Growth
Factor Receptor)

Gene Excision Repair Cross-Complementing group 1

Soro fetal bovino (do inglés: Fetal bovine serum)

Factor de dilui¢do

Do inglés: Peptide Mass Fingerprinting

Cancro colorectal humano 116

Carcinoma hepatocelular humano 2

Histidina

Interleucina-6

Gene v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
Leucina

Hormona libertadora de hormona luteinizante (do inglés: Luteinising Hormone
Releasing Hormone)

Do inglés: Matrix-Assisted Laser Desorption / lonization — Fourrier
Transform lon Cyclotron Resonance

Do inglés: mating type

XV



MDR1/ABCB1
Met

MGMT
MMB4

MPTP

MRP1/ABCC1
MS
MTS

MXR/ ABCG2
N

NER

OMS

ORF

P

PBS

P-gp

PMS

PMSF

Rb

RNA

ROS

S. cerevisiae
SDS
SDS-Page

TCA

tq
TEMED
TGF B
TGF-a
TP53
UFC
Ura
VEGF

YNB
YPD

Gene Multidrug Resistance 1/ Transportador ABCB1

Metionina

Gene metil-guanina-metil-transferase

Meio Minimal Medium Broth pH 4

Canais de permeabilidade da mitocondria (do inglés: Mitochondrial
Permeability Transition Pores)

Gene Multidrug Resistance Protein 1/ Transportador ABCC1

Espectrometria de massa (do inglés: Mass Spectrometry)
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxy-phenyl)-2-(4-sulfophenyl)-
2H-tetrazolium

Gene Mitoxantrone Resistance / Transportador ABCG2

NUmero

Reparacgdo por excisdo de nucledtidos (do inglés: Nucleotide Excision Repair)
Organizacdo nundial de salde

Grelha de leitura (do inglés: Open Reading Frame)

Fosfato inorganico

Tampdo fosfato salino (do inglés: Phosphate buffered saline)

P-glicoproteina

Fenazina metosulfato (do inglés: Phenazine Methosulfate)

Fluoreto de metilmetanosulfonil (do inglés: Phenylmethanesulfonyl Fluoride)
Gene retinoblastoma

Acido ribonucleico (do inglés: Ribonucleic acid)

Espécies reactivas de oxigénio (do inglés: Reactive Oxygen Species)
Saccharomyces cerevisiae

Dodecil sulfato de sddio (do inglés: Sodium Dodecyl Sulfate)

Electroforese em gel de poliacrilamida dodecil sulfato de sédio (do inglés:
Sodium Dodecyl Sulfate - Polyacrylamide-gel electrophoresis

Acido tricloroacético

Tempo de duplicacdo

N, N, N, N’-Tetrametiletilenodiamina

Factor de crescimento beta

Factor de crescimento transformante alfa

Gene Tumor protein p53

Unidade formadores de col6nias

Uracilo

Factor de crescimento endotelial vascular (do inglés: Vascular Endothelial
Growth Factor).

Meio Yeast Nitrogen Base

Meio Yeast Peptone Dextrose

XVI



LISTA DE UNIDADES

% plv
% viv
Hg/pL
pg/mL

g
g/L

mg/mL

< *t3 R
= ERS

Percentagem de peso / volume

Percentagem de volume / volume

Micrograma(s) por microlitro

Microgramag(s) por mililitro

Grama(s): mg — Miligrama(s) (107g); ug - Micrograma(s) (10°g)
Grama(s) por litro

Hora (s)

Litro(s): mL - Mililitro(s) (10 L); pL - Microlitro(s) (10° L)
Logaritmo

Molar: mM - Milimolar (10° M); uM — Micromolar (10° M)

Metro(s): mm - Milimetro(s) (10°m); pm — Micrémetro(s) (10°m); nm —

Nandmetro(s) (10°°m)
Miligrama(s) por mililitro
Graus Celsius

Rotagdes por minuto
Tempo

Volt(s)

Watt(s)

XVII






Capitulo 1: Introducéo

1. Introducéao

A nogdo de que o cancro é uma doenca recente causada pelo stress e 0 modo de vida moderno
é contrariada pelas provas que apoiam a sua existéncia desde a Era dos dinossauros, ha cerca de 125
milhdes de anos, passando pelo Antigo Egipto, Antiga Grécia, Roma e Pérsia até aos dias de hoje
(Teixeira e Casquinha, 1992). Actualmente, a luta contra o cancro constitui um dos problemas de
Saude Publica de maior complexidade e dimenséo nos paises desenvolvidos (Boyle e Levin, 2008).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saiude (OMS), a palavra cancro é o termo aplicado a um
grande grupo de doencas que pode atingir qualquer parte do corpo de um individuo
(http://www.who.int/mediacentre/factsheetsemfs297/en/, acedido a 07/01/2011).

As células cancerigenas derivam de células sométicas a partir de eventos tais como, activacao
de oncogenes, inactivacdo de genes supressores de tumores ou em genes de microRNA, por exposi¢do
a agentes carcinogéneos fisicos, quimicos ou bioldgicos, conjuntamente com a predisposi¢do genética
de cada individuo (Alberts et al., 2002; Croce, 2008; Klug e Cummings, 2002;
http://www.who.int/mediacentre/factsheetsemfs297/en/, acedido a 07/01/2011).

Uma das caracteristicas mais marcantes desta doenca € a capacidade proliferativa ilimitada das
células tumorais, que podem invadir locais adjacentes ao de origem (foco inicial) e desenvolverem-se
noutros 6rgaos formando metéstases. Estas Gltimas, constituem a principal causa de morte por cancro
(Alberts et al., 2002; Klug e Cummings, 2002;
http://www.who.int/mediacentre/factsheetsemfs297/en/, acedido a 07/01/2011;).

Assim, considera-se que o cancro € uma doenca genética com desordem a nivel celular capaz
de escapar a vigilancia do sistema imunitario (Alberts et al., 2002; Boyle e Levin, 2008; Klug e
Cummings, 2002).

Os cancros sdo classificados de acordo com o tecido e o tipo celular a partir do qual tém
origem. Os cancros com origem em células epiteliais sdo denominados de carcinomas enquanto o0s que
tém origem em células do tecido conjuntivo ou muscular designam-se de sarcomas. Existem ainda
outros tipos de cancros que ndo se incluem nestas duas categorias nomeadamente, leucemias, linfomas
ou mielomas, que tém origem em células hematopoéticas. Os tipos de cancro com maior mortalidade
sdo: pulmdo, estbmago, figado, cdlon e mama, sendo uns mais frequentes em homens e outros em
mulheres. A idade é considerada um importante factor de risco no aparecimento da doenca devido a
acumulacdo de situacGes de risco tais como tabagismo, consumo de alcool, consumo insuficiente de
frutos e legumes, infecgdes cronicas, e a perda de eficicia dos mecanismos de reparagdo celular ao
longo da vida (Alberts et al., 2002; Boyle e Levin, 2008; Teixeira e Casquinha, 1992;
http://www.cancer.gov/, acedido a 20/01/2011).

Segundo The International Agency for Research on Cancer, em 2008 a nivel mundial houve

12,4 milhdes de casos incidentes (6 672 000 em homens e 5 779 000 em mulheres), 7,6 milhdes de
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mortes (=~ 13% de mortalidade) e 28,0 milhGes de pessoas com cancro diagnosticado. Prevé-se cerca
de 20,0 a 26,4 milhGes de novos casos e 12,9 a 17,0 milhdes de mortes para 2030, devido ao cancro
(Boyle e Levin, 2008).

1.1. Células saudaveis versus células cancerigenas

Muitos cancros tém origem apenas numa célula ou num pequeno grupo de células que foram
adquirindo diversas mutac0es em oncogenes, em genes supressores de tumores ou em genes de
reparacdo do &cido desoxirribonucleico (DNA), tornando as células capazes de proliferar
continuamente. As células vao adquirindo alteracfes nas proteinas envolvidas na reparacdo do DNA,
na sinalizacao celular, no ciclo de vida e morte celular programada (apoptose). Estas alteragdes podem
conduzir a célula a um comportamento anormal, permitindo a sua manutencdo no ciclo de divisdo
celular sem serem sinalizadas pelo sistema imunitario. A taxa de mutacdo das células, aumenta a
probabilidade de progressdo da doenga (Alberts et al., 2002; Boman e Wicha, 2008; Boyle e Levin,
2008; Roy, 2008; http://nzic.org.nz/ChemProcesses/biotech/).

O aumento de células mutadas ocorre pelo aumento da taxa de divisdo celular. Em tecidos
normais, a renovacgdo celular é feita continuamente (Figura 1.1.A) e tem por base uma série de
mecanismos de regulacdo. A partir de uma célula estaminal obtém-se duas células, uma célula-filha
estaminal, que ir4& manter a populagdo fundadora de células estaminais e outra célula que se
diferenciard na célula do tecido alvo. O nimero de células mantém-se constante uma vez que a
producéo celular é compensada com perda celular, por apoptose. Se existir um desequilibrio na divisdo
celular, a taxa de apoptose aumenta para eliminar o excedente de células geradas. Uma das
caracteristicas mais relevantes das células cancerigenas é a incapacidade de sofrerem apoptose
(Alberts et al., 2002).

Se a velocidade de produgdo de células estaminais e de diferenciacdo aumentar, a
possibilidade de ocorrerem mutagdes aumenta também, no entanto, a compensacao de génese celular e
de destruicdo de células é mantida. Se uma célula estaminal anormal (Figura 1.1.B) passar
despercebida as restricdes celulares e iniciar um crescente aumento de células anormais, podem
ocorrer alterac@es ao nivel da producéo das células que se irdo diferenciar, fazendo com que as células
estaminais proliferem de um modo descontrolado e consequentemente originar um tumor. Se
ocorrerem alteracBes no processo de diferenciacdo e de paragem de divisdo celular (Figura 1.1.C), a
célula-filha podera continuar a dividir-se indefinidamente sem sofrer apoptose, levando também a

formacdo de um tumor (Alberts et al., 2002).
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Figura 1.1: Diferenciacdo celular normal (A) e tumoral (B e C) a partir de células estaminais (adaptado de
Alberts et al., 2002).

1.2. Tratamento de cancro

O tratamento do cancro tem por objectivo curar, prolongar e/ou melhorar a qualidade de vida
do doente, como tal, é de extrema importancia fazer-se um diagndéstico exacto antes, durante e depois
de efectuar o tratamento usando técnicas de captacdo de imagens (ecografia, endoscopia, radiografia) e
técnicas de anatomia patoldgica (Boyle e Levin, 2008; Lugmani, 2005).

Os tratamentos dependem de uma variedade de factores, como por exemplo, as caracteristicas
patoldgicas especificas e moleculares do cancro, a sua localizagdo, a extensdo da doenca e o estado de
satde do doente. O objectivo final do tratamento é destruir a maioria das células cancerigenas e
minimizar os danos nas células saudaveis (Boyle e Levin, 2008; Lugmani, 2005).

Existem diferentes tipos de tratamento que podem ser aplicados isoladamente ou em sinergia.
A cirurgia é uma intervencdo frequente e considerada preventiva uma vez que é a primeira terapia
aplicada, no caso de 6rgdos de risco (elevada probabilidade em desenvolver cancro) ou no caso de um
cancro detectado precocemente. Este tratamento pode ser suficiente para curar o doente ou pelo menos
reduzir substancialmente o risco de propagacao do cancro (por metéastases). A quimioterapia envolve o
uso de compostos anti-tumorais que englobam um grande grupo de compostos citotoxicos que
preferencialmente, mas ndo exclusivamente, atingem as células cancerigenas com elevada taxa de
divisdo celular. A radioterapia é usada em 50% dos casos dependendo do tipo de tumor e do
desenvolvimento da doenca. De um modo geral, esta terapia é aplicada em conjunto com a cirurgia ou
a quimioterapia. A terapia endocrina € um tratamento mais especifico e usualmente utilizado no

cancro da mama e da prostata. Esta terapia previne a proliferagdo de células cancerigenas
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antagonizando os sinais intracelulares estimulantes que controlam o crescimento de células que sobre-
expressam o0s receptores das hormonas estrogénio, androgénio e testosterona. Neste tratamento 0s
compostos usados sdo o Tamoxifeno (antagonista da hormona estrogénio), Arimedex (reduz a
producdo de estrogénio), Flutamida (antagonista da hormona androgénio) e hormona libertadora de
hormona luteinizante (LHRH do inglés: Luteinising Hormone Releasing Hormone) (agonista utilizado
para prevenir a libertacdo da LHRH e reduzir a testosterona privando as células cancerigenas do
cancro da prostata de androgénio). Outro tratamento possivel € a terapia biologica que se baseia na
resposta do sistema imunitario, permitindo a sua auto-defesa minimizando os danos em células
saudaveis. Nesta terapia sdo utilizados modificadores de respostas bioldgicas que permitem a
modulacg&o ilicita de uma resposta imune contra células cancerigenas. Um tipo de terapia bioldgica € a
terapia direccionada ou terapia alvo que explora a sobre-expressao de proteinas especificas em células
cancerigenas de forma a atingir o desenvolvimento e crescimento das células alvo, como por exemplo
o0s anticorpos monoclonais. Outra opgao é a utilizagdo de inibidores metabdlicos que tém como alvo
proteinas especificas e vias metabolicas que podem envolver a regulagdo do ciclo celular. (Boyle e
Levin, 2008; Gerber, 2008; Infarmed, 2010; Lugmani, 2005; http://www.cancer.gov/, acedido a
26/01/2011; http://www.colorectal-cancer.ca/en/, acedido a 27/01/2011)

1.2.1. Quimioterapia

A quimioterapia consiste na injeccdo ou administracdo oral de farmacos com ac¢do anti-
tumoral. Embora esta seja frequentemente utilizada para tumores primarios, a sua principal aplicacéo é
no controlo da disseminacdo da doenga por metastizacdo (Lugmani, 2005; Roy, 2008; Teixeira e
Casquinha, 1992; http://nzic.org.nz/ChemProcesses/biotech/, acedido a 07/02/2011).

Como mencionado anteriormente, as células cancerigenas possuem divisdo celular
descontrolada. Esta caracteristica torna-as susceptiveis a um largo espectro de compostos anti-
tumorais que tém como alvo moléculas bioldgicas envolvidas no ciclo celular. Uma desvantagem da
aplicagdo de compostos anti-tumorais é que estes atingem também as células saudaveis com divisdo
activa, em condicGes normais, como por exemplo, as células da medula dssea e do epitélio intestinal, o
que pode resultar em efeitos locais indesejados (Alberts et al., 2002; Lugmani, 2005).

Devido a inespecificidade deste tratamento, o procedimento é extremamente toxico para 0s
doentes e pode ndo ser tolerado durante um longo periodo (Boyle e Levin, 2008).

Os compostos anti-tumorais utilizados na quimioterapia sdo extraidos de plantas ou
sintetizados quimicamente e podem ser divididos em trés grupos principais, consoante o seu modo e
local de accdo, nomeadamente inibidores do fuso mitético, antimetabdlitos e agentes genotoxicos
(Figura 1.2).
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Agentes Genotoxicos
Ciclofosfamida
Melfalano
Doxorrubicina
Epirrubicina

h Etoposido

S

Antimetabdlito

Mercaptopurina
Metotrexato
_ 5-FU

Inibidores do Fuso Mitético
Alcaléides da Vinca
Paclitaxel
Figura 1.2: Representa os locais de ac¢do de alguns agentes citotoxicos (adaptado de Gerber, 2008).

Os compostos inibidores do fuso mitético interferem com o processo de mitose do ciclo
celular, afectando a formacdo e fungdo do fuso de microtibulos requeridos no alinhamento dos
cromossomas. Estes compostos impedem a polimerizacdo de monémeros de tubulina impossibilitando
a progressao do processo celular, desencadeando-se o processo de apoptose nas células. Estes
compostos também podem afectar as células saudaveis, no entanto com menor incidéncia do que as
células cancerigenas, devido a menor taxa de divisdo celular das primeiras. Os compostos mais usuais
deste grupo sdo alcaldides da Vinca derivados de plantas (Vinblastina, Vincristina e Vindesina),
Paclitaxel e Docetaxel. Estes compostos sdo utilizados no tratamento de leucemias agudas, linfomas,
cancro do pulmédo, do ovério e da mama (Boyle e Levin, 2008; Infarmed, 2010; Lugmani, 2005).

Os compostos antimetabdlitos sdo agentes metabdlicos da fase S do ciclo celular e
assemelham-se estruturalmente a compostos enddgenos. Desta forma, impedem o processamento de
nutrientes indispensaveis para o desenvolvimento celular. Estes compostos de um modo geral, sdo
antagonistas de folatos, pirimidinas e purinas. Os antagonistas de folato sdo inibidores da reductase
dihidrofolato (DHFR, do inglés: Dihydrofolate reductase), enzima envolvida no metabolismo de
nucledtidos. Os folatos sdo co-enzimas requeridas na metilacéo e necessarias na formacao de purinas e
timidilatos. Por exemplo, o composto Metotrexato, inibidor da enzima DHFR, ap6s a sua entrada na
célula através de transportadores de baixo pH ou de transportadores folato reduzidos ou do acido
félico, impede a reducdo da DHFR para tetrahidrofolato (co-factor envolvido na transferéncia do
grupo metil). Um exemplo pratico da accdo deste composto € a inibicdo da sintese de timina,

componente necessario a sintese da cadeia de DNA. O composto Metotrexato € utilizado para tratar
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uma variedade de cancros como a leucemia linfocitica aguda, linfoma de grandes células, linfoma de
primeira qualidade, coriocarcinoma e cancro damama, bexiga, cabeca, pPescoco e 0SsS0S, assim
como muitas doengas inflamatérias. Os antagonistas pirimidicos mais comummente utilizados na
terapia de cancro sdo o 5-Fluorouracilo (5-FU), Gemcitabina e Arabinosilcitosina. O composto 5-FU é
metabolizado pelas células cancerigenas sobre a forma 5-fluorodesoxiuridina monofosfato que inibe a
timidilatosintetase bloqueando a formacéo de nucle6tidos pirimidicos na via de sintese do DNA. Os
compostos Gemcitabina e Arabinosilcitosina esgotam as reservas intracelulares da desoxicitidina
(citosina ligada a uma desoxirribose) provocando a terminacdo prematura do DNA recém-sintetizado.
S80 extensamente usados no tratamento de cancro da mama, gastrointestinal, do pulmdo e do
pancreas. Por fim, os antagonistas de purinas inibem a sintese de adenina e guanina. Os principais
exemplos sdo o Aciclovir, 0 6-Mercaptopurina e o 6-Tioguanina, usados para o tratamento de doencas
hematolégicas como por exemplo leucemias linfociticas ou miel6ides agudas, linfoblasticas e
mielomonociticas (Boyle e Levin, 2008; Infarmed, 2010; Lugmani, 2005; Mendelsohn et al., 2008;
Sousa, 2010; Teixeira e Casquinha, 1992; http://nzic.org.nz/ChemProcesses/biotech/).

Os agentes genotdxicos sdo compostos que se ligam quer a molécula de DNA quer a enzimas
envolvidas na sua replicagdo, danificando directa ou indirectamente 0 DNA, levando & indugdo de
apoptose. Estes compostos podem ser agentes alquilantes, intercalantes e inibidores enzimaticos. Os
agentes alquilantes sdo compostos que modificam as bases do DNA por alquilacdo, interferindo na
replicacdo e transcri¢do, levando a ocorréncia de mutacfes. A ligacdo cruzada (cross-linking) destes
compostos a0 DNA impede a separagdo da cadeia para 0s processos de sintese ou transcricao.
Exemplos de compostos com caracteristicas alquilantes sdo: Cisplatina, Carboplatina, Oxaliplatina,
Mitomicina C, Ciclofosfamida, Melfalano, e Temozolomida. Os agentes intercalantes ligam-se
a hélice do DNA, interferindo coma actividade da polimerase durante a replicacdo e transcricao.
Exemplos de compostos com esta actividade sdo a Doxorrubicina (inibidora da Topoisomerase I1) e
Epirrubicina. Os inibidores enzimaticos bloqueiam a replicagdo do DNA inibindo enzimas, tais como
as topoisomerases. Nestes casos, as células respondem a inibi¢do seguindo a via de apoptose celular.
As propriedades mutagénicas destes compostos tornam-nos também carcinogénicos, portanto o seu
uso implica um risco adicional de desenvolvimento de cancros secundarios, tais como leucemias.
Exemplos destes compostos sdo o Etoposido (inibidor da Topoisomerase 11), Topotecano e Irinotecano
(ambos inibidores da Topoisomerase 1) (Boyle e Levin, 2008; Lugmani, 2005; Sousa, 2010;

http://nzic.org.nz/ChemProcesses/biotech/).

1.2.1.1. Doxorrubicina: composto com accdo anti-tumoral

O composto Doxorrubicina foi isolado da bactéria Streptomyces peucetius var. caesius e €
conhecido por ser um antibiotico antraciclico. Tem por férmula molecular C,;H3CINO;;, massa
molecular de 579,98 g.mol™ e apresenta-se visualmente com uma cor vermelha. Estruturalmente,

(Figura 1.3) é composto por uma porcao glicidica e outra ndo glicidica. A parte glicidica designa-se de
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daunosamina e é constituida por um trideoxi-fucosil amino-substituido. A aglicona (parte ndo
glicidica) denomina-se por doxorrubicinona, anel tetraciclico composto por quinona-hidroguinona e
uma pequena cadeia lateral com um grupo carbonil no carbono 13 (C-13). (Infarmed, 2010;
Salvatorelli et al., 2009; http://www.cancer.gov/drugdictionary/, acedido a 26/01/2011,
http://www.trc-canada.com/detail.php?CatNum=D558000, acedido a 23/01/2011).

O OH 0O

OH
U Jor

OCHL 0H¢ . HOl

H3cw
NH,

OH

Figura 1.3: Formula estrutural do composto anti-tumoral Doxorrubicina (Toronto Research Chemicals Inc.,
http://www:.trc-canada.com/detail.php?CatNum=D558000, acedido a 23/01/2011).

Este agente anti-neopléasico intercalante é o mais usado desde os anos 60, para tratar varios
tipos de cancros solidos e doencas hematoldgicas, tais como cancro da mama, da bexiga, do
endométrio, da tir6ide, do pulmao, dos ovarios, do estbmago e ainda sarcoma osteogénico e leucemias
mieloblastica e linfoblastica ( Doroshow, 2001; Hammer et al, 2009; Infarmed, 2010; Li et al., 2007,
Yokochi e Robertson, 2004).

A Doxorrubicina, pode em combinagdo com outros compostos, como a Ciclofosfamida,
Vincristina e Prednisona, formando o conjunto designado de CHOP, ser utilizada em tratamentos de
linfomas de cées (Beaver et al., 2010; Infarmed, 2010).

Apesar da sua frequente utilizacdo clinica, os mecanismos de accdo da Doxorrubicina ainda
ndo sao perfeitamente entendidos, sabendo-se no entanto que possui capacidade mutagénica
(Doroshow, 2001; Hammer et al, 2009).

Os efeitos citotoxicos da Doxorrubicina mais conhecidos sdo: a intercalagdo directa no DNA
com formacdo de aductos (DNA-compostos) e alteracdo da sintese de acido ribonucleico (RNA);
inibicdo da topoisomerase Il resultando na inibicdo da quebra da cadeia dupla de DNA,; producédo de
espécies reactivas de oxigénio (ROS, do inglés: Reactive Oxygen Species); peroxidacao lipidica; bem
como ligacdo & membrana lipidica com alteracdo da estrutura e funcdo da membrana (Beaver et al.,
2010; Benchekroun et al., 1993; Doroshow, 2001; Hammer et al., 2009; Infarmed, 2010; Yokochi e
Robertson, 2004).

Considera-se ainda, que a Doxorrubicina interfere nas vias de apoptose e de sobrevivéncia da

célula dada a sua acgdo citotoxica. A sua interferéncia na apoptose envolve a modulacdo de estruturas
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mitocondriais que levam a disfuncdo das mitocondrias, como a perda do citocromo c e abertura dos
canais de permeabilidade da mitocondria (MPTP do inglés: Mitochondrial Permeability Transition
Pores) (Green e Leeuwenburgh, 2002; Hammer et al, 2009; Li et al., 2007).

Os locais de accdo da Doxorrubicina sdo principalmente no nucleo, no entanto pode ser
detectada na mitocondria, na membrana plasmatica em quantidades aprecidveis, microssomas e no
citoplasma em pequenas quantidades. Foi demonstrado que a Doxorrubicina pode acumular-se nos
lisossomas interferindo com proteinas lisossomais, modificando a sua morfologia e a actividade
enzimatica (Hammer et al, 2009).

Um dos mecanismos de resisténcia das células cancerigenas a este composto é através da
expressao do gene Multidrug Resistance 1/ Transportador ABCB1 (MDR1/ABCBL1) que codifica para
a proteina fosforilada e glicosilada denominada por P-glicoproteina (P-gp) presente na membrana
celular. Esta proteina faz a extrusdo de compostos hidrofébicos sem carga para o exterior da célula,
conferindo uma resisténcia intrinseca as células (Litman et al., 2000; Mellor e Callaghan, 2011,
Mendelsohn et al., 2008; Seydel e Wiese, 2002).

Devido aos efeitos cardiotdxicos que induz nos doentes, a Doxorrubicina é utilizada em
tratamentos de curta duracdo, podendo levar ao aparecimento de cardiomiopatias ou insuficiéncia
cardiaca congestiva (Dolci et al., 2008; Huang et al., 2007; Infarmed, 2010; Jurcut et al., 2008;
Kunisada et al., 2000; Li et al., 2007; Salvatorelli et al., 2009; Yokochi e Robertson, 2004;
Westmoreland et al., 2009).

1.2.2. Mecanismos celulares de resisténcia aos compostos

A terapia de cancro efectuada por quimioterapia, é a base do tratamento de cancro
disseminado e quando administrada como adjuvante, oferece uma vantagem de sobrevivéncia em
doentes tratados por radioterapia ou cirurgia, uma vez que elimina tumores secundarios nao
detectados. No entanto, a resposta dos tumores varia e por vezes fracassa devido a aquisi¢do de um
mecanismo de resisténcia aos compostos anti-tumorais utilizados. Esta resisténcia é detectada pelo
aumento de massa tumoral ou nova manifestacdo ap6s remissdo do cancro (Hong et al., 2010;
Mendelsohn et al., 2008; http://nzic.org.nz/ChemProcesses/biotech/).

Geralmente, as células resistentes preservam sensibilidade a compostos de diferentes classes
com mecanismos citotdxicos de acgao alternativa. Assim, quando uma célula se torna resistente a um
agente alquilante, normalmente mantém-se sensivel a outro tipo de agente (p.ex: antraciclico) (Hong et
al., 2010).

Existem varias hipoteses que explicam os fenémenos de resisténcia aos compostos pelas
células cancerigenas. Estas incluem alteracBes no transporte de compostos através da membrana
plasmatica, alteracdo da expressao genética, sobreactivacdo das vias de reparacdo do DNA, alteracédo

nas moléculas alvo, efeitos metabolicos e factores de crescimento
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Figura 1.4: Mecanismos celulares de resisténcia aos compostos anti-tumorais (adaptado de Mendelsohn et al.,
2008).

1.2.2.1. Alteracdo do transporte membranar

E provavel que a forma mais significante de resisténcia contra a variedade de agentes anti-
neoplésicos, em uso actualmente, se deva a ac¢do de um grupo de proteinas membranares (bombas de
efluxo) que fazem a extrusdo de moléculas citotoxicas, tornando a concentracdo intracelular do
composto abaixo do limiar da citotoxicidade (Benchekroun et al., 1993; Lugmani, 2005).

Estes transportadores pertencem a superfamilia ABC (do inglés: ATP-Binding Cassette) e tal
como o acrénimo indica estas bombas de efluxo sdo dependentes de ATP (ADP + P «& ATP). No
genoma humano existem pelo menos 48 genes que codificam proteinas que formam os transportadores
ABC. Estes transportadores estdo agrupados em 7 subclasses, de ABCA até ABCG, baseadas na
organizacdo genomica, ordem dos dominios e sequéncias homdlogas. Estas proteinas membranares
modulam a absorcdo, distribuicdo e excrecdo de varios xenobi6ticos, inclusive compostos anti-
tumorais, lipidos e produtos metabdlicos através do plasma e da membrana intracelular das células
(Figura 1.5) (Fletcher et al., 2010; Lugmani, 2005; Mendelsohn et al., 2008).

A maioria dos mecanismos celulares de resisténcia aos compostos adquiridos pelas células
cancerigenas deve-se a sobre-expressdo de genes que codificam proteinas transportadoras
MDR1/ABCB1, subgrupo Multidrug Resistance Protein 1 (MRP1/ABCC1) e Mitoxantrone
Resistance (MXR/ ABCG2) (Fletcher et al., 2010; Litman et al., 2000; Mendelsohn et al., 2008).
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Por exemplo, o transportador ABCB1 (referida na seccdo 1.2.1.1) confere resisténcia aos
compostos em células cancerigenas, nomeadamente na presenca de substratos antraciclicos, alcal6ides

da Vinca, Taxanos, Podofilotoxinas, Mitoxantronas e Dactinomicinas (Mendelsohn et al., 2008).

&
Espaco extracelular

Desintoxicagéio Resisténcia a compostos
L ]
.. E'Y
J.do cfluxo ?e Sompose Metabolitos Transportadores MDR T'do enuxofe s s
1 do nivel de 1 do nivel de
transportadores transportadores

1 expressdo dos genes que
codificam os
transportadores

1 expressdo dos genes que
codificam os
transportadores

Xenobiotico Composto

Figura 1.5: Mecanismos de desintoxicacdo e de resisténcia aos compostos na célula efectuados pelos
transportadores MDR na presenca de xenobidtico e de compostos anti-tumorais. Estes protegem a célula de
moléculas toxicas enddgenas ou exdgenas que entram por difusdo ou por captacdo activa. O mecanismo de
proteccéo proporcionado pelos transportadores ABC por extrusdo de substancias tdxicas independentemente de
serem metabolitos ou compostos pode tornar as células tumorais resistentes ao efeito toxico de diversos agentes

anti-tumorais (adaptado de Fletcher et al., 2010).

1.2.2.2. Alteracdo da expressio genética

A alteragdo da expressao de genes pode tornar as células cancerigenas resistentes a compostos
anti-tumorais. A susceptibilidade das células tumorais a morte celular programada é influenciada por
uma série de proto-oncogenes e de genes supressores de tumores.

As mutacBes que ocorrem na via de apoptose podem constituir um modo alternativo de
resisténcia a terapia. A proteina p53 é um importante supressor tumoral que regula o ciclo celular, uma
vez que é sensivel a danos no DNA causados durante a replicacdo. Caso se verifiguem danos no DNA
a p53 induz a paragem do ciclo celular na fase G1 e/ou induz a apoptose para prevenir a producdo de
células mutadas anémalas. Compostos que causam danos no DNA provocam morte celular mediada
pela proteina p53. Em cancros humanos sdo frequentemente observadas mutagdes neste supressor
tumoral levando a perda da sua funcdo. Essa perda de funcdo permite as células mutadas adquirirem
resisténcia aos compostos anti-tumorais, escapando aos pontos de controlo do ciclo celular

possibilitando assim a sua replicagéo (Lugmani, 2005; Mendelsohn et al., 2008; Schenk et al., 2003).
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Outros genes, como v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog (K-RAS) e B cell
lymphoma 2 (BCL-2) estdo envolvidos nos processos de resisténcia pelas células tumorais. Este tipo de
resisténcia afecta toda uma gama de compostos anti-tumorais aumentando a propor¢do de células
mutantes sobreviventes, conduzindo a uma maior heterogeneidade do tumor e consequentemente a um

obstéculo no tratamento (Boyle e Levin, 2008; Lugmani, 2005).

1.2.2.3. Alteracdo nas moléculas alvo

Durante a quimioterapia, podem ocorrer alteracdes nas moléculas alvo tornando as células
tumorais resistentes aos compostos aplicados tais como, muta¢es no gene codificante da proteina ou
perda cromossomica da célula que induzem a perda de funcdo da molécula alvo. Essas perdas podem
resultar na alteracdo da via de expressdo e via de regulagdo de genes, inclusive na delecdo ou
amplificacdo de DNA, alteracdo na transcricdo ou no controlo pés-transcricional ao nivel do RNA e
modificacdes pos-transducionais em proteinas (Hong et al., 2010).

Um exemplo de alteragdo da molécula alvo é a DHFR, que em células mutadas para esta
proteina torna-as resistentes ao composto Metotrexato. Outro exemplo, alteragdo na B-tubulina através
de mutacGes ou variacdo do numero de isoformas (Hong et al., 2010; Mendelsohn et al., 2008).

As enzimas topoisomerases | e Il ttm um papel fundamental na replicacdo do DNA sendo por
isso o alvo preferencial da quimioterapia. Mutagdes ou alteracdes na expressdo destas enzimas tornam
as células insensiveis aos compostos citotoxicos e assim resistentes ao tratamento (Hong et al., 2010;
Mendelsohn et al., 2008).

A penetracdo dos compostos anti-tumorais no local de ac¢do € um obstaculo que deve ser
considerado como forma de resisténcia. A porcdo central de numerosos tumores tende a ser pouco
vascularizada tendo os compostos dificuldades em aceder a essas areas. Outros tumores de dificil
acesso por quimioterapia sdo os tumores cerebrais devido a barreira hematoencefalica (BHE),
estrutura extremamente selectiva do sistema nervoso central. Esta barreira tem como principais
fungdes manter a homeostasia do sistema nervoso central, proteger o cérebro do meio extracelular,
fornecer nutrientes através de sistemas de transporte especificos e orientar as células inflamatdrias em
caso de alteragfes ambientais locais. Quando ultrapassada a BHE, estes compostos podem ser
bloqueados pelo sistema de defesa da BHE, como por exemplo o transportador ABCB1 referido na
seccdo 1.2.1.1 (Cardoso et al., 2010; Lugmani, 2005).

1.2.2.4. Sobre-activacdo das vias de reparacdo do acido desoxirribonucleico

As vias de reparacdo do DNA pretendem proteger a integridade do genoma da célula e no caso
de células cancerigenas sao importantes intervenientes na resposta a agentes alquilantes e compostos
de platina, podendo promover a resisténcia aos compostos anti-tumorais.

A reparacdo do DNA por excisdo de nucledtidos (NER do inglés: Nucleotide Excision Repair)

é um processo complexo e altamente regulado que envolve mais de trinta proteinas. Por norma, estdo
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envolvidas duas vias, a NER gendmica global (que repara danos em &reas transducionais silenciosas) e
a NER transcripcional (que repara danos na cadeia de DNA transcrita). O processo de NER decorre
em diversas etapas: reconhecimento de danos no DNA, desenrolamento da cadeia, corte, degradacdo,
polimerizacéo e ligacdo dos nucleotidos (Berwick e Vineis, 2000; Hong et al., 2010; Mendelsohn et
al., 2008).

Dos genes envolvidos na NER, o gene Excision Repair Cross-Complementing group 1
(ERCC1) foi reconhecido como gene responsavel pelo mecanismo de resisténcia aos compostos anti-
tumorais, uma vez que repara 0s danos causados pela ligacdo de aductos DNA-composto como é o
caso de agentes alquilantes ou compostos de platina (Lugmani, 2005; Mendelsohn et al., 2008; Schenk
et al., 2003)

Outro exemplo de mecanismo de resisténcia aos compostos é o da enzima Og- alquil-guanina-
DNA-alquil-transferase codificada pelo gene Metil-Guanina-Metil-Transferase (MGMT) que, inibe a
morte de células tumorais removendo o grupo alquil do Og da guanina do DNA da célula quando
exposta a agentes alquilantes (Esteller et al., 2000a; Mendelsohn et al., 2008; Rajewsky e Miiller,
2002; Zaboikin et al., 2006).

1.2.2.5. Efeitos metabodlicos

As vias metabdlicas (catabolicas e anabdlicas) sdo processos quimicos altamente regulados
que permitem gerir as fontes energéticas, de transporte e sintese de moléculas nas células. Estes
processos fornecem energia as células e produtos enddgenos e exdgenos como por exemplo
xenobioticos (Berg et al., 2007; Mathieu, 2004; http://ghr.nIm.nih.gov, acedido a 22/07/2011).

AlteracGes de proteinas envolvidas nas vias metabdlicas podem tornar as células cancerigenas
resistentes a compostos anti-tumorais permitindo mais uma vez que as células escapem ao controlo do
sistema imunitario.

Os xenobioticos séo frequentemente responsaveis pela modificacdo de apolipoproteinas de alta
densidade. Esta alteragdo provoca um aumento da elimina¢do hepatica do composto anti-tumoral,
reduzindo sua concentragdo plasmatica efectiva (Lugmani, 2005).

O citocromo P450-3A4 é uma isoforma da enzima monooxigenase presente no figado que
metaboliza xenobidticos. Quando esta isoforma é expressa em tumores, ocorre reducgdo significativa
dos efeitos anti-tumorais (Basseville et al., 2011)

A glutationa S-transferase pertence a familia de proteinas metabolizadoras que protegem as
células da oxidacdo, desintoxicando-as de metabolitos contendo grupos carbonil, peréxido e epdxido.
Este grupo de proteinas é também conhecido por ser sobre-expresso em células cancerigenas e por
promover a desintoxicacdo dos xenobidticos através do transportador ABC codificado pelo gene
MRP1/ABCC1, tornando o tumor resistente a compostos alquilantes (Hong et al., 2010; Schenk et al.,
2003; Zaboikin et al., 2006).
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As proteinas cinases desempenham um papel fundamental no crescimento celular permitindo a
transmisséo de sinais do meio extracelular, através da fosforilagdo de outras proteinas. Por exemplo,
na presenca de forbol ester, 12-O-tetradecanoil forbol-13-acetato, um inductor tumoral, ha activacao
da proteina cinase ¢ que por sua vez ird4 fosforilar activadores de transcricdo de oncogenes
contribuindo assim para o desenvolvimento de células cancerigenas (Mendelsohon et al., 2008;
Ptashne e Gann, 2002)

1.2.2.6. Factores de crescimento

Os factores de crescimentos sdo moléculas bioldgicas especificas de pequenas dimensdes,
normalmente proteinas, necessarias ao desenvolvimento das células. Estas proteinas tém como
principal papel enviar sinais quimicos as células para estimular ou inibir a divisdo celular e assim
manter a homeostasia nos tecidos (Hanahan e Weinberg, 2011; Mathieu, 2004).

Na maioria dos casos, nas células cancerigenas, os sinais quimicos sdo transmitidos por
factores de crescimento que se ligam a receptores da proteina tirosina cinase. As células cancerigenas
adquirem a capacidade de proliferacdo desregulada através de diversos mecanismos, nomeadamente
através de estimulo autécrino produzindo factores de crescimento ou enviando sinais as células
circundantes para que estas produzam os factores de crescimento necessarios, ou desregulando /
alterando estruturalmente os receptores de factores de crescimento, aumentando assim a quantidade de
ligandos que chega aos receptores de factores de crescimento na superficie celular. (Hanahan e
Weinberg, 2011).

Por exemplo, quando nas células tumorais ha producdo do ligando do factor de crescimento
transformante alfa (TGF-o do inglés: Transforming Growth Factor a ) ocorre sobre-expressao do
receptor do factor de crescimento da epiderme (EGFR do inglés: Epidermal Growth Factor Receptor)
levando a sobrevivéncia autdcrina das células cancerigenas e resisténcia a quimioterapia (Camp et al.,
2005; Longley e Johnston, 2005).

Outro exemplo é a interleucina-6 (IL-6) que possui um papel importante na hematopoiese,
processo de inflamacdo e oncogénese induzindo a producdo do factor de crescimento endotelial
vascular (VEGF do inglés: Vascular Endothelial Growth Factor). A producéo autdcrina de IL-6 pode
promover a resisténcia a agentes citotoxicos empregues na quimioterapia. O mecanismo dessa
resisténcia foi atribuido a activacdo do enhancer CCAAT da familia de proteinas de ligacdo de
factores de transcri¢do e da inducdo da expressdo do gene MDR1 (Boyle e Levin, 2008; Lugmani,
2005).
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1.3.Complexos de escorpionato

Na natureza, existe uma grande variedade de enzimas com iGes metalicos envolvidas em
processos biolégicos fundamentais como a fotossintese, respiracdo e a fixacdo de azoto. Os ibes
metalicos sdo relevantes nos sistemas vivos e essenciais a vida porque permitem as enzimas exercer as
suas funcBes cataliticas. Sendo assim, nos ultimos anos o ramo da Quimica que estuda as
metaloproteinas tem sintetizado compostos com iGes metélicos no seu centro activo, baseando-se no
ligando poli(pirazolil)borato. Esta classe de ligandos foi sintetizada pela primeira vez pelo quimico
Swiatoslaw Trofimenko em 1966, que os denominou como escorpionato (Pellei et al., 2009; Pettinari,
2008).

Hoje em dia, existem imensas variedades de ligandos de escorpionato que mimetizam as
caracteristicas estruturais e funcionais de enzimas que contém varios metais tais como vanadio,
manganésio, ferro, cobalto, cobre, zinco, niquel, tungsténio e molibdénio (Pellei et al., 2009; Pettinari,
2008). Segundo alguns autores existem complexos de escorpionato com actividade anti-tumoral in
vitro (Marzano et al, 2006; Panini, 2007; Pellei et al., 2004).

Considerando este facto, nesta dissertacdo foram estudados dois complexos de escorpionato,
nomeadamente o TS199 e CoMeOH, a fim de averiguar as suas potenciais actividades como agentes

anti-tumorais.

1.3.1. TS199

O composto vulgarmente denominado por TS199 (Figura 1.6) tem como férmula molecular
[CuCl,{HOCH,C(pz):}] e massa molecular de 366,69g.mol™, quando dissolvido em agua apresenta
uma cor azul clara. Este composto de escorpionato possui um centro de cobre Il e um radical
funcional de tris(pirazolil)etanol [ROCH,C(pz)s] que confere uma elevada natureza hidrofilica

permitindo a solubilidade em agua (Szs.c=15mg/mL) (Silva et al., 2009).

Figura 1.6: Férmula estrutural do composto [CuCl,{HOCH,C(pz)s}] (conhecido por TS199) (Silva et al., 2009).
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1.3.2. CoMeOH

O composto comummente denominado por CoMeOH (Figura 1.7) tem a seguinte férmula
molecular [Co{OHCH,C(pz)s},].[Co{OHCH,C(pz)s}(H,0);],(Cl)¢4 e massa molecular de
1582,75g.mol ™, em solugdo apresenta uma coloracdo laranja. Este complexo de escorpionato possui
um centro de cobalto e um ligando de tris(pirazolil)etanol[ROCH,C(pz);] que tal como no caso do

TS199 confere uma elevada natureza hidrofilica permitindo a sua solubilidade em agua.
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Figura 1.7: Foérmula estrutural do composto [Co{OHCH,C(pz);},]. [Co{OHCH,C(pz);}(H,0):]o(Cl)e4
(designado CoMeQOH).

1.4. Sistemas Modelo

No inicio do século XX, a expressdo “sistema modelo” englobava apenas uma pequena porcao
da biodiversidade existente na Terra. Os organismos eram estudados para obter informacdo em vérias
areas como a Geneética, Biologia do Desenvolvimento e Evolucéo (Hedges, 2002).

Na ultima década, o termo sistema modelo, tem adquirido uma definicdo mais especifica
depois da sequenciacdo de genomas completos que permitiram comparar as diferentes espécies
aumentando e rentabilizando a utilizag&o de sistemas modelo na investigagdo (Hedges, 2002).

Existe uma grande variedade de sistemas modelo distribuidos pelos varios Reinos,
nomeadamente nos Reinos Monera, Protista, Fungi, Plantae e Animalia (Hedges, 2002). O factor
econdmico é um dos mais relevantes na escolha do sistema modelo utilizado, sendo ponderados outros
parametros tais como, a area de investigacdo, a adequacdo do sistema modelo, o espaco logistico
necessario a manutencgdo desse mesmo sistema.

Devido a grande variedade de sistemas modelo, no &mbito deste trabalho, serdo apenas
focados dois sistemas eucariotas, nomeadamente as linhas tumorais humanas (cancro colorectal
humano 116 (HCT116) e carcinoma hepatocelular 2 (HepG2)) e a levedura Saccharomyces cerevisiae

(S. cerevisiae), abordando-se as vantagens e desvantagens de cada um.

1.4.1. Ciclo celular de um eucariota

O ciclo celular ¢ um fenémeno biol6gico que tem por funcdo a duplicacdo precisa da vasta
quantidade de DNA que se encontra empacotada nos cromossomas (Alberts et al., 2002; Azevedo,
1999; Mathieu, 2004).
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A proliferagdo celular é controlada de modo a que a producgdo de novas células compensa a
perda de células nos tecidos (Azevedo, 1999).

O ciclo celular dos eucariotas ocorre quando uma célula (célula-mée) estd em divisdo e
compreende as fases da interfase e da mitose (Figura 1.8). A interfase é a fase mais longa do ciclo
celular (cerca de 90%) e corresponde a um periodo de crescimento celular e de copia dos
cromossomas. Esta fase € dividida em 3 fases: fase G;, em que ocorre crescimento celular; fase S,
onde ocorre a sintese do DNA e a continuacdo do crescimento celular e fase G,, onde a célula continua
a crescer preparando-se para a mitose. Na mitose ocorre a divisdo da célula-mae e a distribuicdo dos
cromossomas pelas células-filhas. Por fim, o ciclo fica completo com a citocinese, onde ocorre a
divisdo do citoplasma obtendo-se duas células-filhas geneticamente idénticas e independentes (Alberts
et al., 2002; Mathieu, 2004).

Interfase Mitose

Profase v/

\ = %Xf

/Rephca\;ao )
| dos £

i Citocinese
cromossomas

Figura 1.8: Ciclo celular em organismos Eucariotas. Legenda: M - Mitose (adaptado de Prescott et al., 2005).

1.4.2. Linhas celulares cancerigenas (modelo ex vivo)

A cultura celular de linhas tumorais é extensamente executada em todo o mundo. A grande
vantagem em utilizar este tipo de células, reside na capacidade de fornecer uma fonte renovavel de
material para estudos repetitivos em simultaneo em diversos laboratérios. No entanto, a linha tumoral
como sistema modelo (modelo ex-vivo) deve reflectir as propriedades do cancro original, isto €,
manter as caracteristicas histopatoldgicas quando transplantado, as caracteristicas genotipicas e
fenotipicas, a expressdo de genes e a sensibilidade aos farmacos. Outra vantagem deste tipo de linhas

celulares é o facto de estas poderem ser submetidas a um ndmero indefinido de divisdes. As linhas
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imortalizadas tém a capacidade de se dividirem milhares de vezes. No entanto, devido ao seu
crescimento descontrolado, este tipo de linhas nem sempre mimetiza as doengas com exactiddo. E
ainda importante ter em atencdo a possibilidade de desenvolvimento de mutacGes adicionais, sendo
necessario efectuar controlos de qualidade para validagdo dos resultados. Estes controlos incluem
entre outros, a pesquisa de mutacGes adicionais e a observacdo microscopica para verificacdo de
alteracdes morfoldgicas como por exemplo aberragbes cromossdmicas (Langdon, 2003).

As linhas celulares podem existir sobre duas formas de cultura: culturas aderentes ou em
suspensdo. As culturas aderentes necessitam de um substrato, como por exemplo plastico ou vidro,
para proliferar em monocamada. As culturas em suspensdo ndo necessitam de substrato e
desenvolvem-se flutuando no meio (Langdon, 2003).

Neste trabalho serdo abordadas duas culturas aderentes ao substrato: linhas celulares humanas
HCT116 e HepG-2.

1.4.2.1. Células de cancro colorectal humano

Como referido inicialmente, o cancro colorectal encontra-se entre os cancros com maior
incidéncia a nivel mundial. Esta incidéncia aumenta com a idade, predominando entre 0s 60 e 70 anos.
No entanto, em individuos com predisposicdo genética ou em condi¢des pré-existentes de doencas
inflamatdrias dos intestinos o aparecimento desta neoplasia pode ser mais precoce (Langdon, 2003;
http://www.who.int/mediacentre/factsheetsemfs297/fr/index.html, acedido a 07/01/2011).

O cancro colorectal inicia-se nas células que revestem o interior do célon e nas células do

recto, comegando um desenvolvimento lento a partir de pélipos (Figura 1.9)
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Figura 1.9: Representa a progressdo do cancro colorectal (adaptado de Grady e Carethers, 2008;

http://www.humpath.com)

17


http://www.humpath.com/

Capitulo 1: Introdugéo

Os factores de risco associados a este cancro sdo uma ma alimentagdo, excesso de peso,
tabagismo, ingestdo de A&lcool, diabetes e a predisposicdo genética. (http://www.colorectal-
cancer.ca/en/, acedido a 27/01/2011; http://www.pfizer.com/files/news/asco/colorectal_cancer_crc_
fact_sheet_2010.pdf, acedido a 29/01/2011).

Relativamente a predisposicdo genética, 0s genes envolvidos e relacionados com a
carcinogénese colorectal podem ser divididos segundo a sua fun¢do putativa.

Os genes envolvidos nas vias de sinalizacao celular sao:
e Gene supressor de tumor Adenomatous Polyposis Coli (APC), envolvido na activagdo da via
de sinalizagdo Wnt/p-catenina;
e Oncogene K-RAS, envolvido em vias de transducdo de sinais;
e Gene Deleted in Colorectal Carcinoma (DCC), envolvido na via de transmissdo de sinal
axonico.
Os genes envolvidos na manutencdo da estabilidade genética s&o por exemplo:
e Proteina p53;
e Genes de reparacdo de mismatch (hMSH2, hMLH1, hPMS1, hPMS2, e hMSH®6) (Esteller et
al., 2000b; Grady e Carethers, 2008; Langdon, 2003; Wheeler e Brandli, 2009; Wood et al.,

2007; Yokota, 2000).

As linhas celulares de cancro colorectal humano sdo uma ferramenta muito utilizada em
estudos celulares bioldgicos, como o desenvolvimento de novas terapias. Estas linhas celulares podem
ser estabelecidas a partir de efusdes asciticas, tecidos metastaticos e tumores primarios (Langdon,
2003).

A linha celular de HCT116 é uma das linhas celulares de cancro colorectal humano disponivel
comercialmente e possui as seguintes caracteristicas:

e Tumorogénica;
e Positiva para a queratina quando corada por imunoperoxidase;
e Positiva para a transformacao do factor de crescimento beta-1 (TGF 8 1) e para a expressao de

beta-2 (TGF B 2);

e Mutagéo no codéo 13 do proto-oncogene Ras
e Tempo de duplicagdo 25-48 horas, incubacdo a 37°C e 5% CO, (NCBI-

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gquery/?term=HCT116, acedido a 27/01/2011,

http://www.dsmz.de/human_and_animal_cell_lines/info.php?dsmz_nr=581&from=cell_line_i

ndex&select=H&term=&preselect=human;hamster;mouse;rat;insect;other&firstload=0,

acedido a 27/01/2011)
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1.4.2.2. Células de carcinoma hepatocelular

O carcinoma hepatocelular esta entre os cancros de maior incidéncia a nivel mundial,
frequentemente recorrente e letal, prevalencendo em individuos do sexo masculino, com idades
compreendidas entre os 50 e 0s 60 anos (Boyle e Levin, 2008).

O carcinoma hepatocelular é um tumor epitelial com inicio nos hepatdcitos do figado (Figura
1.10), devendo-se maioritariamente a uma cirrose causada por consumo excessivo de alcool; doengas
auto-imunes ou inflamatérias de longa duracédo; hepatites B e C crénicas; e ainda, elevados niveis de
iBes no organismo. A remocdo por hepatectomia ou o transplante sdo recursos utilizados na
terapéutica, no entanto sdo complementados com quimioterapia (quimio-embolizag&o) e radioterapia.
(Boyle e Levin, 2008; Gérolami et al., 2003; Lim et al, 2010; Yang et al., 2011,
http://www.nIm.nih.gov/medlineplus/ency/ article/000280.htm, acedido a 27/01/2011)

Hepatoécitos normais

Figura 1.10: Representa a progressdo do carcinoma hepatocelular (adaptado de Hussain et al., 2002;
http://www.hephelp.net; http://pathweb.uchc.edu).

O desenvolvimento e a progressdo deste cancro, a semelhanga de outros cancros, deve-se a
modificacdes genéticas, nomeadamente:
o Gene K-RAS, envolvido nas vias de transdugdo de sinais;
e Gene Tumor protein p53 (TP53), balanceia a diviséo celular e a apoptose;
e Gene Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2A (CDKN2A) participa na regulacdo do ciclo
celular,;
e Gene Retinoblastoma (Rb) envolvido na regulacdo da fase G1 do ciclo celular;

e Gene Wnt / Proteina B-catenina, envolvida na adesao entre células;
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e Transformacdo no TGF-B, participa no controlo do crescimento celular e apoptose; (Boyle e
Levin, 2008; Gérolami et al., 2003; http://www.genenames.org, acedido a 27/07/2011,
http://atlasgeneticsoncology.org, acedido a 27/07/2011)

A linha celular HepG-2 é amplamente usada na investigacdo de cancros hepaticos e no efeito
de compostos anti-neopléasicos, tendo um tempo de duplicacdo de 50-60 horas, incubacéo a 37°C e 5%
CO, (Hammer et al., 2009; http://www.dsmz.de/human_and_animal_cell_lines/info.php?dsmz_nr=180
&term=hEP&highlight=, acedido a 27/01/2011).

1.4.3. A levedura Saccharomyces cerevisiae

Ha milénios que o Homem utiliza as leveduras em vérias indUstrias, como por exemplo na
vinificacdo, producdo de lacticinios, panificacdo e producdo de cerveja. A levedura mais utilizada na
indlstria é a S. cerevisiae, que permite produzir pdo e cerveja (Lima e Mota, 2003; Mathieu, 2004;
Mell e Burgess, 2002).

A levedura S. cerevisiae pertence ao grupo dos ascomicetas no Reino Fungi. E um organismo
eucariota unicelular com reproducdo assexuada ou sexuada dependo das condigdes ambientais. Outras
caracteristicas importantes sao o facto de ndo possuir mobilidade, ndo ser patogénica, possuir um ciclo
de vida curto, possuir a mesma arquitectura celular do que eucariotas multicelular, ou seja, possui
numerosos organelos ligados a membrana, incluindo nicleos, mitocondrias, peroxissomas e organelos
das vias de secrecdo; ser de facil cultivo e manipulagdo em laboratorio. A nivel gendomico algumas
caracteristicas importantes sdo: o seu genoma completo sequenciado; um conjunto de genes knock-out
ndo essenciais caracterizados; obtengdo a baixo custo de grelhas de leitura (ORF, do inglés: Open
Reading Frame) e bibliotecas genémicas; e por fim a existéncia de uma base de dados online bem
desenvolvida e de facil acesso em http://www.yeastgenome.org/. Todas estas caracteristicas fazem da
S. cerevisiae um organismo modelo desejado na area da investigagdo, permitindo estudos de
Bioguimica, Genética, Biotecnologia e Biologia Celular dos eucariotas (Mathieu, 2004; Mell e
Burgess, 2002).

O genoma haploide da levedura S. cerevisiae é composto por aproximadamente 6000 genes
que se encontram distribuidos por 16 cromossomas lineares contidos no nucleo da célula (Bjornsti,
2002; Mell e Burgess, 2002). O genoma é muito compacto uma vez que o nimero e o tamanho dos
genes é pequeno e a densidade de genes é relativamente elevada. Os genes da levedura tém poucos
intrbes e as regides intergénicas sdo muito curtas. A redundancia genética no genoma da levedura é
baixa, o que facilita a andlise da funcdo dos genes. Por outro lado, 0s genes e 0S mecanismos
envolvidos em processos celulares estdo altamente conservados em taxa eucariotas, podendo-se
extrapolar os resultados obtidos na S. cerevisiae para outros eucariotas (Mell e Burgess, 2002).

Este eucariota unicelular, apesar da sua simplicidade em relagdo a organismos multicelulares,

utiliza mecanismos idénticos aos eucariotas mais complexos. De facto, muitos do genes da levedura
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estdo relacionados evolutivamente e funcionalmente com genes de eucariotas superiores, reforcando

mais uma vez a sua utilizacdo como organismo modelo (Mell e Burgess, 2002).

1.4.3.1. Ciclo de vida da levedura Saccharomyces cerevisiae.

O ciclo de vida da levedura S. cerevisiae € muito curto, aproximadamente 90 minutos, o que
permite crescer rapidamente uma elevada populacao deste organismo (Mell e Burgess, 2002).

A levedura S. cerevisiae pode existir indefinidamente sobre a forma hapléide ou sobre a forma
dipléide (Figura 1.11) contendo uma coOpia ou duas de cada cromossoma, respectivamente. As
leveduras hapldides podem ter duas formas, mating type a e mating type o. Na reproducdo sexuada
ocorre a jungdo de duas células hapldides de diferente mating type formando-se uma célula diploide
com 4 gametas, dois de cada mating type, denominada de asco na qual estdo contidos os ascésporos.
Quando o zigoto sofre mitose obtém-se col6nias diploides. Quando a forma dipl6ide sofre meiose
obtém-se quatro células hapldides (Madigan e Martinko, 2006; Mell e Burgess, 2002).

A levedura na sua forma dipléide multiplica-se por gemulacdo sofrendo um ciclo celular
idéntico ao explicado na sec¢do 1.4.1.. Esta, difere apenas na mitose devido a auséncia de separagdo

do envelope nuclear ou metafase durante a divisao celular.
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Figura 1.11: Ciclo de vida da levedura Saccharomyces cerevisiae. Legenda: a- Mating-type a, a- Mating-type «
(adaptado de Herskowitz, 1988).
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1.4.3.2. Crescimento microbiano

O crescimento microbiano é dependente do meio de cultura liquido apropriado, temperatura e
agitacdo constante de modo a que todas as células estejam em suspensdo e em contacto com o meio de
modo equitativo (Lopes e Fonseca, 1996).

O crescimento da levedura em sistema fechado ocorre por reproducdo assexuada e pode ser
representado pelo grafico do logaritmo do ndmero de células viaveis em funcdo do tempo (Figura
1.12) (Prescott et al., 2005).

Sendo assim, 0 comportamento de uma cultura de levedura em sistema fechado é
caracterizado por quatro fases principais. A primeira denomina-se de fase de laténcia e ocorre
imediatamente ap0s a inoculagdo do meio. A fase seguinte caracteriza-se por um pequeno aumento da
populacdo denominando-se de fase de aceleracdo. Segue-se uma fase de crescimento, fase
exponencial, onde o valor da taxa especifica de crescimento () atinge o seu valor maximo (Ums) para
as condigdes testadas. A quarta fase € a fase de desaceleragdo que ocorre devido a um ou mais
nutrientes se tornarem limitantes ao crescimento. Posteriormente, ao esgotamento de nutrientes e/ou
acumulacdo de produtos inibitérios do metabolismo, a levedura deixa de se dividir e entra na fase
estacionaria. Por fim, observa-se um declinio da populagdo viavel ao longo do tempo, caracteristico da
fase de morte (Ferreira e Sousa, 1998; Lopes e Fonseca, 1996; Madigan e Martinko, 2006; Prescott et
al., 2005).

Fase Estacionaria

Fase
Exponencial

(log)

Fase
Morte

Numero Células Viavéis (log)

Fase
Laténcia

Tempo (h)

Figura 1.12: Esquema do crescimento da levedura S. cerevisiae em sistema fechado. Estéo representadas as
quatro principais fases de um crescimento de levedura: laténcia, exponencial, estacionaria e morte celular.
(adaptado de Prescott et al., 2005).

1.5. Proteémica

O termo protedmica refere-se ao estudo do proteoma (sistema dindmico) dos organismos, ou
seja, baseia-se no conjunto de proteinas produzidas pelas células, quando sujeita a um conjunto de
condic¢oes, reflectindo assim as alteragcdes do meio envolvente e 0s mecanismos bioldgicos envolvidos.
Sendo assim, uma andlise proteica da célula permite uma perspectiva global de como as moléculas
interagem e cooperam para criar e manter um sistema biol6gico funcional. Esta tecnologia detecta a

quantidade, composicao e estrutura das proteinas, isoformas proteicas, modificagdes conformacionais,
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alteracfes modulares durante o desenvolvimento, modificagcbes pos-transducionais, interaccbes com
outras proteinas ou metabolitos e distribuicdo subcelular das proteinas fornecendo uma fonte rica e
variavel de dados (Graves e Haystead, 2002; Josic e Kovac, 2008; Patterson e Aebersold, 2003; Rédei,
2008; Twyman, 2004).

A protedmica ndo se limita a identificar proteinas da célula, pretende também chegar a um
complexo mapa em trés dimensdes que permite identificar a localizacdo das proteinas na célula.
(Graves e Haystead, 2002; Patterson e Aebersold, 2003).

A protedmica fornece uma grande variedade de dados e por isso é necessario tratar os dados
com o auxilio de programas computacionais para tratar toda a informacéo. Hoje em dia, a informacéo
obtida por protedmica tem um impacto importantissimo nas aplicacdes biolégicas como a Medicina,
desenvolvimento de novos compostos e agricultura (Rédei, 2008; Twyman, 2004).

As principais abordagens da protedmica séo:

e A protedmica Funcional que estuda directamente fungdes especificas de proteinas em larga
escala através de chips;

e A protedmica Estrutural que procura entender a funcdo proteica baseando-se na analise e
modelacéo tridimensional;

e A protedmica Reversa que inicia o estudo nos genes e vai até a identificagdo das proteinas;

e A protedmica de Expressdo que permite analisar todas as proteinas expressas pelo genoma de
um organismo quando este é exposto a alteragdes no meio ambiente (Rédei, 2008; Twyman,

2004).

A proteémica de Expressdo, técnica utilizada neste trabalho, envolve a separagdo de uma
mistura complexa de proteinas extraidas de células, tecidos ou outra amostra biolégica, através da
técnica de electroforese em duas dimens@es (2-DE do inglés: Two Dimension Electroforese) executada
em gel de poliacrilamida. Esta técnica envolve também a identificacdo visual e individual dos “spots”’
de interesse e a sua andlise apds identificacdo por Espectrometria de Massa (MS do inglés: Mass
Spectrometry).

A técnica de 2-DE executa-se em duas fases, separando as proteinas de acordo com duas
propriedades independentes: o ponto isoeléctrico e 0 peso molecular das proteinas. Esta técnica é
sensivel e tolera a utilizacdo de misturas proteicas e € a Unica com capacidade de detectar
modificagdes pos e co-transducionais. A 2-DE pode ter diversas utilizagdes como por exemplo, analise
de proteoma, diferenciacdo celular, deteccdo de marcadores de doenca, monitorizar tratamentos,
pesquisa de compostos, investigacdo oncoldgica e purificacdo de proteinas em microescala (GE
Healthcare Bio-Sciences AB, 2010; Graves e Haystead, 2002; Rédei, 2008; Twyman, 2004).

A técnica de MS permite obter informaces estruturais (massa, sequéncia) de proteinas a partir
dos seus derivados, péptidos ou iGes proteicos. Essa informacdo € importante para identificar as

proteinas utilizando-se bases de dados proteicas e também para identificar a localizacdo ou
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modificacdo poés-transducional de proteinas (Figeys, 2005; Graves e Haystead, 2002; Honoré et al.,
2004; Nesatyy e Suter, 2008; Patterson e Aebersold, 2003; Teixeira et al., 2009).
Por todas as razes enumeradas anteriormente, a técnica de protedmica de Expressdo demonstra

ser uma técnica de grande utilidade no presente estudo.

1.6. Objectivo do estudo

Com o presente estudo, enquadrado no trabalho desenvolvido nesta unidade de investigacao,
pretendeu-se averiguar o potencial citostatico de dois complexos de escorpionato, denominados de
TS199 e CoMeOH.

Foram utilizadas duas abordagens para que o objectivo proposto fosse alcangado.

Deste modo, uma das abordagens consistiu na determinacao da citotoxicidade e morte celular,
em ensaios ex-vivo nas linhas tumorais humanas HCT116 e HepG2, através de ensaios de MTS e de
coloracdo pelo método de Hoechst.

No que concerne a outra abordagem, tentou-se elucidar quais os alvos e modos de ac¢do dos
composto em estudo, no modelo estirpe BY4741 de Saccharomyces cerevisiae. Esta abordagem, foi
alcangada através da caracterizagdo da concentragdo minima inibitéria (CMI) e da curva de

crescimento, determinacédo da viabilidade celular e actividade de ROS e ainda, o estudo do proteoma.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Compostos em estudo

No presente trabalho, utilizou-se a Doxorrubicina como controlo positivo devido ao seu
potencial anti-tumoral comprovado. Este composto foi adquirido comercialmente através da empresa
Toronto Research Chemicals (TRC, http://www.trc-canada.com, Canada).

Os compostos em estudo (TS199 e CoMeOH) sdo complexos de escorpionato previamente
caracterizados na introdugéo deste estudo. Estes compostos foram sintetizados pela Telma Silva aluna
de Doutoramento no Centro de Quimica Estrutural do Instituto Superior Técnico (IST).

Para efectuarmos os estudos com os compostos acima referidos, foi necessario dissolvé-los
num solvente apropriado. O composto Doxorrubicina foi dissolvido em dimetilsulféxido (DMSO)
(Applichem, Alemanha), numa concentragdo final de 43,10 mM. Os compostos teste, TS199 e
CoMeOH, foram dissolvidos em &agua, nas concentragbes stock de 18,19 mM e 37,90 mM,

respectivamente. Todos eles foram conservados a -20 °C.

2.2. Linhas celulares HCT116 e HepG-2

Parte dos ensaios em linhas tumorais descritos na sec¢do 2.2 foram desenvolvidos no Research
Institute for Medicines and Pharmaceutical Sciences da Faculdade de Farmacia da Universidade de
Lisboa, ao abrigo de um protocolo de cooperacdo com a Professora Doutora Cecilia Rodrigues e outra
parte foi desenvolvida nas instalagbes da Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias.

O trabalho apresentado na sec¢do 3.3.1 foi desenvolvido em linhas celulares tumorais
aderentes, HCT116 e HepG2.

2.2.1. Condicdes de cultura das linhas tumorais

Para a cultura celular de ambas as linhas tumorais foi necessario preparar um meio completo,
composto por: Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Invitrogen, EUA) suplementado com
10% de Soro Fetal Bovino (FBS; do inglés: Fetal Bovine Serum) (Invitrogen, EUA) e 1% de
antibiodtico/antimicoético (solucdo de Penicilina/Streptomicina contendo um antimicotico; Invitrogen,
EUA). Para a linha tumoral HepG2 suplementou-se ainda o meio completo com 1% da solucdo de
aminodcidos (a.a.) (MEM Non Essential Amino Acids; Invitrogen, EUA). Os crescimentos de ambas as
linhas foram efectuados em frascos BD Falcon™ de 75 cm? com tampa ventilada (BD Biosciences,
EUA), numa incubadora HERA Cell 150i (Thermo Scientific, Waltham, Ma., EUA) em atmosfera
himida e controlada a 37°C e 5% CO,.
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2.2.2. Renovagdo de meio de cultura das linhas tumorais

A manutencdo semanal das linhas celulares fez-se todas as 72h a partir de frascos de cultura
crescida (meio completo + células) segundo as condi¢BGes descritas na sec¢do 2.2.1 com uma
confluéncia entre 65-80%. A confluéncia foi verificada por observacdo em microscépio invertido. Esta
percentagem de confluéncia foi tida em conta na realizacdo dos ensaios descritos nas sec¢oes 2.2.4-
2.2.6.

Para renovar as culturas e/ou efectuar os ensaios de viabilidade, o procedimento foi
semelhante e consistiu na aspiracdo de todo o meio da cultura, com posterior adicdo de 5 mL de
tripsina TrypLE™ Express (Invitrogen, EUA) e subsequente incubacio a 37 °C, em 5% CO, cerca de
5 minutos, até as células se soltarem da base do frasco (confirmagdo por observacdo visual).
Seguidamente, adicionaram-se 5 mL de meio completo (seccdo 2.2.1) para neutralizar a tripsina e
aspirou-se o meio para um tubo de centrifuga de 50 mL. Centrifugou-se durante 5 minutos a = 230
rpm (Centrifuge 5810R, Eppendorf, Alemanha) e descartou-se o0 sobrenadante adicionando-se ao
pellet 1 mL de meio completo novo para ressuspender as células cuidadosamente com o auxilio de
uma micropipeta (obtém-se a suspensao celular). Por fim, sempre que necessario, adicionaram-se 2
mL de meio completo para diluir a suspenséo.

Renovaram-se as culturas, adicionando-se 20 mL de meio completo aos frascos de cultura
novos com 50 pL de células ressuspensas. Por fim, colocaram-se os frascos novos na cdmara de CO,

nas condic¢Oes descritas na secgdo 2.2.1.

2.2.3. Determinacdo da concentragdo celular viavel das culturas
Para determinar a concentracdo celular viavel das culturas tumorais procedeu-se ao ensaio de

exclusdo por azul de trypan (Sigma, EUA). Este método tem por base o facto de as células vivas ndo
fixarem determinados corantes uma vez que possuem a membrana plasmatica intacta que funciona
como uma barreira, enquanto as células mortas fixam os corantes por terem a membrana plasmatica
danificada. Assim sendo, a estabilizagdo da permeabilidade membranar permite a coloragdo
diferencial das células ndo viéaveis que coram de azul enquanto as vidveis permanecem sem coloragdo
(Sigma, 2011; Strober, 1997).

Efectuou-se a contagem de células usando um hemocitdmetro (Hirschmann, Alemanha),
partindo de uma solu¢do composta por: 50 YL de suspensdo celular (seccdo 2.2.2.), 100 pL de azul de
trypan 0,1% (Sigma, EUA) e 350 pL de meio completo (volume total de amostra de 500 uL).

Procedeu-se a contagem de células vidveis nos quatro quadrantes de uma das camaras do
hemocitometro. O mesmo procedimento foi repetido na segunda camara do hemocitémetro (para a
realizacdo do duplicado).

Determinou-se também, a percentagem de células ndo vidveis em cada ensaio de forma a
assegurar que uma percentagem < 5%.

De seguida, determinou-se a concentracdo celular a partir da seguinte formula:
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NOmero células = N = 10* * f;
, onde o namero de células € por mL, N é o valor médio do numero de células viaveis nos quadrantes
da cAmara de contagem , 10*corresponde ao volume da camara em mm?e f; corresponde ao factor de
diluicdo.
Seguidamente, determinou-se o volume de suspensao celular necessaria para obter uma solucao
final (suspensdo celular + meio completo) de concentracdo igual a 0,5 x 10° células/mL para os
ensaios de viabilidade celular descritos na seccdo 2.2.5 e de 1,5x10° células/mL para os ensaios de

apoptose descritos na seccdo 2.2.6.

2.2.4. Adigdo dos compostos em estudo as culturas de células

A adicdo de compostos em estudo as culturas tumorais foi efectuada apds 24 horas de
incubacéo das células a 37 °C com 5% de CO, na placa de 96 poc¢os ou de 35 mm consoante 0 ensaio a
realizar e descrito nas seccOes 2.2.5. e 2.2.6 ap0s ter confirmado, por observacdo da placa na lupa,
simultaneamente a morfologia celular e a confluéncia de células de 80%.

Nas placas de 96 pogos foram testadas as seguintes concentragbes dos compostos
Doxorrubicina 0,1, 1, 10, 125, 250 e 500 uM em linha HCT116; TS199 500, 700, 1000 e 2000 uM em
linhas HCT116 e HepG2 e CoMeOH 100, 500, 1000 e 2000 uM em linhas HCT116 e HepG2 e foram
também preparadas amostras controlo negativo (meio completo sem composto nem solvente (ensaio
dos compostos TS199 e CoMeOH) e meio completo sem composto com solvente DMSO (< 0,3%,
ensaio do composto Doxorrubicina).

Posteriormente & adi¢do dos compostos a placa de 96 pogos, preparam-se as solucfes dos
compostos em meio completo (suplementado com a.a. no caso da linha celular HepG2) em Eppendorf
de 1,5 mL nas concentragdes pretendidas. Aspirou-se 0 meio dos pogos e adicionaram-se 100 puL/pogo
das amostras e do controlo negativo e incubaram-se as células a 37 °C, com 5% CO, durante 48 horas.

Nas placas de 35 mm, as amostras testadas foram Doxorrubicina 0,5 pM, TS199 900 e 1500
UM, CoMeOH 250 e 500 pM em linha HCT116, foram também preparadas amostras controlo
negativo tal como referido anteriormente.

Posteriormente a adicdo dos compostos a placa de 35 mm, preparam-se as solugdes dos
compostos em meio completo em Eppendorf de 2,0 mL nas concentraces pretendidas. Aspirou-se o
meio das placas de 35 mm e adicionaram-se 2000 pL/placas das amostras e dos controlos e

incubaram-se as células a 37°C, com 5 % CO, durante 48 h.

2.2.5. Kit CellTiter 96®AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay

Utilizou-se o KitCellTiter 96° AQ.eous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega,
EUA) para realizar o ensaio 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxy-phenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium (MTS) e avaliar a viabilidade celular das linhas HCT116 e HepG2. Este

método é colorimétrico e permite determinar o nimero de células viéveis em ensaios de proliferacdo
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ou quimiosensibilidade, por leitura directa da densidade oOptica (DO) do formazano a 490 nm
(Promega, 2009).

Neste ensaio, utiliza-se um sal de tetrazdlio e um reagente de fenazina metosulfato (PMS; do
inglés: Phenazine Methosulfate). O MTS vai ser reduzido em formazano nas células metabolicamente
activas pela enzima desidrogenase, sendo este um produto soltvel no meio de cultura. Assim, a
quantidade de formazano produzido nesta reaccdo é directamente proporcional ao nimero de células
viaveis presentes em cultura (Promega, 2009).

A descricdo sucinta do protocolo é a seguinte: preparou-se uma solu¢do MTS : PMS : meio
completo nas proporcdes de 20:1:100.

Utilizou-se a placa de 96 pocos de fundo plano preparada na seccéo 2.2.3. e 2.2.4. na qual se
ajustou a concentracdo por pogo (volume de meio completo igual a 100 uL) a 5000 células e aspirou-
se 0 meio dos pogos. Posteriormente, adicionaram-se 100 pL da solu¢do contendo MTS/PMS/meio
completo. Incubou-se durante 30 min a 37°C, e com 5% CO, para ocorrer a reducdo do MTS em
formazano (mudanga de cor para parpura) e leu-se a DO a 490 nm num leitor de placas (Microplate
Reader Mod. 680, BioRad, EUA).

A percentagem de viabilidade celular foi determinada de acordo com a seguinte formula:

N Composto
Viabilidade celular (%) = 100 — ((1 — Absyqg m) * 100)

, onde Abs,g € a absorvancia da amostra a 490nm.
Este ensaio de viabilidade celular foi efectuado em triplicado tanto para os compostos

Doxorrubicina, TS199, CoMeOH como para o controlo negativo de cada condigéo testada.

2.2.6. Marcacéo pelo método de Hoechst

Este ensaio de avaliacdo de inducdo de apoptose foi realizado em triplicado para todas as
condigdes em estudo. As condigdes testadas foram Doxorrubicina a 0,5 pM; TS199 a 900 e 1500 uM e
CoMeOH a 250 e 500 uM em linha HCT116.

Os corantes Hoechst sdo fluorescentes e tém por principal caracteristicas serem permeaveis aos
acidos nucleicos das células. Esta caracteristica permite a utilizacdo destes corantes em diversas
aplicacBes como por exemplo: deteccdo de DNA (> 3 ng) na presenca de RNA em gel de agarose,
determinar o nimero celular e distinguir cromossomas (Invitrogen, 2005).

Para realizar esta experiéncia, utilizou-se o corante Hoechst 33258 (Sigma, EUA) com
excitagdo e emissdo fluorescente no intervalo de 352-461 nm quando ligado ao DNA (Invitrogen,
EUA). Este corante lipofilico possui elevada afinidade para a molécula de DNA e por isso a sua
fluorescéncia é muito sensivel a conformacdo do DNA e ao estado de compactacdo da cromatina,
possibilitando a deteccdo de danos nucleares de varios graus (Invitrogen, 2005).

Utilizando as placas de 35 mm preparadas segundo o protocolo descrito nas secgdes 2.2.3 e

2.2.4, com uma concentracgdo celular de 1,5 x 10° células/mL, para as linhas tumoral HCT116, aspirou-
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se 0 meio usado e lavou-se as células trés vezes com 1 mL de PBS 1X. Adicionou-se as células 1 mL
de paraformaldeido 4% em PBS incubando 10 minutos no escuro a temperatura ambiente. Lavou-se
trés vezes com 1 mL de PBS 1X. Adicionou-se as células 1 mL de solugcdo Hoechst 33258 (1uL
Hoechst 33258 5 mg/mL por mL PBS 1X) (Sigma, EUA), incubou-se 10 minutos a temperatura
ambiente e lavou-se trés vezes com 1 mL de PBS 1X. Adicionou-se 20 puL de uma solucdo PBS/
Glicerol 3:1 no centro da placa, colocou-se uma lamela por cima das células tratadas com auxilio de
uma pinca. Por fim, observou-se ao microscopio éptico (Olympus BX51 (Japdo)) com unidade de
fluorescéncia (Olympus U-RFL-T (Japdo)) e uma maquina fotografica acoplada (Olympus DP50
(Japdo)) e registaram-se os resultados através do programa analySIS® Soft Imaging System (versdo
3.2).

2.3. Estirpe BY4741 de Saccharomyces cerevisiae

No trabalho experimental apresentado na secgdo 3.3.1 desta dissertacao, utilizou-se a levedura
S. cerevisiae estirpe BY4741 (MATa, his341, leu2A0, met1540, ura340) obtida comercialmente
(European Saccharomyces Cerevisiae Archive for Funcional Analysis (EuroScarf, http://web.uni-
frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/index.html, Alemanha)).

2.3.1. Condicdes de cultura

A levedura S. cerevisae BY4741 foi mantida a 4°C em meio Yeast Peptone Dextrose (YPD)
s6lido composto por 30 g/L de glucose (HiMedia Laboratories, India); 5,0 g/L de extracto de Levedura
(Biokar, Beauvais, Franca); 10,0 g/L de bactopeptona (Oxoid, Hampshire, Reino Unido) e 30 g/L de
agar (Merck, Alemanha).

O meio foi preparado em agua destilada (dH20) e esterilizado por autoclavagem durante 20
minutos a 121°C. As repicagens da levedura foram realizadas quinzenalmente a partir de placas, sendo
posteriormente as novas placas incubadas numa estufa (Heraeus Instrumento D-63450, Alemanha)
durante 48 h a 30°C.

2.3.2. Meio e condigOes de crescimento

A levedura S. cerevisiae BY4741 foi crescida em Minimal Medium Broth pH 4 (MMB4)
liquido cuja composicdo foi 20 g/L de glucose, 2,65 g/L de sulfato de amonio (NH,SO,) (Riedel-
deHaén, Alemanha) e 1,7 g/L de Yeast Nitrogen Base (YNB) sem a.a. e sem NH,;SO, (Sigma-Aldrich,
USA).

O meio foi preparado em dH,O, o seu pH ajustado para 4 e posteriormente esterilizado por
autoclavagem durante 20 minutos a 121°C (Teixeira et al., 2005).

Sendo 0 MMB4 um meio pobre em nutrientes, foi necessario suplementar 0 mesmo com uma

solucdo de a.a. constituida por 1,2 g/L de L-leucina (Sigma-Aldrich, EUA); 0,4 g/L de L-metionina
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(Sigma-Aldrich, EUA); 0,4 g/L de L-histidina (Sigma Chemical Co., EUA) e 0,4 g/L Uracilo (Sigma
Chemical Co., EUA). Desta forma foram complementadas as auxotrofias da estirpe utilizada nestes
ensaios (Teixeira et al., 2005).

A solucdo de a.a. foi preparada em dH,O, o pH ajustado para 4 e esta posteriormente
esterilizada por filtragdo com filtros de 0,2 um (Whatman® Schleider & Schuell, EUA). A solucéo de
a.a. foi adicionada ao meio MMB4 na proporcéo 1:20.

Nos ensaios referidos nas seccBes 3.2.2 e 3.2.5 a levedura S. cerevisiae foi crescida em
Erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de MMB4, a partir de um pré-indculo (seccdo 2.3.3) de
modo a que DOgggnm inicial fosse de 0,100 + 0,001. De seguida, a levedura foi incubada a 30 °C numa
incubadora com agitacédo orbital a 150 rpm (Modelo G25, New Brunswick Scientific Co. Inc., EUA).

Nos ensaios referidos na sec¢do 3.2.3. a levedura foi crescida em condiges idénticas de
temperatura e agitacdo em Erlenmeyer de 100 mL com 30 mL de MMB4 suplementado com a solucéo

de a.a. (seccdo 2.3.2)

2.3.3. Preparacéo do pré-indculo

O pré-indculo de levedura S. cerevisiae foi preparado por incubacdo de células provenientes
de cultura fresca mantida em meio YPD como descrito na seccdo 2.3.1. As células foram incubadas a
30°C com agitacdo constante a 150rpm até atingir uma DOgonm= 1,00 £ 0,1. A medicdo da DO foi
efectuada diluindo uma amostra de células de levedura do pré-indculo em dH,O numa proporcéo de
1:10 (Volume total 1 mL).

2.3.4. Determinacao da concentracdo minima inibitéria de um composto

A determinacdo da CMI para os compostos em estudo foi realizada através do método de
diluicdo em meio liquido usando microplacas de 96 pogos (TPP, Suica) com meio MMB4
suplementado com a.a. (sec¢do 2.3.2.). Determinou-se uma concentracdo maxima inicial a testar
(Tabela 2.1). Para a Doxorrubicina teve-se como referéncia a concentracdo descrita por Schenk P. et
al. em 2003. Para os compostos TS199 e CoMeOH a concentracdo maxima inicial foi determinada por

tentativa erro.

Tabela 2.1: Concentragdo maxima inicial dos compostos testados para a determinagédo das CMI.

Compostos Concentracdo maxima inicial (UM)
Doxorrubicina 413,80 (Schenk et al., 2003)
TS199 2181,65
CoMeOH 4043,60

A diluicdo dos compostos na placa de 96 pocos adoptou sempre o mesmo protocolo

experimental (Figura 2.1).
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Figura 2.1: Exemplificacdo da elaboragdo de uma placa de 96 pocos para execugdo das CMI.

Adicionaram-se 200 pL de MMB4 em triplicado nos pogos 1 a 3 da linha D (controlo de
esterilidade). Adicionaram-se 150 pL de MMB4 e posteriormente inocularam-se com 50 pL da
suspensdo de levedura S. cerevisiae BY4741 com DOgynm = 0,500 + 0,01 nos pogos da coluna 1
(controlo de crescimento). De seguida, adicionaram-se 150 pL de meio MMB4 nos pogos das colunas
de 3 a 12. Nos pocos da coluna 2 adicionou-se o composto diluido em MMB4 na concentragdo
méaxima a ser testada para um volume final de 300 pL. Retiraram-se 150 uL com uma micropipeta
multi-canal (Gilson Pipetman®, EUA) e adicionaram-se no poco 3. Homogeneizou-se e retiraram-se
150 pL com a micropipeta multi-canal e adicionou ao pogo 4. Repetiu-se este procedimento de
diluicdes seriadas até ao poco 12 e descartou-se o volume ap6s a ultima diluicdo de modo a que todos
0s pogos apresentassem o0 mesmo volume final. Cada poco foi posteriormente inoculado com 50 uL de
levedura, com excepcdo dos pocos relativos aos controlos de esterilidade (apenas contendo meio) e ao
controlo de crescimento (previamente inoculado).

Utilizou-se um controlo de toxicidade para o solvente DMSO em todos 0s ensaios com 0
composto Doxorrubicina, ou seja, adicionou-se uma linha a placa ocupando 3 pogos com 150 uL de
MMB4 suplementados com 1% de DMSO e 50 pL de indculo de levedura S. cerevisiae BY4741 com
DOgoonm = 0,500+ 0,01. Incubou-se a microplaca a 30 °C overnight.

Apo6s este periodo de incubacdo inspeccionaram-se visualmente os pocos da microplaca e
registaram-se os resultados obtidos nos pocos teste comparando a turbidez (indicativo de crescimento)
com o controlo de crescimento (crescimento bacteriano maximo), o controlo de esterilidade (auséncia

de crescimento) e o controlo de toxicidade (auséncia de crescimento).
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Determinou-se como CMI o valor correspondente a concentragdo minima de composto onde

ndo se observou crescimento visivel da levedura. Todos estes ensaios foram efectuados em triplicados.

2.3.5. Crescimento na presenca de um composto

A preparagdo do crescimento da levedura em presenca dos compostos foi realizada nas
condicbes descritas na secgdo 2.3.2. e sempre na presenca de % da CMI do composto (Tabela 2.2) para
assegurar que o composto ndo apresentava nenhum efeito inibitdrio no crescimento da levedura.

No caso da Doxorrubicina e uma vez que o solvente utilizado foi o DMSO, fez-se um
crescimento controlo negativo com DMSO na mesma propor¢do para certificar que o solvente ndo
influenciou o crescimento da levedura na presenca do mesmo. Os ensaios referidos foram efectuados

em triplicados.

Tabela 2.2: Concentragdo de ¥ CMI para cada composto utilizado no crescimento da levedura S. cerevisiae.

Compostos Concentracdo de %2 CMI (uM)
Doxorrubicina 25,86
TS199 545,41
CoMeOH 505,45

2.3.6. Caracterizacéo do crescimento celular

2.3.6.1. Medicdo da densidade Optica das culturas

O crescimento celular foi seguido retirando amostras da suspensdo de levedura em
crescimento nas condicOes descritas na secgdo 2.3.2. Assim, em intervalos de tempo adequados,
acompanhou-se o crescimento da levedura através da medicdo espectrofotométrica das DO das
culturas (Hitachi U-1500, Japdo). Quando atingindo a DOggonm= 0,700 + 0,01, a medicdo da mesma foi
efectuada diluindo uma amostra de células de levedura em dH,O numa proporcéo de 1:10 (Volume

total 1 mL) (3 ensaios independentes).

2.3.6.2. Calculo da taxa especifica de crescimento

A taxa especifica maxima de crescimento foi calculada, para cada uma das condigdes testadas,
por andlise de regressdo linear na zona linear da representacdo semi-logaritmica da DOggonm €m fungéo
do tempo, com base na seguinte equacao:

InDO, =InD0Oy + B *t
, onde DO, e DO, representam a densidade Optica da suspensdo celular, medida a 600 nm
respectivamente no tempo t (em h) e no inicio da fase exponencial de crescimento; |, é a taxa

especifica maxima de crescimento (em h™) (Fernandes, 1999; Lopes e Fonseca, 1996).
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2.3.6.3. Calculo do tempo de duplicacdo

O tempo de duplicagdo (ts) é a medida de tempo que uma dada populagdo leva a duplicar. O
tempo de duplicacdo relaciona-se com a taxa especifica maxima através da formula:
tg =Ln (2) + |,
, onde t; é 0 tempo de duplicagdo (em h) e . é a taxa especifica méxima de crescimento (em h™)
(Ferreira e Sousa, 1998).

2.3.6.4. Biomassa maxima

A biomassa maxima foi determinada apds analise das curvas de crescimento da levedura S.
cerevisiae estirpe BY4741 quando sujeita a cada condigdo (controlo negativo, ¥2 CMI Doxorrubicina,
% CMI TS199 e 2 CMI CoMeOH). A biomassa maxima representa o valor maximo de DOggonm que

foi alcancado na fase estacionaria de crescimento.

2.3.7. Testes de viabilidade celular

Os testes de viabilidade celular efectuados para cada condigéo testada (controlo negativo, %2
CMI Doxorrubicina, ¥2 CMI TS199 e % CMI CoMeOH) e apresentados na secgdo 3.2.3. foram
preparados como descrito nas secgdes 2.3.2 e 2.3.5.

Neste teste foram retiradas amostras em intervalos de tempo t (em h) regulares. Cada amostra
foi diluida de 1:10 até uma diluicdo de 10°°. De seguida, plaquearam-se 100 pL das diluicdes 107, 10,
10, 10°® em placas YPD (seccéo 2.3.1) (método por espalhamento) e incubaram-se as placas durante
48h a 30°C.

Apos o tempo de incubacdo, contou-se 0, niamero de unidades formadoras de colonias (UFC)
por placa para cada tempo, considerando véalidas as contagens que se encontravam entre 30 e 300
coldnias (Madigan e Martinko, 2006; Ferreira e Sousa, 1998).

Por fim, calculou-se o nimero de UFC por mL para cada tempo e condigdo testada segundo a
formula:

UFC/mL = Média (N * f4) = 10

, onde N é o nimero de coldnias contadas numa diluicéo, fy o factor de diluicdo da contagem e 10
corresponde ao volume plaqueado (Madigan e Martinko, 2006; Ferreira e Sousa, 1998).

Para comparar as diversas condigdes os dados foram tratados com uma regressao linear que

representa as UFC/mL em funcdo do tempo t (em h).

2.3.8. Avaliacdo das especies reactivas de oxigénio

Para proceder a avaliacdo das ROS dos compostos Doxorrubicina (controlo positivo), TS199 e
CoMeOH a % CMI, ou seja, 25,86 UM, 545,41 uM e 505,45 uM respectivamente, utilizou-se o Kit
Molecular Probes® for ROS detection: 5-(and-6)-Chloromethyl-2’,7 -dichlorodihydrofluorescein
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diacetate, acetyl ester (CM-H,DCFDA) (Invitrogen, EUA) adequado a técnica de microscopia de
fluorescéncia.

Este kit utiliza derivados de fluoresceina e calceina reduzidos como indicadores de ROS.
Quimicamente, a forma reduzida e acetilada do 2°,7’- diclorofluoresceina (DCF) e calceina ndo é
fluorescentes até o grupo acetato ser removido por esterase e oxidagdes intracelulares.

Este protocolo foi efectuado a partir de um pré-indculo de levedura S. cerevisiae BY4741
numa DOgwnm = 0,700 + 0,01. Prepararam-se as amostras, controlo negativo (sé levedura),
Doxorrubicina (levedura com Doxorrubicina), TS199 (levedura com TS199) e CoMeOH (levedura
com CoMeOH) em Erlenmeyer de 20 mL com MMB4 e incubaram-se durante 2 h a 37 °C com
agitacdo orbital de 150 rpm. Seguidamente, preparam-se Eppendorf de 1,5 mL com 500 uL das
amostras anteriormente incubadas. Preparou-se também, um controlo positivo para ROS a partir do
controlo negativo crescido em Erlenmeyer, adicionando-lhe 0,03% de Perdxido de Hidrogénio (Sigma,
EUA).

A cada Eppendorf, controlo negativo, controlo positivo para ROS, Doxorrubicina, TS199 e
CoMeOH, foram adicionados 20 uL de solugdo de Molecular Probes® for ROS detection: 5-(and-6)-
Chloromethyl-2", 7 -dichlorodihydrofluorescein diacetate, acetyl ester (CM-H,DCFDA) (Invitrogen).
Incubaram-se as amostras 2 h a 37 °C com agitacao orbital a 150 rpm.

Apo6s as 2h de incubacdo, centrifugaram-se as amostras durante 5 min a 5000 rpm, e
ressuspenderam-se os pellets em 25 pL de tampdo MES 25 mM (Sigma, EUA). Preparam-se laminas
de observacdo microscopica previamente lavadas com etanol para cada amostra. Imobilizaram-se as
celulas depositadas na lamina com 20 pL de Poly-L-Lysine 0,01% (Sigma, EUA).

Por fim, observaram-se as células de cada amostra em campo claro e de fluorescéncia
utilizando o microscopio de fluorescéncia na ampliacdo de 400X. Registaram-se os resultados através
do programa analySIS® Soft Imaging System (v3.2.). Os ensaios foram realizados em triplicado para

todas as condigdes.

2.3.9. Extracgéo proteica

As amostras de levedura S. cerevisiae BY4741 foram recolhidas e sujeitas a um processo de
extraccdo proteica. Este procedimento foi executado com o objectivo de purificar as proteinas da
levedura utilizadas nos estudos funcionais e estruturais do proteoma da levedura nas diferentes
condicdes testadas (controlo negativo, ¥2 CMI Doxorrubicina, %2 CMI TS199 e %2 CMI CoMeOH).

Neste protocolo lisaram-se as células da levedura usando um processo de abrasdo quimica e
mecénica que permite a ruptura das membranas e organelos resultando na libertagéo e extracgdo de
todas as proteinas soluveis.

A partir de um crescimento da levedura S. cerevisiae BY4741, recolheram-se as células por
centrifugacdo a 5000 rpm, durante 5 min e a 4 °C. De seguida, rejeitou-se o sobrenadante e

ressuspendeu-se o pellet em 2 mL de tampdo de lise (9 M ureia (Scharlau Chemie, Espanha)
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previamente filtrada com um filtro de 0,2 um, 4% (p/v) 3-[3-(cholomidopropyl)-dimethyl-ammonia]-
1-proponesulphanate (CHAPS) (GE Healthcare Bio-Sciences Corp., EUA), 0,5% (v/v) tampé&o
farmalito pH 3-10 (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Suécia), vestigios de azul de bromofenol (Riedel-
de-Haén, Alemanha)) 40 pL de ditiotreitol (DTT) a 15 mM (Promega Corp., EUA), 20 pL fluoreto de
metilmetanosulfonil (PMSF; do inglés: Phenylmethanesulfonyl Fluoride) (Termocientific, EUA) 1
mM e 43 pL de inibidores de protease (Complete ULTRA tablets, Roche Applied Science,
Alemanha). Adicionou-se igual volume de esferas de vidro de 425-600 um (Sigma-Aldrich, EUA) e
procedeu-se a um ciclo de 1 minuto no gelo, 1 minuto com agita¢do no vortex (REAX2000 Heidolph,
Alemanha), durante 30 minutos. O passo seguinte consistiu em centrifugar as amostras a 5000 rpm
durante 20 minutos, a 4°C para separar o extracto proteico do resto das células e das esferas de vidro.
Por fim, recuperou-se 0 sobrenadante para um Eppendorf estéril e desprezou-se o restante. As
amostras foram conservada a 4°C quando utilizada nas 24h seguintes ou congelada a -80°C (Polar
110H Biomedical Division, Italia) no caso de armazenamento por periodos de tempo mais

prolongados (Teixeira et al., 2005).

2.3.10.Precipitagdo proteica por TCA-DOC

A precipitagdo proteica foi efectuada a partir do extracto obtido na sec¢do 2.3.9 para cada
amostra. Esta técnica permite concentrar e eliminar contaminantes do extracto antes de este ser
quantificado  (http://wolfson.huji.ac.il/purification/Protocols/ProteinPrecipitation.ntml  acedido a
09/08/2010).

A cada mL de extracto foi adicionado 10 pL de desoxicolato de sddio (DOC) 2% (Merck,
Alemanha) e levou-se ao vértex, deixou-se actuar durante 30 minutos a 4°C. De seguida, adicionaram-
se 100 uL de &cido tricloroacético (TCA) 100% (Panreac, Espanha), levou-se ao virtex e deixou-se
actuar overnight.

No dia seguinte, centrifugaram-se as amostras a 10000 rpm durante 10 minutos, removeram-se
0s sobrenadantes e dissolveram-se os pellets em 140 pL de tampdo de rehidratacdo (8 M ureia, 2%
(p/v) CHAPS, 0,5% (v/v) tampéo farmalito pH 3-10, vestigios de azul de bromofenol), 4 uL DTT 15
mM, 2 uL PMSF a 1 mM e 4,3 pL de inibidores de protease (Teixeira et al., 2005). As amostras foram
conservadas a 4°C quando utilizada imediatamente ou congeladas a -80°C para armazenamentos mais

prolongado (http://www.biochem.uwo.ca, acedido a 09/08/2010).

2.3.11.Quantificacdo de extracto
2.3.11.1. Método de Lowry modificado

Para executar este protocolo utilizaram-se as amostras extraidas e precipitadas como descrito

nas seccdes 2.3.9. e 2.3.10.

Prepararam-se os reagentes de Lowry A, B e C da seguinte forma:
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Lowry A: 20,0 g/L de carbonato de sddio (Na,COs) (Panreac, Espanha); 4,0 g/L de hidréxido de sodio
(NaOH) (Scharlau, Espanha); 1,6 g/L de tartarato de sodio (NaC4H,06-4H,0) (Carlo Erba Reagenti,
Italia) e 10,0 g/L de dodecil sulfato de sédio (SDS) (Riedel-deHaén, Alemanha). Dissolveram-se todos
os componentes em 1L de dH,O pré-aquecida a 37°C.

Lowry B: 2,0 g/L de sulfato de cobre (CuSO,4.5H,0) (Merck, Alemanha). Dissolveu-se em 50 mL de
dH,0.

Lowry C: preparou-se esta solucdo com a proporcao 1 Lowry B : 100 Lowry A.

Seguidamente, preparou-se a solucdo stock de Albumina Sérica Bovina (BSA, do inglés:
Bovine Serum Albumine; Merck, Alemanha) para a elaboragdo da recta de calibracdo, utilizando-se
para tal uma solucéo stock com concentracdo de 0,5 mg/mL. Preparou-se também o tampéo tris-HCL
(Calbiochem, EUA) 20 mM com pH 7,5, TCA a 10%, e na altura dos ensaios experimentais

adicionou-se DOC a 1%.

Tabela 2.3: Ensaio de quantificacdo de proteinas pelo método de Lowry modificado.

Tubo BSA (ug) Amostra (uL) Tris-HCI 20mM, pH 7,5 (L)

0 0 0 250

% 1 25 5 245
< 2 5 10 240
xE 3 10 20 230
§ £ 4 15 30 220
g S 5 25 50 200
§ 6 35 70 180
Amostra extraida | = ----------- 5 245

Todas as amostras foram efectuadas em triplicado. De sequida, prefez-se o volume final da
amostras para 500 uL com dH,0. Adicionaram-se 50 pL de DOC a 1% e de seguida adicionou-se 1
mL de TCA a 10%. Agitaram-se as amostras e aguardou-se 10 minutos. Centrifugaram-se as amostras
durante 5 minutos a 10000 rpm e descartaram-se 0s sobrenadantes. Deixaram-se secar os pellets,
invertendo os tubos num papel absorvente durante mais de 15 minutos. De seguida, adicionou-se 1 mL
de reagente C e dissolveram-se os pellets com a ajuda do vortex. Esperou-se 10 minutos e
adicionaram-se 100 pL de reagente de Folin (Ciocalteu Merck, Alemanha) diluido 1:1. Agitaram-se as
amostras e aguardou-se 30 minutos no escuro. Por fim, mediram-se as absorvancias a 750 nm contra o
branco (dH,0). Os dados foram tratados no Excel para determinar a quantidade de proteinas em pg/pL
para cada amostra e comparados com a quantificagdo das mesmas feitas por electroforese em gel de
poliacrilamida dodecil sulfato de sodio (SDS-Page; do inglés: Sodium Dodecyl Sulfate -
Polyacrylamide-gel electrophoresis) descrito na secgdo 2.3.11.2. Os resultados aqui obtidos

permitiram determinar o volume de amostra a ser tratado com o Kit 2-D Clean-Up (secgéo 2.3.12).
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2.3.11.2. Quantificacdo por SDS-Page

A técnica de SDS-Page surgiu nos anos 60 e é utilizada rotineiramente para analisar proteinas.

Este método permite separar todo o tipo de proteinas inclusivemente proteinas insolGveis em &gua.
Neste processo 0s polipeptideos sdo separados por tamanho possibilitando a obtencdo de informacdes
acerca do peso molecular e das subunidades dos complexos proteicos (Alberts et al., 2002; Berg et al.,
2007).

A SDS-Page baseia-se no uso do detergente SDS que possui uma potente carga negativa e que
se liga as regibes hidrofébicas das moléculas proteicas permitindo a migracdo das mesmas ao longo de
uma matriz inerte de poliacrilamida que constitui o gel (Alberts et al., 2002; Berg et al., 2007).

Para realizar este ensaio utilizou-se um sistema SDS-PAGE Mini-PROTEAN® 3 System (Bio-
Rad Laboratories, inc., EUA) e prepararam-se diversas solugdes, nomeadamente:

Tampéo de aplicacdo 4x: 5,0 mL de tampdo tris-HCI 0,5 M pH 6,8; 4,4 mL de glicerol
(Panreac, Espanha); 8,0 mL de SDS 10%; vestigios de azul de bromofenol e 2,6 mL de dH,O. No
momento do ensaio adicionou-se DTT a 10%.

Tampéao de electroforese 4x: 15,15 g/L de tris base (Calbiochem, EUA); 72,0 g/L de glicina
(Panreac, Espanha) e 5,0 g/L de SDS (Teixeira et al., 2005).

Gel de Resolugéo: 4,0 mL de acrilbis a 30% (Merck, Alemanha); 2,5 mL de tampéo tris-HCI
1,5 M pH 8,8 e 3,5 mL de dH,0. Na altura da realizacdo do protocolo experimental adicionaram-se 75
pL de Persulfato de Amoénia a 10% (APS) (Bio-Rad Laboratories inc., EUA) e 10 uL de N,N,N,N’-
Tetrametiletilenodiamina (TEMED) (Sigma-Aldrich, EUA) (Teixeira et al., 2005).

Gel de Concentragdo: 0,616 mL de acrilbis 30%; 1,25 mL de tamp&o tris-HCI 0,5 M pH 6,8
e 3,134 mL de dH,0. No momento do ensaio adicionaram-se 50 yuL de APS e 5uL de TEMED.

Aplicaram-se as amostras no gel (amostra e tampéo de aplicagdo) e ligou-se a fonte de tenséo
a 150 V durante + 1 hora.

Depois da corrida, corou-se o gel com azul de Coomassie (3 pastilhas de PhasTGelTM Blue R
(Comassie R350) (GE Healthcare BioScience AB) em 1 L de &cido acético (Panreac, Espanha) a 10%
(v/v) em dH20). Posteriormente, colocou-se o gel corado com Coomassie num recipiente com &gua e
aqueceu-se no micro-ondas durante + 2 minutos. O gel foi descorado até ocorrer a revelagéo, ou seja, 0
aparecimento do padrdo de bandas. Por fim, adquiriu-se a imagem do gel descorado através de um
scanner; editou-se a imagem com o0 programa GIMP (versdo 2.6.7) e analisou-se o resultado
conjuntamente com a quantificacdo pelo método de Lowry para determinar o volume de amostra de
cada condicdo (controlo negativo, ¥2 CMI Doxorrubicina, %2 CMI TS199 e % CMI CoMeOH) a ser
tratada na 2.3.12.

2.3.12.Precipitagdo proteica pelo Kit 2-D Clean up

O kit 2-D Clean-Up (GE Healthcare Bio-Sciences Corp., EUA) permitiu preparar as amostras

extraidas para 2-DE. Este protocolo consiste na precipitacdo quantitativa das proteinas removendo as
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substancias contaminantes que podem interferir na 2-DE, como: detergentes, sais, lipidos, fendis e
acidos nucleicos (GE Healthcare, 2009) e facilita a concentracéo proteica num menor volume.

Este protocolo foi executado depois de os extractos terem sido analisados quantitativamente e
qualitativamente como descrito nas secg¢Oes 2.3.11.1 e 2.3.11.2.

Considerou-se o protocolo descrito para amostras com mais de 100 pg de proteinas, uma vez
que se pretendeu colocar 250 a 300 pg de proteinas nas tiras de isofocagem. Nos passos seguintes
transferiu-se o0 volume de amostra de proteinas previamente quantificado para um tubo Eppendorf.
Adicionou-se trés vezes o volume da amostra de solucdo precipitante e homogeneizou-se com ajuda
do vortex. Incubou-se a amostra em gelo durante 15 minutos. Adicionou-se trés vezes o volume inicial
de solugéo co-precipitante e levou-se ao vortex brevemente. Seguidamente, centrifugou-se a 8000 g
durante 10 minutos. Removeu-se 0 sobrenadante e centrifugou-se durante 1 minuto. De seguida,
removeu-se 0 sobrenadante com uma micropipeta e adicionou-se trés a quatro vezes o volume do
pellet de co-precipitante. Centrifugou-se durante 5 minutos e descartou-se o sobrenadante. Pipetou-se
dH,O até ao topo do pellet e levou-se ao virtex até este ressuspender. Adicionou-se 1mL de tampéo de
lavagem (wash buffer) previamente arrefecido (pelo menos 1 hora a -20°C) e adicionaram-se 5 pL de
aditivo de lavagem (wash additive). Levou-se a amostra ao vortex até o pellet dissolver na totalidade.
Incubou-se a amostra a -20°C durante 30 minutos, levando-se ao vortex de 10 em 10 minutos durante
20-30 segundos. Centrifugou-se durante 10 minutos a 8000 g; descartou-se 0 sobrenadante e deixou-se
secar ao ar ndo excedendo 0s 5 minutos. Ressupendeu-se no tampéo de re-hidratagdo adequado a 2-DE
composto por 115 pL de tampdo de re-hidratacdo (8 M ureia, 2% (p/v) CHAPS, 0,5% (v/v), tampdo
farmalito pH 3-10, vestigios de azul de bromofenol, 4 uL de DTT a 15 mM, 2 pL de PMSF a1 mM e
4,3 pL de inibidores de protease. O sobrenadante foi utilizado directamente na isofocagem de primeira

dimenséo da 2-DE (sec¢do 2.3.13.1.) ou armazenado num tubo Eppendorf a -80°C.
2.3.13.Protedmica
Determinou-se como intervalo de quantidade de proteina das amostras os valores de 250-300

Mg de proteinas de modo a comparar os diferentes geis de 2-DE obtidos.

2.3.13.1. Primeira dimensao

Para cada amostra extraida (sec¢do 2.3.9), quantificada (seccdo 2.3.11) e concentrada (sec¢do
2.3.12) antes de efectuar a primeira dimensdo da 2-DE, incubou-se a amostra 2h a temperatura
ambiente. Centrifugou-se a amostra 15 minutos a 15000 rpm e a 4 °C e por fim, transferiu-se o
sobrenadante para um tubo Eppendorf estéril.

O sobrenadante recolhido anteriormente foi transferido na sua totalidade para o suporte das
tiras de isofocagem — designado de sarcofago. De seguida, colocou-se a tira de isofocagem
Immobiline™ DryStrip pH3-10NL, 7cm (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Suécia) por cima da amostra

tendo-se retirado previamente a pelicula protectora da tira. Colocaram-se 2 mL de dleo mineral
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PlusOne DryStrip Cover Fluid (Amersham Biosciences AB, Suécia) e fechou-se o sarcéfago.
Colocou-se o sarcofago na placa da plataforma Ettan™IPGPhor™3IEF (GE Healthcare UK Limited,
Reino Unido) e correu-se o programa apresentado na Tabela 2.4.

Tabela 2.4: Programa de primeira dimenséo executado na plataforma Ettan™ IPGPhor ™3IEF (GE Healthcare
UK Limited, Reino Unido) nas amostras tratadas neste estudo.

Passos Corrente eléctrica (V) Tempo (h) Temperatura (°C)
1 30 12,0 20,0
2 100 0,5 20,0
3 500 0,5 20,0
4 1000 0,5 20,0
5 5000 1,0 20,0

Caso as tiras ndo fossem tratadas imediatamente apds a primeira dimensdo, eram conservadas
a-80°C.
Para cada condicdo (controlo negativo, %> CMI Doxorrubicina, ¥2 CMI TS199 e % CMI

CoMeOH) o ensaio foi realizado em triplicado.

2.3.13.2. Sequnda Dimensao

Depois de efectuado o protocolo descrito na secgdo 2.3.13.1 efectuou-se a segunda dimenséo
da 2-DE utilizando-se as tiras isofocadas e o sistema SDS-PAGE Mini-PROTEAN® 3 System.
Procedeu-se ao equilibrio das tiras mergulhando-as em 10 mL de solugéo de equilibrio composta por
50 mL de tampéo tris-HCl a 1,5 M, pH 8,8; 360,35 g/L de ureia 6 M; 20 g/L de SDS; 354 mL de
glicerol e vestigios de azul de bromofenol.

O equilibrio das tiras foi realizado em dois passos de 15 minutos com agitacdo, nomeadamente
um primeiro equilibrio com 1% de DTT e um segundo com 2,5% de iodocetamida (GE Healthcare UK
Limited, Reino Unido).

O passo seguinte consistiu em correr um gel de poliacrilamida a partir das tiras isofocadas e

equilibradas. O gel de corrida é composto por um gel de resolugdo (seccéo 2.3.11.2.) e uma solucéo de
agarose de 0,5% (10 mL de tampéo de electroforese 1x, 0,5% de agarose (p/v) (GE Healthcare Bio-
Sciences AB, Suécia) e vestigios de azul de bromofenol.
Depois do gel de resolugéo ter polimerizado aplicou-se a tira isofocada no seu topo e selou-se o gel
com a solucéo de agarose. Aplicaram-se os vidros do sistema de SDS-Page na tina de electroforese,
preencheu-se com tampao de electroforese e por fim, ligou-se 0 médulo de tensdo numa primeira fase
(£ 30 minutos) a 30 V e numa fase posterior a 100V (£ 2,5h).

Quando se observou a saida da cor para o tampao de electroforese considerou-se por concluida
a corrida da segunda dimensdo da 2-DE. Seguidamente, removeu-se 0 gel para um recipiente e
realizou-se a coloracdo com azul de Coomassie (3 pastilhas de PhasTGel™ Blue R (Coomassie R350)

em 1 L de acido acético a 10% (v/v) em dH,O) no micro-ondas durante + 2 minutos. De seguida, o gel
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foi descorado com agua quente até ocorrer a revelagdo do gel, ou seja, 0 aparecimento dos spots, isto
é, das isoformas proteicas. Finalmente, adquiriu-se a imagem do gel de proteémica através de um
scanner e editou-se a imagem com o programa GIMP (verséo 2.6.7.)

Para cada condigdo (controlo negativo, %> CMI Doxorrubicina, ¥2 CMI TS199 e Y. CMI
CoMeOH) este ensaio foi realizado em triplicado.

2.3.13.3. Identificacdo de proteinas

Depois de analisar e comparar 0s géis entre si (seccdo 2.3.13.2), excisaram-se 0s spots de
interesse; colocou-se cada spot num pogo numerado de uma placa de 96 pocos e congelou-se a -80°C.

Numa primeira fase desta dissertacéo, as amostras (spot excisado na placa de 96 pogos) foram
enviadas numa caixa em gel seco para o Laboratoire de Spectrométrie de Masse et de Chimie Laser da
Universidade Paul Verlaine em Metz, Franca, ao grupo coordenado pelo Doutor Patrick Chaimbault e
ao aluno de Doutoramento David da Silva para serem identificadas as isoformas proteicas e numa
segunda fase, a identificacdo foi feita no Instituto National de Salde Doutor Ricardo Jorge em
cooperacdo com a Doutora Tania Simdes. Em ambos os locais, utilizaram a técnica de Peptide Mass
Fingerprinting (FMF) / Matrix-Assisted Laser Desorption / lonization — Fourrier Transform lon
Cyclotron Resonance (MALDI-FT-ICR-MS).

2.3.13.4. Anélise dos géis

As imagens dos géis foram analisadas no programa Progenesis SameSpots (Nonlinear

Dynamics Limited, Reino Unido) http://www.nonlinear.com/productsemprogenesisemsame

spotsemoverview/ para avaliar a expressdo da cada isoforma proteica.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Linhas celulares

Para averiguar a ac¢do citostatica dos complexos de escorpionato, avaliou-se a percentagem de
citotoxicidade em linhas tumorais através do ensaio de MTS. Este método, que determina a viabilidade
celular da amostra (equagdo descrita na seccdo 2.2.5), foi utilizado pois possibilita a deteccdo por
leitura directa de DO a 490nm da redugdo de formazano soluvel, formado a partir do sal de tetrazolio
metabolizado pelas desidrogenases de células activas (Hong et al., 2003; Promega, 2009).

Recorrendo-se ao método de coloragdo de Hoechst apurou-se a via de morte celular empregue
pelas células. Este método utiliza um corante fluorescente lipofilico permeavel as células, que cora 0s
seus nucleos, permitindo a sua avaliagdo (Borralho et al., 2009; Kiechle e Zhang, 2002).

Como referido por diversos autores, o composto Doxorrubicina é um composto com acgao
anti-tumoral contra tumores sélidos e hematoldgicos. Sabe-se ainda que nas células cancerigenas, um
dos mecanismos de citotoxicidade deste composto é a inducdo de morte celular por apoptose (Hammer
et al., 2009; Wang et al., 2009; Westmoreland et al., 2009). Assim sendo, este composto foi utilizado
como controlo positivo nos ensaios de MTS e Hoechst para poder comparar o seu efeito citotdxico e
inducdo de apoptose com os resultados obtidos para 0s complexos de escorpionato.

Tal como referido na sec¢do 2.2.4, os ensaios de MTS para o composto Doxorrubicina foram
realizados em células HCT116 na auséncia e presenca de diferentes concentragbes de composto,
nomeadamente 0,1, 1, 10, 125, 250 e 500 uM sujeitando as células aos seguintes parametros: 37°C,
5% CO,, 48h de incubagdo com composto.

O controlo negativo (células HCT116) dos ensaios de Doxorrubicina foi efectuado na presenga
do solvente do composto nomeadamente, DMSO.

Os resultados obtidos para estes ensaios estdo representados na Figura 3.1.
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Figura 3.1: Representagdo gréfica de viabilidade celular da linha tumoral HCT116 avaliada pelo ensaio de MTS

na auséncia e na presen¢a do composto Doxorrubicina. Os resultados sdo expressos com as médias + SEM de

pelo menos trés ensaios independentes. § p < 0.05 and * p < 0.001 comparando com o controlo negativo.

Na Figura 3.1 é possivel verificar que a percentagem de viabilidade celular decresce com o
aumento da concentracdo do composto. Para as concentragdes de 0,1, 1, 10 e 125 uM as percentagens
de citotoxicidade foram de 17,1%, 52,1%, 71,1% e 76,7 %, respectivamente. Para as concentracdes de
250 e 500 uM, os resultados obtidos foram inconclusivos uma vez que a cor deste composto nestas
concentragdes interfere com a leitura de absorvancia do ensaio MTS. Relativamente ao controlo
negativo com DMSO (< 0,3%), observou-se 0% de citotoxicidade, inferindo-se que o solvente nédo
interfere com os resultados obtidos na citotoxicidade do composto Doxorrubicina.

Para validar estatisticamente os resultados destes ensaios efectuou-se um teste-t Student, no
qual se considerou que as amostras sdo normalizadas e homogéneas. Os valores de p value foram
estatisticamente significativos por comparacéo com o controlo negativo, uma vez que foram inferiores
a: p <0,05 para 0,1 uM de Doxorrubicina e p < 0,001 para as restantes concentracdes avaliadas.

Os resultados representados na Figura 3.1 permitiram concluir que, 0 composto Doxorrubicina
induz citotoxicidade nas células HCT116.

Efectuou-se novo teste-t Student para comparar as citotoxicidades obtidas entre as diferentes
concentracdes testadas. Verificou-se que o valor de p value deixa de ser significativo ( p > 0,05)
comparando as concentracGes de 1 uM versus 10 UM e 10 uM versus 125 uM. Estes resultados
permitem inferir que a concentracdo de composto Doxorrubicina, que induz citotoxicidade

significativamente nas células HCT116, deve ser aproximadamente de 10 uM de composto.
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Nas linhas HepG2 ndo foram efectuados ensaios de MTS para o composto Doxorrubicina,
visto ja terem sido realizados por outros autores ensaios de citotoxicidade nesta linha tumoral. Sendo
assim, consideraram-se os resultados publicados, no qual verificaram a inducéo de citotoxicidade (2%,
13%, 20% para 0,1, 1 e 10 UM, respectivamente) para esta linha tumoral (Hammer et al., 2009).

Tal como referido na seccdo 2.2.4, os ensaios de MTS para os compostos TS199 e CoMeOH
foram realizados em células HCT116 e HepG2 na auséncia e presenca de diferentes concentracoes de
composto, sujeitando as células a condi¢cbes idénticas aos ensaios MTS com o composto
Doxorrubicina.

O controlo negativo dos ensaios MTS com os complexos TS199 e CoMeOH foi efectuado
apenas com células HCT116 ou células HepG2 e meio completo, uma vez que o solvente destes
compostos foi agua.

Os resultados obtidos para 0s ensaios com o composto TS199 estdo representados na Figura
3.2..
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Figura 3.2: Representagdo grafica de viabilidade celular de linhas tumorais HCT116 e HepG2 avaliadas pelo
ensaio de MTS na auséncia e na presenga do composto TS199. Os resultados sdo expressos com as médias +
SEM de pelo menos trés ensaios independentes. § p < 0,05 and * p < 0,001 comparando com o controlo

negativo.

Os resultados patentes na Figura 3.2 revelam um decréscimo da viabilidade celular com o
aumento da concentracdo de composto TS199 para as duas linhas tumorais testadas. As percentagens
de citotoxicidade foram de 33,1%, 64,5%, 78,6% e 79,4% para a linha tumoral HCT116 e 76,5%,
78,1%, 78,5% e 81,5% para concentra¢des de 500, 700, 1000 e 2000 uM, respectivamente.
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A semelhanca dos ensaios MTS com o composto Doxorrubicina, efectuou-se um teste-t
Student. Os valores de p value obtidos por comparacdo do controlo negativo também s&o
significativos estatisticamente, dado que os valores foram: p < 0,05 para 500 pM de concentracdo de
TS199 e p < 0,001 para 700, 1000 e 2000 uM em linhas HCT116 e p < 0,001 para todas as
concentracdes em linhas HepG2.

Pelos resultados obtidos pode concluir-se que o complexo de escorpionato TS199 apresenta
citotoxicidade tanto para as células tumorais HCT116 como para as células HepG2. No entanto, €
possivel constatar que o composto TS199 é mais citotdxico para as células HepG2 (= 77%) do que
para as células HCT116 (= 33%) para uma menor concentragéo (500 uM) de composto.

Posto isto, tentou-se averiguar qual a concentragcdo de composto que poderia ser considerada
estatisticamente significativa, efectuando-se o teste-t Student entre as diferentes concentragdes
testadas. Verificou-se que, o valor de p value deixa de ser significativo ( p > 0,05) a partir dos 1000
MM em HCT116 e 500 pM em HepG2. Sendo assim, conclui-se que as concentragdes de composto
TS199 que induzem citotoxicidade nas linhas tumorais sdo: 1000 UM para as células HCT116 (= 79%)
e 500 uM em HepG2 (= 77%).

Relativamente aos ensaios de MTS com o composto CoMeOH, os resultados obtidos estdo

representados na Figura 3.3.
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Figura 3.3: Representagdo grafica de viabilidade celular de linhas tumorais HCT116 e HepG2 avaliadas pelo
ensaio de MTS na auséncia e na presenga do composto CoMeOH. Os resultados sdo expressos com as médias +

SEM de pelo menos trés ensaios independentes. * p < 0,001 comparando com o controlo negativo.
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Observando os resultados obtidos, a semelhanca dos ensaios anteriores, é possivel constatar a
existéncia do decréscimo da viabilidade celular com o aumento da concentracdo do composto
CoMeOH. Os valores de citotoxicidade para concentragfes de CoMeOH de 100, 500, 1000 e 2000 pM
para a linha tumoral HCT116 foram de 31,4%, 65,2%, 70,6% e 76,6% e para a HepG2 foram de
46,2%, 67,5%, 73,0% e 78,4%.

A semelhanca dos ensaios anteriores, efectuou-se o teste estatistico comparando o controlo
negativo com as diferentes concentraces de CoMeOH (100, 500, 1000 e 2000 uM) obtendo-se
valores de p < 0,001 em ambas as linhas HCT116 e HepG2, concluindo que o composto CoMeOH
induz citotoxicidade nas linhas tumorais em estudo.

Tal como nos ensaios anteriores comparam-se as citotoxicidades obtidas e verificou-se que, o
valor de p value deixa de ser significativo ( p > 0,05). Comparando as concentragdes de 500 pM
versus 1000 uM e 1000 uM versus 2000 uM em HCT116 e em HepG2. Sendo assim, conclui-se que a
concentragdo de composto CoMeOH que induz citotoxicidade nas linhas tumorais é de 500 uM (=
65% (HCT116) e 68% (HepG2)).

Comparando os ensaios de MTS para 0s compostos TS199 e CoMeOH com o ensaio de MTS
para o composto Doxorrubicina (controlo positivo para citotoxicidade), verificou-se que a semelhanca
deste Gltimo os compostos de escorpionato induzem citotoxicidade em linhas tumorais, podendo-se
inferir que os complexos de escorpionato testados possuem capacidade citostatica. No entanto,
comparativamente ao composto Doxorrubicina (10 uM) verificou-se a necessidade de concentracdes
de composto muito maiores para atingir a mesma citotoxicidade (= 70 %) com os compostos TS199
(1000 pM) e CoMeOH (500 uM) em linha HCT116.

Verificou-se ainda que, para as concentracfes de 1000 e 2000 uM, nas células HCT116, o
composto TS199 (= 79%) é mais citotdxico do que o composto CoMeOH (= 77%). Em células HepG2
verificou-se também maior citotoxicidade para concentragdes de 500, 1000 e 2000 uM para 0
composto TS199 (= 78%, 79%, ¢ 82%, respectivamente). Assim, estes resultados permitem inferir que
0 composto TS199 é mais citotoxico do que 0 composto CoMeOH.

Depois de determinada a citotoxicidade dos compostos, averiguou-se a via de morte celular
empregue pelas células realizando-se a coloragdo pelo método de Hoechst, tal como referido na sec¢do
2.2.6. Estes ensaios foram realizados nas células tumorais HCT116, para concentra¢des de 0,5 uM
para a Doxorrubicina; 900 e 1500 pM para o TS199; 250 e 500 pM para CoMeOH. Estas
concentracdes foram escolhidas porque correspondem a concentragdo de composto na qual existe
citotoxicidade nas células HCT116, que permite a observagdo de células vivas ao microscopio de
fluorescéncia.

A morte celular dos sistemas biol6gicos pode ser classificada por necrose e apoptose. A
necrose € considerada morte celular acidental. Neste processo, a membrana citoplasmatica da célula
rebenta e é libertado o conteddo celular para 0 meio extracelular, provocando danos nas células

vizinhas e assim uma resposta inflamatéria no tecido. A apoptose é considerada de morte celular
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programada e envolve o consumo de ATP. Este processo envolve altera¢cGes morfologicas da célula
tais como: condensacdo nuclear e fragmentacdo, isolamento de organelos citoplasméaticos em regiGes
distinctas, formacdo de nucleos apoptoticos, ou seja, de vesiculas com conteldo celular. Estas
vesiculas sdo depois engolfadas por macrofagos ou células vizinhas sem promover qualquer resposta
inflamatéria. Esta via pode ser induzida por diversos estimulos tais como: ligacdo de receptores
celulares de superficies, privacdo de soro e de factores de crescimento, choque térmico, hipoxia,
exposicdo a radiacdo ultravioleta, danos no DNA, infeccdo viral, exposicdo a compostos citotoxicos ou
agentes quimioterapeQticos (Boujrad et al., 2007; Jaganathan et al., 2010; Langdon, 2003).

Sendo assim, os resultados obtidos pelo método de coloracdo de Hoechst para os diferentes

compostos nas concentracdes testadas sdo apresentados na Figura 3.4.

CONTROLO NEGATIVO DOXORRUBICINA 0,5uM

TS199_900pM TS199_1500pM

CoMeOH_250uM CoMeOH_ 500uM

Figura 3.4: Células tumorais HCT116 marcadas pelo método de Hoechst na auséncia e na presenca dos

compostos Doxorrubicina, TS199 e CoMeOH. Observacdo feita por microscopia de fluorescéncia (400X).

Resultados representativos de pelo menos trés ensaios independentes.
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Na Figura 3.4 em todas as condigdes, excepto no controlo negativo, observaram-se nucleos
apoptdticos. Esta obervacdo permitiu inferir que a semelhanca do composto Doxorrubicina, a via de
morte celular activada pelos compostos TS199 e CoMeOH é a apoptose. Este facto é importante uma
vez que a apoptose, como referido anteriormente, é a via de morte celular que minimiza os danos em
celulas vizinhas, sendo que num individuo com cancro, as células circundantes de células cancerigenas
podem ser células normais.

Para complementar a informacdo visual, calcularam-se as percentagens de apoptose para cada
condicdo testada (Figura 3.5). Para tal, fez-se a contagem de células viaveis e células apoptéticas de 5

campos do microscopio (trés ensaios independentes).
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Figura 3.5: Representagdo grafica da avaliagdo de apoptose em células tumorais HCT116 pelo método de
marcacdo de Hoechst. ¥ - p < 0,01 comparando com o controlo negativo.

As percentagens de apoptose obtidas foram de 6,8%, 25,4%, 45,8%, 77,8%, 41% e 58% para
controlo negativo; 0,5 uM Doxorrubicina; 900 e 1500 uM de TS199 e 250 e 500 uM de CoMeOH,
respectivamente.

Neste ensaio efectuou-se o teste-t Student para validar os resultados, obtendo-se valores de p <
0,01 para todas as amostras comparando com o controlo negativo, ou seja, inferiu-se que existe
apoptose em todas as condi¢des testadas (situacdo esperada para as células tumorais na presenca de
Doxorrubicina). Efectuou-se também o teste estatistico para TS199 900 UM versus 1500 UM e
CoMeOH 250uM versus 500 pM, obtendo-se valor de p > 0,05, sendo assim o aumento de apoptose

ndo tem uma correlagdo linear com o0 aumento de concentragcdo do composto.
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3.2. Estirpe BY4741 de Saccharomyces cerevisiae

Na segunda parte desta dissertacdo, caracterizou-se o fendtipo e proteoma do modelo S.
cerevisiae na presenca dos complexos de escorpionato em estudo para elucidar quais os alvos e modos
de accdo desencadeados. Para tal, caracterizou-se a CMI e a curva de crescimento, determinou-se a
viabilidade celular e actividade de ROS e por fim, analisou-se 0s géis de protedmica obtidos por 2-DE
para cada condicéo testada, seguindo os procedimentos descritos na secgéo 2.3.

Tal como nos ensaios de linhas tumorais, o composto Doxorrubicina foi utilizado como

controlo positivo.

3.2.1. Determinagdo da concentra¢do minima inibitdria

A CMI quantifica a actividade anti-microbiana de um composto, representando a quantidade
minima de composto necessaria para inibir o crescimento de um organismo, neste caso especifico da
levedura S. cerevisiae estirpe BY4741 (Madigan e Martinko, 2006; Prescott et al., 2005).

Para este estudo, preparam-se placas de 96 pogos como descrito na secgdo 2.3.4. Registaram-
se os valores obtidos e fez-se a média dos valores obtendo-se os resultados apresentados na

Tabela 3.1 para os compostos Doxorrubicina, TS199 e CoMeOH.

Tabela 3.1. CMI dos compostos testados.

Compostos CMI (UM)

Doxorrubicina 51,73 +0,01
TS199 1090,83 + 0,01
CoMeOH 1010,90 £ 0,01

Concluiu-se que para a levedura S. cerevisiae 0os compostos TS199 e CoMeOH apresentam
actividade anti-microbiana para valores de CMI muito semelhante, nomeadamente: 1090,83 pM
(TS199) e 1010,90 uM (CoMeOH). Esta observacdo permite inferir que estes dois compostos poderédo
ter uma actividade anti-microbiana semelhante. Relativamente a Doxorrubicina, apresenta uma CMI
muito inferior (cerca de 22 vezes) aos compostos TS199 e CoMeOH, indicando a sua elevada

actividade anti-microbiana.

3.2.2. Caracterizacgao do crescimento celular

Depois de se determinarem os valores de CMI para cada composto (Doxorrubicina, TS199 e
CoMeOH), caracterizaram-se as curvas de crescimento microbiano da levedura na presenca de ¥2 CMI
dos compostos. O valor de %2 CMI foi escolhido de modo a obter um efeito inibitério na taxa
especifica de crescimento da levedura que pudesse ser caracterizado (medianamente inibido). Este
protocolo permite obter uma caracterizagdo das fases de laténcia, exponencial, estacionéria e de morte

da levedura, na presenca dos compostos em estudo.
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Inoculou-se a levedura com % CMI dos compostos durante aproximadamente 50h e

registaram-se as DOgoonm €M intervalos de tempo regulares, obtendo-se as curvas representadas na

Figura 3.6 (3 ensaios independentes).
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Figura 3.6: Representagdo grafica das curvas de crescimento da levedura S. cerevisiae estirpe BY4741 na
auséncia de composto (controlo negativo) e presenca de Doxorrubicina (controlo positivo), TS199 e CoMeOH

(compostos teste) a 2 da CMI nas respectivas concentrages 25,86 UM + 0,01; 545,41 uM + 0,01; 505,45 pM +

0,01.

Através destes dados calcularam-se os parametros de taxa especifica de crescimento (em h™),

tempo de duplicacdo (em h) e biomassa méaxima para cada condicgdo testada (Tabela 3.2)

Tabela 3.2: Caracterizagdo do crescimento celular da levedura S. cerevisiae quando crescida em meio MMB4 na
auséncia de composto (controlo negativo), na presenca de Doxorrubicina (controlo positivo), TS199 e CoMeOH

(compostos teste). Os valores da tabela sdo representativos de, pelo menos, trés ensaios independentes.

Controlo Doxorrubicina TS199 CoMeOH
Biomassa Maxima 5,360 3,490 3,800 1,700
He (em h™) 0,361 0,137 0,159 0,082
Tempo duplicagdo (em h) 1,9 51 4,4 8,5

Legenda: p- taxa especifica de crescimento.

A taxa especifica de crescimento exprime o aumento da populagéo por unidade de tempo e por
unidade de populacdo; o tempo de duplicacdo é o tempo que leva uma populagdo microbiana a

duplicar o seu nimero celular e a biomassa méaxima corresponde a DOgyonm Méxima lida durante o
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crescimento microbiano na fase estacionéria do crescimento (Ferreira e Sousa, 1998; Lopes e Fonseca,
1996; Madigan e Martinko, 2006).

Pela analise dos resultados obtidos é possivel inferir que para a amostra controlo negativo
obteve-se um resultado coerente com a literatura para o tempo de duplicacdo uma vez que o valor
obtido foi de 1,9h, estando este valor descrito na literatura como sendo de 2,0h (Prescott et al., 2005).
Comparando as restantes condigdes testadas, o controlo possui a biomassa maxima (5,360) e a taxa
especifica de crescimento (0,361h™") mais elevada.

Relativamente aos compostos Doxorrubicina, TS199 e CoMeOH os tempos de duplicagdo séo
de 5,1h, 4,4h, e 8,5h, as biomassas maximas sdo de 3,490, 3,800 e 1,700 e as taxas especificas de
crescimento séo de 0,137h™, 0,159 h™* e 0,082h™, respectivamente.

Comparativamente ao controlo negativo observa-se que todas as amostras sofreram alteragoes,
duplicando pelo menos o tempo de duplicacdo em relagdo ao controlo negativo, ou seja, todos 0s
compostos interferem no crescimento celular da levedura. Este facto pode estar relacionado com o
aumento da fase de laténcia, na qual a levedura tenta adaptar-se as condi¢des experimentais de
compostos testadas.

Observa-se ainda, uma alteracdo notavel no valor de biomassa maxima na amostra CoMeOH
podendo sugerir que este composto afecta o ciclo celular da levedura na interfase ou mitose, inibindo a
duplicacdo populacional. Este evento sugere novamente que a levedura na presenca deste composto
demora mais tempo a adaptar-se as condicGes testadas, atingindo menor biomassa maxima do que nas

outras condicdes.

3.2.3. Testes de viabilidade celular

Seguidamente, realizaram-se ensaios de viabilidade celular na levedura para cada uma das
condi¢des (*2 CMI, Doxorrubicina, TS199 e CoMeOH) de modo a validar as conclusdes anteriores. Os
ensaios de viabilidades celulares permitem contabilizar o nimero de unidades formadoras de coldnias
(UFC) por mL de amostra.

Inoculou-se a levedura com % CMI dos compostos (Doxorrubicina, TS199 e CoMeOH)
durante aproximadamente 50h, e plaqueou-se em meio YPD diluicdes sucessivas (107, 10%, 10, 10°)
em intervalos de tempo regulares tal como descrito na sec¢do 2.3.7. As contagens foram efectuadas

manualmente obtendo-se os resultados apresentados na Figura 3.7.
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Figura 3.7: Representacdo grafica das curvas de viabilidade celular da levedura S. cerevisiae na auséncia
(controlo negativo) e presenga de Doxorrubicina (controlo positivo), TS199 e CoMeOH (compostos teste) a % da
CMI (25,86 uM + 0,01; 545,41 uM £ 0,01; 505,45 uM = 0,01, respectivamente) ao longo do tempo.

Através da Figura 3.7 € possivel inferir que todas as amostras iniciaram o crescimento celular
com aproximadamente o mesmo numero de células viaveis, 9,5x10°> UFC/mL.

Ao longo do tempo para o controlo negativo observou-se um aumento logaritmico de UFC por
mL até um méximo de 4,2x10" UCF/mL, sendo que as 49h se observou uma diminuicio da densidade
celular. Este acontecimento pode dever-se a caréncia de nutrientes, acumulacdo de produtos inibitorios
do metabolismo, elevada biomassa da levedura no meio MMB4, uma vez que se encontra num sistema
fechado de crescimento.

Para 0s compostos Doxorrubicina e TS199 também se observou um aumento de UFC por mL
atingindo-se um maximo de 1,0x10" e 9,0x10° UFC/mL, respectivamente. Novamente, as 49h de
crescimento observa-se uma diminuicdo de células viaveis para a Doxorrubicina e as 33h para o
TS199. Tal como no controlo negativo, esta dimuicdo pode dever-se aos parametros referidos
anteriormente.

O composto CoMeOH apresenta um aumento de células viaveis apenas até as 6h atingindo
2,6x10° UCF/MI, mantendo um crescimento celular constante até as 49h. Esta informacdo parece
sugerir que na presenca de ¥2 CMI do composto CoMeOH a levedura apenas consegue manter o
nimero populacional constante, sugerindo novamente que este composto afecta o ciclo celular da
levedura. Outra hipotese € a presenga de elevada concentracdo de produtos inibitérios do metabolismo

a partir das 6h de incubacdo com o composto CoMeOH afectando o crescimento da levedura.
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3.2.4. Espécies reactivas de oxigenio

O stress oxidativo € um processo celular associado a sobre-expressdo de ROS em sistemas
bioldgicos aerdbios como subproduto do metabolismo energético. Este processo afecta inumeras
func@es celulares e foi descrito como estando envolvido em diversas doencas, provavelmente devido a
falha dos mecanismos de desintoxicacdo de xenobidticos (Nishikawa, 2008; Williams, 2006;
Schumacker, 2006; Storz, 2005).

As ROS dividem-se em dois grupos, as ROS livres e ROS néo reactivas. As ROS livres
contém um ou mais electrdes desemparelhados e compreendem os radicais superoxido (O,), hidroxilo
(OH), 6xido nitroso (NO), alcoxilo (RO) e peroxilo (ROO). As ROS néo reactivas incluem peréxido
de hidrogénio (H,0,), peréxido organico (ROOH) e hipocloroso (HOCI) (Storz, 2005). De entre as
ROS referidas anteriormente, sabe-se que o radical superoxido ou o peroxido de hidrogénio
(subproduto do primeiro) estdo implicados no desenvolvimento de inimeras doencas entre as quais, 0
cancro. No entanto, a relacdo entre células cancerigenas e ROS é um pouco paradoxal. As ROS podem
induzir danos suficientes no DNA para converter as células normais em células cancerigenas e
quantidades suficientes de ROS em células cancerigenas (provocadas por radiacdo ou administracdo
de agentes anti-tumorais) podem promover a morte celular devido ao stress oxidativo causado
(Nishikawa, 2008; Schumacker, 2006; Storz, 2005).

O composto Doxorrubicina utilizado nestes ensaios foi identificado por diversos autores como
indutor de ROS em diversas células tumorais (Salvatorelli et al., 2009; Wang, 2004; Westmoreland et
al., 2009). Assim sendo, realizaram-se ensaios de ROS nos compostos TS199 e CoMeOH para
averiguar se existe ou ndo producdo de ROS pelas células de levedura S. cerevisiae na presenca destes
COmMpOstos.

Os ensaios de ROS foram realizados sujeitando a levedura a ¥ CMI dos compostos
(Doxorrubicina, TS199 e CoMeOH) durante aproximadamente 4h tal como descrito na secc¢do 2.3.8.

Os resultados obtidos estdo representados na Figura 3.8.
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2 DOXORRUBICINA 25,86 uM

o IS99 545 41uM

Figura 3.8: ROS em levedura S. cerevisiae BY4741 na auséncia de composto (controlo negativo), presenca de
peroxido de hidrogénio (H,0,) (0,03%, controlo positivo para ROS), Doxorrubicina (25,86 pM), TS199 (545,41
UM) e CoMeOH (505,45 uM) crescida em meio MMB4. A esquerda estfo as imagens tiradas em campo claro e
a direita estdo as imagens de fluorescéncia correspondentes. Observacao feita por microscopia de fluorescéncia
(400X).
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Os resultados obtidos nestes ensaios foram coerentes com o descrito na literatura, havendo
producdo de ROS na presenca de peroxido de hidrogénio e Doxorrubicina, observando-se as cores
verde e amarelo, respectivamente.

E ainda importante referir que, a fluorescéncia observada no ensaio com 0 composto
Doxorrubicina (amarelo) ndo € idéntica ao ensaio com peroxido de hidrogénio (verde), uma vez que a
cor vermelha do composto Doxorrubicina interfere com o ensaio de MTS ocorrendo um “quenching”
entre o fluoréforo e os ibes do composto.

Para os compostos TS199 e CoMeOH ndo se observou fluorescéncia, concluindo-se gue 0s

compostos a ¥ CMI ndo induzem a producdo de ROS nas células da levedura S. cerevisiae.

3.2.5. Analise proteémica

A técnica de protedmica permite analisar as proteinas expressas pelo genoma. Utilizou-se esta
técnica para o reconhecimento dos alvos e modos de accdo da levedura S. cerevisiae BY4741 em
resposta a presenca dos compostos em estudo, TS199 e CoMeOH, com o intuito de averiguar as suas
capacidades como agentes anti-tumorais.

A técnica de protedémica utilizada baseou-se na electroforese de duas dimensdes com posterior
andlise por espectrometria de massa denominada de FMF/MALDI-FT-ICR-MS.

Previamente, cresceu-se a levedura na auséncia e na presenca dos diferentes compostos
(Doxorrubicina, TS199, CoMeOH) numa concentracdo de ¥2 CMI até uma DOggonm = 0.700 + 0.01. De
seguida, procedeu-se a extraccdo proteica das células da levedura, fez-se a precipitacdo proteica por
TCA/DOC, a quantificacdo de cada amostra pelo método de Lowry modificado e a confirmagdo por
SDS-page. Fez-se nova precipitacdo proteica com o Kit 2-D Clean-Up para purificar e concentrar
entre 250 a 300 g de proteina de cada amostra e efectuar as electroforeses de 12 dimensao e de 28
dimensao.

Depois de corados os géis com Coomassie Blue como explicado na secgdo 2.3.13. foram
seleccionados alguns spots para analisar por FMF/MALDI-FT-ICR-MS para cada uma das condicdes.
Na Figura 3.9 estdo representados os spots identificados para o controlo negativo (de cada condicdo),
Doxorrubicina, TS199 e CoMeOH para identificar por FMF/MALDI-FT-ICR-MS.
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Figura 3.9: Géis de proteémica para (A) controlo negativo da Doxorrubicina (B) Doxorrubicina (C) controlo negativo do
TS199 (D) TS199 (E) controlo negativo do CoMeOH (F) CoMeOH obtidos por 2-DE, a partir de extractos proteicos de
levedura S. cerevisiae BY4741 crescida em MMB4 e recolhida durante a fase exponencial (D,= 0,700 + 0,01). Estdo
representadas as isoformas proteicas que foram identificadas por FMF/MALDI-FT-ICR-MS, para cada condigdo. As imagens
(A) + (B); (C) + (D) e (E) + (F) representam conjuntos diferentes, nos quais estdo representados a comparagdo de spots do
composto com o respectivo controlo negativo.
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No controlo negativo e nos ensaios com o composto Doxorrubicina, TS199, CoMeOH, a
técnica de FMF/MALDI-FT-ICR-MS permitiu identificar um total de 29 proteinas ou seja, 41
isoformas proteicas.

Apos a obtencdo dos géis de protedmica e identificagdo dos spots, comparou-se cada condicéo
(Doxorrubicina, TS199 e CoMeOH) com o respectivo controlo negativo utilizando-se o programa
Progenesis SameSpots, para identificar a variacdo de expressdo de cada isoforma proteica. Os

resultados obtidos estdo representados na Tabela 3.3.

Tabela 3.3: Avaliacdo da variacdo de expressdo de cada isoforma proteica identificada por FMF/MALDI-FT-

ICR-MS nos diferentes conjuntos de géis utilizando o programa Progenesis SameSpots.

. Variagdo de expressdo controlo negativo versus
Isoforma protéica NuUmero do spot —
Doxorrubicina TS199 CoMeOH

Adhl 14 -1.3 -4.6 n.d.
Dhom 47 +4.4 -6.5 -2.2
Efla 11 -1.1 4.1 +1.1
Efbl 42 n.d. -4.3 -1.8
Enol 8=35 +1.1 -1.7 +2.4
Eno2 7 +1.0 -3.2 -1.9
20=31 -4.8 -1.2 -1.3

Fbpa 12 +1.2 -8.1 -2.0
19 -1.1 -3.2 -1.0

G3p3 22 -2.4 n.d. n.d.
Ou 23 -5.3 n.d. +7.3
Gapdh3 36 -4.3 -2.3 +2.8
46 -1.1 -3.6 +1.4

Gblp 43 n.d. -8.3 -2.3
32 n.d. +1.8 n.d.
rsp2s % g vy 120
39 n.d. n.d. +6.7

Hsp31 45 n.d. n.d. +1.7
Hsp60 2 -1.1 -3.0 +1.3
Hsp71 1 +1.0 -2.9 +1.2
Hsp72 2 o nd n
Hsp75 6 -1.2 -4.9 -2.0
Hsp76 6 -1.2 -4.9 -2.0

1v5 15 +1.2 -3.4 n.d.
Ipyr 17 +14 -2.7 -1.0
Lys9 41 n.d. -4.7 -1.9
Nachl 48 n.d. -13.1 -9.4
Pabp 3 +1.1 -4.9 -2.3
Pdc1 4 -1.5 -3.9 -1.8
Pgam 1 25 +1.2 -3.5 -1.2

Legenda: n.d.—ndo definido.
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Tabela 3.3: Avaliacdo da variacio de expressdo de cada isoforma proteica identificada por FMF/MALDI-FT-

ICR-MS nos diferentes conjuntos de géis utilizando o programa Progenesis SameSpots (continuacao).

. i Variacao de expressao controlo negativo versus
Isoforma protéica Numero do spot —
Doxorrubicina TS199 CoMeOH
9 +1.0 -1.7 +1.4
Pak 10 -1.1 -1.9 +1.3
g 13 =34 +1.1 -35 +1.1
18 = 37 -3.5 -2.6 +4.5
RI12 49 n.d. -3.6 n.d.
Rs20 50 n.d. -10.8 n.d.
Sod1 26 n.d. -5.1 -34
Tpi 24 +1.1 -2.8 -1.8
Tsal 28 +2.5 n.d. n.d.

Legenda: n.d.—n&o definido.
A interpretacdo dos resultados de protedmica obtida para cada proteina identificada por

FMF/MALDI-FT-ICR-MS, compreendeu o estudo da localizacdo celular, 0 gene e 0s processos
bioldgicos envolvidos, assim como, a fun¢do molecular (Tabela 3.4).
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Tabela 3.4: Proteinas identificadas por FMF/MALDI-FT-ICR-MS nas diferentes condices testadas (controlo negativo, Doxorrubicina ¥2 CMI, TS199 % CMI, CoMeOH %
CMI) ordenadas pela localizacdo na célula. Apresenta-se a descricdo, 0s genes, 0s processos biologicos envolvidos e as fungBes moleculares de cada proteina
(www.uniprot.org, acedido em Julho 2011; www.yeastgenome.org, acedido em Julho 2011).

Isofor_ma Descricao Gen(_e Processos Bioldgicos Func¢des Moleculares
proteica envolvido
Citoplasma
Adhl Alcool desidrogenase | ADH1 Catabolismo de a.a. (leucina, isoleucina, valina, metionina, fenilalanina, Oxidoreductase
tirosina, triptofano) pela via Ehrlich; biossintese do etanol na fermentacéo;
oxidacdo NADH
Dhom Homoserina desidrogenase HOM6 Biossintese de a. a. (isoleucina, metionina e treonina); biossintese de cadeias Oxidoreductase
laterais de a.a.
Enol Enolase | ENO1 Glicolise; gluconeogénese; regulacéo da fusdo vacuolar ndo autofagica Actividade hidratase fosfopiruvato
Eno2 Enolase 11 ENO2 Glicolise; gluconeogénese; regulacéo da fusdo vacuolar ndo autofagica Actividade hidratase fosfopiruvato
Fbpa Fructose 1,6-bisfosfato aldolase FBA1 Glicolise; gluconeogénese Actividade aldolase frutose-
bifosfato
G3p3 ou Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase 3 TDH3 Apoptose; gluconeogénese; glicolise; processos metabdlicos de ROS Oxidoreductase
Gapdh3
Gblp Proteina G ASC1 Proteina G acoplada a receptor da via de sinaliza¢éo; mediador da via Ligacdo a subunidade alfa da
glicolitica; crescimento invasivo em resposta a limitacdo de glicose; regulacao proteina G; inibidor de dissociagao
negativa da tradugdo. GDP; actividade de sinal transdutor
Hsp75 Proteina choque térmico ssbl SSB1 Pés-transcri¢do de protéinas; falta de glucose; transcrigéo citoplasmatica; Ligacdo ATP; actividade ATPase;
Hsp76 Proteina choque tarmico ssb2 SSB2 re,gulagao da transcricdo fidedigna; qqurtagao da sub_urlldade ribossomal do ligacdo calmodulina; .
nlcleo; processamentoo do rRNA,; término da transcricao. desenrolamento proteico
Ipyr Pirofosfatase inorganica IPP1 Sintese de UDP-glicose interveniente na produgdo de glucogénio Hidrolase
ys9 Sacaropina desidrogenase LYS9 Biossintese de a.a., biossintese de Lisina Oxidoreductase
Pgk Cinase 3-fosfoglicerato PGK1 Glicolise Cinase; transferase
Rs20 Proteina ribossomal 40S RPS20 Traducdo citoplasmatica; maturacdo de SSU-rRNA a partir do transcrito Componente ribossomal
Tsal Tiorredoxina peroxidase | TSAl Homeostasia celular do processo redox; resposta celular ao stress oxidativo; Antioxidante; oxidoreductase;
checkpoint de danos DNA,; proteccdo DNA; enrolamento proteico; regulacdo da | peroxidase
traducdo; idade replicativa celular; resposta ao hidroperdxido
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Tabela 3.4: Proteinas identificadas por FMF/MALDI-FT-ICR-MS nas diferentes condicdes testadas (controlo negativo, Doxorrubicina %2 CMI, TS199 % CMI, CoMeOH %
CMI) ordenadas pela localizagdo na célula. Apresenta-se a descricdo, 0s genes, 0s processos bioldgicos envolvidos e as fungBes moleculares de cada proteina
(www.uniprot.org, acedido em Julho 2011; www.yeastgenome.org, acedido em Julho 2011) (Continuagao).

Isofor_ma Descricao Gen(_e Processos Bioldgicos Func¢des Moleculares
proteica envolvido
Citoplasma e Nucleo
Hsp26 Proteina choque térmico 26 HSP26 Resposta ao stress Chaperona
Nacbl Complexo associado ao polipéptido nascente | EGD1 Transporte de moléculas; regulagdo da transcricao. Repressor da tradugéo
subunidade beta-1
Pabp Proteinas de ligacdo poliadenilato, PAB1 Regulacdo da traducdo; transporte; processamento e transporte mRNA. Ligacédo de nucle6tidos, de RNA
citoplasmaéticas e nucleares poli-A e proteinas
Pdcl Isoenzima | piruvato descarboxilase PDC1 Catabolismo de a.a. (fenilalanina e triptofano); descarboxilacdo de piruvato em | Descarboxilase liase
acetaldeido; biossintese de cadeias laterais de a.a.
Citoplasma e Citoesqueleto
Efla Factor de elongacéo alfa-1 TEF1 Biossintese proteica Factor de elongacéo
Citoplasma, Parede celular e Nucleo
Hsp71 Proteina choque térmico ssal SSAl Enrolamento proteico; importacdo proteico para o nicleo; translocacéo proteica | Ligacdo ATP; actividade ATPase;
para a mitocondria; resposta ao stress; translocacao de proteinas co-traduzidas, desenrolamento proteico
dependentes de SRP, com alvo membranar; traducdo
Citoplasma, Parede celular e Membrana do vacuolo
Hsp72 Proteina choque térmico ssa2 SSA2 Enrolamento proteico; resposta ao stress; translocagao de proteinas co- Ligacdo ATP; actividade ATPase;
traduzidas, dependentes de SRP, com alvo membranar desenrolamento proteico
Citoplasma e Mitocéndria
Sod1l Dismutase do superdxido [Cu-Zn] SOD1 Resposta a ROS dependente da idade; homeostasia celular com os ides cobre e Antioxidante, oxireductase
zinco; organizacdo da parede celular; metabolismo do super6xido; regulagdo
positiva da actividade de factores de transcrigéo.
Citosol e Mitocondria
Pgam 1 Mutase | fosfoglicerato GPM1 Glicolise; glucoeneogénese Isomerase
Mitocdndrias
1v5 Acido cetol redutor-isomerase ILV5 Manutencdo do genoma mitocondrial; biossintese de cadeias laterais de a.a. Ligacdo ao DNA, actividade 4cido
cetol redutor-isomerase
Tpi Triose-fosfato isomerase Glicolise; gluconeogénese;
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Tabela 3.4: Proteinas identificadas por FMF/MALDI-FT-ICR-MS nas diferentes condicGes testadas (controlo negativo, Doxorrubicina %2 CMI, TS199 % CMI, CoMeOH %
CMI) ordenadas pela localizacdo na célula. Apresenta-se a descricdo, oS genes, 0s processos bioldgicos envolvidos e as fungBes moleculares de cada proteina
(www.uniprot.org, acedido em Julho 2011; www.yeastgenome.org, acedido em Julho 2011) (Continuagao).

Isofor_ma Descricao Gen(_e Processos Biol6gicos Funcgdes Moleculares
proteica envolvido
Matriz Mitocondrial
Hsp60 Proteina choque térmico 60 HSP60 Resposta ao stress Chaperona
Ribossomas
Eflb Factor de elongagdo beta-1 EFB1 ou Biossintese proteica Factor de elongacéo
TEF5
Outros
Hsp31 Proteina choque térmico 31 HSP31 Desconhecido Provavel chaperona; hidrolase;
actividade tipo cisteina protease

RI12 Proteina ribossomal S60 RPL12A Traducdo citoplasmética; montagem da subunidade grande ribossomal Contituinte estrutural do ribossoma
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Do total de proteinas identificadas (29), 4 apresentam-se nos géis através de diversas
isoformas proteicas, nomeadamente as proteinas Eno2, G3p3, Pgk e Hsp26. Mais especificamente, a
proteina Eno2 esté caracterizada pelos spots 7 e 20 (31); a G3p3 pelos spots 19, 22, 23, 36 e 46; a Pgk
pelos spots 9, 10, 13 (34) e 18 (37) e por fim, a Hsp26 pelos spots 32, 33, 38 e 39. As isoformas
proteicas sdo diferentes formas de uma mesma proteina codificadas por genes diferentes ou
provenientes do mesmo gene através de “splicing ” alternativo ou ainda por modifica¢fes pds-tradugdo
diferentes. Esta estratégia celular permite responder a modificacdes ambientais (Berg et al., 2007,
Klug e Cummings, 2002)

Comparando as condicdes controlo negativo versus Doxorrubicina na presenca de ¥ CMI
(25,86 uM) (Figura 3.9 — (A) + (B)) e com o auxilio do programa Progenesis SameSpots identificou-
se um total de 23 proteinas das quais 2 foram sobre-expressas (variagdo da expressdo >1.5), 4 foram
sub-expressas (variagdo da expressdo < 1.5) e 17 nao sofreram alteragdo significativa da sua expresséo
(variagdo -1,4 > x < +1,4).

Nestas condigdes, as enzimas Tsal e Dhom, ambas encontradas no citoplasma da célula e
enzimas que catalisam reac¢des de oxidacdo-reducgdo, encontram-se sobre-expressas. A enzima Tsal
esta envolvida na resposta celular contra o stress oxidativo (Herrero, 2007). A sobre-expressdo desta
enzima coincide com os ensaios referidos na sec¢do 3.2.4, nos quais se verificou a inducdo de ROS na
levedura na presenca de %2 CMI de Doxorrubicina. A enzima Dhom, existente em microrganismos e
plantas, estd envolvida na biossintese dos a.a. isoleucina, metionina e treonina através da via do
aspartato. A sua sobre-expressao indica um aumento da biossintese dos a.a. referido anteriormente
(Jacques et al., 2001).

As isoformas proteicas sub-expressas identificadas foram Pdcl, G3p3, Pgk e Eno2. A Pdcl
(Figura 3.10) é uma enzima importante na descarboxilacdo do piruvato em acetaldeido e diéxido de
carbono. AlteragGes nesta via ou seja, no balanco redox das células, influenciam a reposicdo de NAD"
efectuada durante o metabolismo do piruvato pela via fermentativa e assim afectam a via glicolitica.

A enzima G3p3 (Figura 3.10) catalisa a conversdo do gliceraldeido 3-fosfato em 1,3-
bifosfosgliceraldeido durante a glicdlise com consumo de NAD". A Pgk (Figura 3.10) é a enzima que
catalisa a transferéncia do grupo fosforil do acil fosfato do 1,3-bifosfosglicerato mediado por ADP
para produzir ATP em 3-fosfoglicerato, necessario na via da glicolise. A Eno2 (Figura 3.10) catalisa a
formac&o do fosfoenolpiruvato por desidratacdo do 2-fosfoglicerato durante a glicolise e a sua reaccao
inversa, durante a gluconeogénese. A sua expressao é induzida na presenca de glucose sendo assim,
ndo era expectavel a sua sub-expressdo uma vez que foi feito a adicdo de glucose em excesso a0 meio
de crescimento das culturas de levedura. No entanto, ao analisar a expressdo de proteinas na Tabela
3.3 verificou-se que a proteina Enol (Figura 3.10) esta a ser sobre-expressa. Esta proteina também
catalisa a conversdo do 2-fosfoglicerato em do fosfoenolpiruvato durante a glicdlise e a reaccdo

inversa durante a gluconeogénese mas a sua expressao é reprimida na presenca de glucose. Analisando
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estes resultados, pode-se sugerir que a célula tentou compensar a sub-expressdo de Eno2, sobre-
expressando Enol.

Estes resultados parecem confirmar a suposicao anterior, ou seja, a sub-expressdo da enzima
Pdcl deve-se ao stress oxidativo sofrido pelas células da levedura devido a producdo de ROS na
presenca de ¥2 CMI de Doxorrubicina, interferindo na glicdlise. Nao existindo reposicéo suficiente do
NAD" proveniente da formacdo de etanol a partir do piruvato, este ndo pode ser consumido na
conversao do gliceraldeido 3-fosfato em 1,3-bifosfosgliceraldeido, afectando os passos subsequentes
da glicolise.

Com estes resultados pode-se averiguar que o composto Doxororrubicina (com acgdo anti-
tumoral comprovada) a %2 CMI inibe as vias metabdlicas da glucose e do piruvato da levedura, activa

as vias de stress oxidativo, actuando no nlcleo e no citoplasma das células.

Metaboli de

Amido e Sacarose

Biosintese de Fenilalanina,
Tirosina e Triptofano

Metabolismo Ciclo do Acido
Alanina e Aspartato Citrico

| A

|
|
|
|
i |
| |
|
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H i
|
|
|
¥

v
Glutamato

Figura 3.10: Via da glicolise e do piruvato da levedura S. cerevisiae. Relagdo com os metabolismos de amido,
sacarose, alanina, aspartato e glutamato e biossintese de lisina, fenilalanina, tirosina e triptofano (vermelho:
enzimas de ponto de controlo da via da glicolise; verde: enzimas identificadas pela proteémica (adaptado de
Pham e Wright, 2007).
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Confrontando os resultados de protedmica obtidos para as condi¢es controlo negativo versus
TS199 na presenca de %2 CMI (545,41 pM) (Figura 3.9 — (C) com (D)) com o programa referido
anteriormente, identificou-se um total de 29 proteinas das quais 1 foi sobre-expressa (variagdo da
expressdo >1.5), 26 foram sub-expressas (variagdo da expressdo < 1.5) e 2 nfo tiveram alteragdo
significativa na sua expressdo (variagéo -1,4 > x < +1,4).

As isoformas proteicas sobre-expressas na presenca de TS199 correspondem aos spots 32 e 33
e foram identificados como sendo a proteina Hsp26. A proteina Hsp26 corresponde a uma pequena
proteina de choque térmico citosolica pertencente a familia das chaperonas, que desempenha um papel
preventivo na agregacdo de proteinas ndo nativas, ligando-as em complexos estaveis. A acumulacdo
de agregados proteicos provoca danos na célula, promovendo a morte celular. Quando ha morte
celular, as proteinas agregadas sdo libertadas para o meio extracelular, prejudicando as células
circundantes. A sobre-expressdo desta proteina indica que as células da levedura estdo em stress
devido a um choque térmico, paragem na fase estacionaria do desenvolvimento celular, falta de azoto,
choque osmotico ou ainda devido a perda constitutiva de proteina de choque térmico da familia Hsp70
(Alberts et al., 2002; Burnie et al., 2005; White et al., 2006).

De facto, pela Tabela 3.3, verifica-se a sub-expressdo de 4 proteinas de choque térmico
pertencentes a familia das Hsp 70, nomeadamente Hsp71, Hsp72, Hsp 75 e Hsp 76. Inicialmente, as
proteinas Hsp 70 eram identificadas apenas em situacdo de stress celular. Mais tarde, descobriu-se que
estas proteinas ocorriam também em condicGes normais desempenhando diversas fungdes como por
exemplo, auxiliar no enrolamento de proteinas recém-sintetizadas, guiar a translocacdo de proteinas
através de membranas, separar estruturas proteicas oligoméricas, facilitar a degradacdo proteolitica de
proteinas instaveis e controlar a actividade de enrolamento de proteinas reguladoras, incluindo factores
de transcricdo. As proteinas Hsp71 e Hsp72 sdo expressas constitutivamente pela célula estando
localizadas no citoplasma, parede celular e nacleo, ou citoplasma, parede celular e membrana do
vacuolo, respectivamente. As proteinas Hsp75 e Hsp76 encontram-se no citoplasma e protegem a
célula da formacéo de agregados proteicos (Bukau e Horwich, 1998; Burnie et al., 2005). Sendo
assim, pode-se inferir que a expressdo das Hsp71, Hsp 72, Hsp75 e Hsp76 no controlo negativo era
expectavel (produzida basalmente) e que a sub-expressdo no TS199 deve-se a sobre-expressdao da
proteina Hsp26.

Outra proteina sub-expressa é a Hsp60. Esta proteina esta presente na matriz mitocondrial das
células e é essencial ao crescimento celular da levedura a qualquer temperatura, sendo que existe
sobre-expressdo quando sujeita a temperatura igual a 42°C. E também reconhecida a sua colaboragio
com as Hsp70 para efectuar o enrolamento de proteinas. Sendo assim, a sua sub-expressdo no ensaio
TS199 podera estar relacionada com a sub-expressao das Hsp70 (Burnie et al., 2005).

No gel de proteémica do composto TS199 quando comparado como 0 controlo negativo
existem ainda outras proteinas sub-expressas nomeadamente, Dhom, Pdcl, G3p3, Pgk, Enol, Eno2,
Fbpa, Adh1, Ipyr, Pgam, Tpi, Pabp, Lys9, Efla, Efbl, llv5, RI12, Rs20, Gblp, Nacbl e Sod1.
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As proteinas Dhom, Pdcl, G3p3, Pgk, Eno2 e Enol ja foram caracterizadas na analise do gel
de protedmica da Doxorrubicina. Estas proteinas, excepto Dhom (sintese de a.a.), estdo envolvidas na
glicolise das células. Relembra-se que a sub-expressdo das proteinas Pdcl, G3p3, Pgk e Eno2, esta
relacionada com a inibicdo das vias metabolicas da glucose e do piruvato da levedura.

Neste ensaio, a sub-expressdo de proteina Eno 1 (Figura 3.10) justifica-se uma vez que a
glucose é adicionada ao meio por excesso e que a sua expressao € reprimida na presenca de glucose.

A enzima citoplasmatica Fbpa (Figura 3.10) expressa pelo gene FBAL é independente da
disponibilidade de glucose e participa na via glicolitica e na gluconeogénese da célula, catalisando a
conversao da frutose 1,6-bisfosfato em gliceraldeido-3-fosfato e dihidroxiacetona fosfato. A isomerase
Tpi (Figura 3.10) catalisa a interconversdo da dihidroxiacetona fosfato em gliceraldeido 3-fosfato. Esta
reaccdo é importante uma vez que, aumenta a quantidade de gliceraldeido 3-fosfato disponivel para a
glicolise. Quando esta enzima é inibida, a glic6lise ocorre com menor rendimento, verificando-se a
acumulacédo de dihidroxiacetona fosfato e formacao de metilglioxal (composto téxico). Mutantes sem
Tpi tém como produto final da glucose, glicerol em vez de etanol (Compagno et al., 2001). Analisando
estas duas Ultimas proteinas (Fbpa e Tpi) pode-se inferir que estéo interligada e que a sub-expressao de
Fbpa ir4 afectar o fornecimento de produto utilizado pela enzima Tpi na formagdo de gliceraldeido-3-
fosfato, afectando os passos seguintes da via glicolitica.

A enzima Adhl (Figura 3.10) tem actividade redox intervindo na reducéo do acetaldeido em
etanol, Gltimo passo do metabolismo do piruvato onde ha regeneracio de parte do NAD®, percussor da
via glicolitica. A sub-expressdo desta proteina ird afectar conversdo do gliceraldeido 3-fosfato em 1,3-
bifosfosgliceraldeido e assim a producéo de piruvato.

A mutase | fosfoglicerato (Figura 3.10) catalisa a conversdo do 3-fosfoglicerato em 2
fosfoglicerato na glicolise. A sua sub-expressdo poderd ser consequéncia de passos anteriores,
nomeadamente sub-expressao das proteinas Fbpa, Tpi, G3p3 e Pgk. Mais uma vez, esta sub-expressao
ird inibir os passos seguintes da glicélise.

A enzima Ipyr presente no citoplasma da célula hidrolisa o pirofosfato em ortofosfato
favorecendo a sintese de UDP-Glicose interveniente na producdo de glucogénio. A sub-expressao
desta enzima podera afectar o metabolismo celular do fosfato.

A proteina Pabp liga-se a cauda poli-A do mRNA e parece ser um mediador importante na
biogénese do mMRNA, encontrada no citoplasma e no nucleo da célula.

As proteinas Efla e Efbl séo factores de elongacéo interveniente na sintese proteica da célula.
A primeira estd presente no citoplasma e citoesqueleto da célula, a segunda nos ribossomas. O factor
de elongacdo alfa-1 participa na ligagdo do aminoacil-tRNA ao sitio A do ribossoma durante a sintese
proteica e o factor de elongacdo beta-1 estimula a hidrélise de GTP necessario ao Efla. A sub-

expressao destas proteinas podera inibir a sintese proteica (Berg et al., 2007).
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A proteina Nacbl codificada pelo gene EGDL1 ¢ a subunidade p1 de um complexo proteico
que confere proteccdo a péptidos recém sintetizados, evitando a sua ligacdo prematura com proteinas
citosdlicas (Reimann et al., 1999).

A isomerase 1lv5 encontra-se no nlcleo das mitocondrias e esta envolvida na biossintese de
cadeia de a.a e na manutencdo do DNA mitocondrial.

A enzima Lys9 encontra-se no citoplasma, tem accdo de oxidoreductase e intervém na via de
biossintese de a.a, principalmente na biossintese de lisina.

A proteina RI12 € um constituinte da subunidade grande do ribossoma 60S e as proteinas Rs20
e Gblp sdo constituintes da pequena subunidade ribossomal 40S (Gerbasi et al., 2004).

Analisando a fungdo das proteinas Pabp, Efla, Efbl, Nacbl, Ilv5, Lys9, RI12, RI20 e Gblp
pode-se inferir que, na levedura S. cerevisae, 0 composto TS199 inibe a biossintese de a.a e a
biossintese proteica da célula.

Por fim, a proteina Sod1 tem um papel importante na desintoxicagdo de radicais de oxigénio
normalmente produzidos pela célula, sendo expressa basalmente. A sua sub-expressdo indica que a
célula esta a inibir os niveis de desintoxicacéo celular.

Com base nos resultados obtidos, 0 complexo de escorpionato TS199 a ¥2 CMI na levedura S.
cerevisiae BY4741, parece interferir em varios processos biolégicos da célula tais como o
metabolismo da glucose, o metabolismo do piruvato, processos de biossintese de a.a. (treonina,
metionina, isoleucina, lisina) assim como na transcricdo e traducdo de mRNA, interferindo na sintese
de proteinas.

A semelhanca dos ensaios anteriores, relacionaram-se os resultados de proteémica obtidos
para as condicdes controlo negativo versus CoMeOH na presenga de ¥ CMI (505,45 uM) do
composto (Figura 3.9 — (E) com (F)). Identificou-se um total de 28 proteinas das quais, 5 foram sobre-
expressas (variagdo da expressdo >1.5), 13 foram sub-expressas (variagdo da expressdo < 1.5) e 10 ndo
tiveram alteracdo significativa na sua expressdo (variagdo -1,4 > x < +1,4). Neste ensaio, 0s spots com
sobre-expressao foram 23, 35, 36, 37, 38, 39 e 45, correspondendo as isoformas proteicas Hsp26 (38 e
39) e Hsp3l, G3p3 (23 e 36), Enol (35), Pgk (37). As proteinas sub-expressas foram Hsp75, Hsp76,
Pabp, Pdcl, Lys9, Eno2, Fbpa, Efbl, Gblp, Dhom, Tpi, Sodl e Nachl.

Observou-se, tal como no TS199, a sobre-expressao da proteina Hsp26 e a sub-expressao das
proteinas Hsp75 e Hsp76 (Hsp70). Outra proteina sobre-expressa é a Hsp31. Os mecanismos nos quais
esta proteina estd envolvida sdo pouco conhecidos. No entanto, parece estar relacionada com a
remogdo de metais acumulados na célula quando sujeita a stress (Goyal e Mande, 2008).

Observando a expressdo das proteinas Fbpa, Tpi, G3p3, Pgk, Enol, Eno2 e Pdcl neste ensaio,
na fase de crescimento com DO = 0.700 + 0.01, a levedura parece ter iniciado a via metabdlica da
gluconeogénese, uma vez que, se observou a sobre-expressdo das proteinas Enol, Pgk e G3p3 e a sub-
expressdo do Pdcl do metabolismo do piruvato assim como das proteinas Fbpa, Tpi e Eno2 da via

glicolitica. Este resultado pode explicar o crescimento (seccdo 3.2.2) e a viabilidade celular (seccédo
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3.2.3) observados anteriormente, visto que a célula parece estar a utilizar as duas vias em simultaneo
(Glicdlise e Gluconeogénese).

A sub-expressao das proteinas Dhom, Lys9, Efb1, Pabp, Nach, Gblp e Sod1 indica inibicdo da
expressdo da biossintese de a.a., nomeadamente treonina, metionina, isoleucina e lisina; na expressao
da biossintese proteica; no transporte do transcrito mRNA e na protec¢do das células contra ROS.

A semelhanca do composto TS199, o composto CoMeOH numa concentracdo de Y2 CMI,
interfere com processos bioldgicos da célula, entre os quais 0 metabolismo da glucose e do piruvato, a
via de gluconeogénese, processos de biossintese de a.a. assim como na transcricdo e traducdo de
MRNA, interferindo na sintese de proteinas.

Comparando os complexos de escorpionato com a Doxorrubicina, € possivel concluir que
estes 3 compostos convergem na inibicdo do metabolismo energética da levedura, nomeadamente no
metabolismo da glucose e do piruvato.

Reflectindo sobre o conjunto de resultados obtidos para os compostos TS199 e CoMeOH, nas
linhas tumorais HCT116 e HepG2 e na levedura S. cerevisiae. E possivel inferir que o complexo de
escorpionato CoMeOH parece ter maior capacidade inibitéria do que o TS199, uma vez que de um
modo geral, possui concentragfes de citotoxicidade (linhas tumorais) e CMI (levedura) inferior ao
TS199.
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4. Conclusoes e Perspectivas Futuras

O trabalho desenvolvido tinha como objectivo avaliar o potencial citostatica, os alvos e o
modo de ac¢do dos compostos designados por TS199 - [CuCl,{HOCH,C(pz);}] e CoMeOH —
Co{OHCH,C(pz)3}.].[Co{OHCH,C(pz):}(H20)3]2(Cl)¢4. Para tal, compararam-se 0s resultados
obtidos com o antibiético antracilico Doxorrubicina, o qual é reconhecido como agente anti-
neoplésico.

Nos ensaios utilizaram-se linhas tumorais HCT116 e HepG2 e, a levedura Saccharomyces
cerevisiae estirpe BY4741.

Numa primeira fase, determinou-se a viabilidade celular / citotoxicidade e morte celular nas
linhas tumorais na auséncia e presenca dos compostos em estudo para diferentes concentracdes.

Relativamente aos ensaios controlo com DMSO (ensaios do composto Doxorrubicina) e sem
DMSO (ensaios com o composto TS199 / CoMeOH), observou-se uma percentagem de viabilidade
celular de 100%, ou seja, 0 controlo negativo com e sem DMSO pode ser utilizado na comparacéo das
linhas tumorais na presenca dos compostos. Por outro lado, o ensaio de Hoechst indica uma elevada
densidade celular e e baixa percentagem de células apoptoticas ( < 10%).

Quanto aos ensaios do composto Doxorrubicina, ambos os ensaios foram realizados nas
celulas HCT116. Observou-se que no ensaio de MTS existe uma diminuigdo da viabilidade celular
com o aumento da concentracdo de composto (intervalo de concentragdes 0,1 a 125 uM) e considerou-
se a concentracdo de 10 uM como sendo o valor que induz citotoxicidade nas células HCT116. No
ensaio de apoptose, utilizou-se a concentragdo de 0,5 UM, uma vez que esta concentragdo ainda
permite observar algumas células ao microscopio. Este ensaio permitiu confirmar que o antibiético
Doxorrubicina interfere com a via de apoptose das células HCT116. Quanto a linha HepG2, verificou-
se que 0 composto Doxorrubicina possui actividade citotoxica. Em concentragcdes semelhantes, parece
ser mais eficaz em células HCT116 do que em HepG2. Sendo assim, este composto pdde ser utilizado
como referéncia de accdo citostatica no presente estudo.

Nos ensaios MTS efectuados nas linhas HCT116 e HepG2 com o composto TS199 observou-
se diminuicio das viabilidades celulares em ambas as linhas, tal como nos ensaios do composto
Doxorrubicina, concluindo-se que o composto TS199 possui actividade citostatica. Os resultados
mostram que 0 composto TS199 parece ser mais eficaz na linha tumoral HepG2 uma vez que para a
menor concentracdo testada (500 uM) verifica-se um efeito inibitorio superior.

Conclui-se também que a concentragdo de composto TS199 de 500 UM em HepG2 e 1000 uM
em HCT116, sdo as concentracbes consideradas validas para obter citotoxicidade significativa. O
ensaio de Hoechst permitiu concluir que o composto TS199, tal como a Doxorrubicina, induz apoptose
nas células HCT116.
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Por fim, para os ensaios realizados com o composto CoMeOH, tal como 0s compostos
Doxorrubicina e TS199, observou-se uma diminuicdo da viabilidade celular no ensaio de MTS em
ambas as linhas tumorais, concluindo-se que este composto também possui actividade citostatica. O
CoMeOH, para as mesmas concentragdes (500, 1000 e 2000 puM), parece possuir 0 mesmo efeito
citotoxico em ambas as linhas tumorais testadas. Para este composto, conclui-se que 500 uM ¢é a
concentracdo necessaria para induzir elevada citotoxicidade em ambas as linhas. O ensaio de Hoechst
permitiu inferir que o composto também interfere na apoptose destas linhas celulares.

Analogamente a Doxorrubicina, os compostos TS199 e CoMeOH possuem actividade
citostatica e interferem na apoptose celular das linhas tumorais HCT116 e HepG2.

Como perpectivas futuras, seria interessante confirmar os estudos de apoptose efectuados pelo
método de coloracdo de Hoechst, utilizando a técnica de citometria de fluxo com o kit Annexin-V
FITC Apoptosis para se identificar com maior exactiddo a percentagem de células apoptéticas e
diferenciar as células em early apoptose, late apoptose e necrose.

Numa segunda fase, efectuaram-se os estudos na levedura S. cerevisiae estirpe BY4741,
comecgando-se com a determinagdo da CMI para caracterizar a curva de crescimento celular; a
viabilidade celular; a actividade de ROS e a protedmica na auséncia e presenca de ¥ CMI dos
compostos Doxorrubicina, TS199 e CoMeOH.

A CMI obtida para os diversos compostos em estudo foi de 51,73, 1090,83 e 1010,90 UM para
a Doxorrubicina, TS199 e CoMeOH, respectivamente. Estas concentragfes traduzem a actividade do
composto como agente anti-microbiano. Sendo assim, concluiu-se que a Doxorrubicina tem maior
ac¢do inibitéria do que o TS199 e CoMeOH, para menor concentracio de composto. E possivel
concluir que os compostos TS199 e CoMeOH tém uma concentragdo inibitéria semelhante.

Parametros tais como, o tempo de duplicacdo, a taxa especifica de crescimento, a biomassa
maxima atinginda e nimero de células viaveis (UCF/mL) estudados a partir da caracterizacdo do
crescimento celular e da viabilidade celular permitiram perceber o fenétipo da levedura na auséncia e
presenca de %2 CMI do composto ao longo do tempo (aproximadamente 50h).

Os resultados obtidos demonstram que o controlo negativo, pode ser utilizado como amostra
padrdo para comparar os parametros dos ensaios Doxorrubicina, TS199 e CoMeOH, uma vez que, 0S
resultados obtidos foram coerentes com a literatura.

Mantendo as mesmas condi¢Bes experimentais (meio, temperatura, pH), estes resultados
permitem inferir que a levedura na presenca do composto CoMeOH é mais inibida uma vez que,
apresenta um maior tempo de duplicacdo, menor taxa especifica de crescimento, biomassa maxima e
namero de células vidveis da levedura nesta condi¢do. Seguem-se a este composto, a Doxorrubicina e
0 TS199, com menor inibigdo da levedura.

Os ensaios de ROS, permitem concluir que a Doxorrubicina induz a formacdo de ROS

enguanto os compostos TS199 e CoMeOH néo.
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Numa terceira fase, recorreu-se ao estudo do proteoma da levedura durante a fase exponencial
(DOgoonm = 0,700 + 0,01) do crescimento da levedura, para averiguar 0s mecanismos de acgdo e 0s
alvos da levedura quando na presenca dos diferentes compostos.

Dos géis de protedmica obtidos para os trés compostos, conseguiu-se apurar um total de 29
proteinas, as quais correspondem 41 isoformas proteicas.

No caso da Doxorrubicina, identificou-se um total de 23 proteinas. Destas, 6 sofreram
alteracdes: Tsal e Dhom que foram sobre-expressas e, as proteinas Pgk, Eno2, G3p3 e Pdcl que foram
sub-expressas. Este composto parece afectar principalmente mecanismos que ocorrem no citoplasma e
nucleo da célula da levedura, inibindo o metabolismo do piruvato e da glucose e activando vias de
stress oxidativo e de sintese de a.a..

Relativamente ao composto TS199, identificou-se um total de 29 proteinas sendo que 26
proteinas foram sub-expressas (Hsp71, Hsp72, Hsp75, Hsp76, Hsp60, Dhom, Pdcl, G3p3, Pgk, Enol,
Eno2, Fbpa, Adhl, Ipyr, Pgam, Tpi, Pabp, Lys9, Efla, Efbl, IIv5, RI12, Rs20, Gblp, Nacbl, Sodl) e 1
proteina foi sobre-expressa (Hsp 26), comparando com a condic¢do controlo negativo. Através destes
resultados conclui-se que o composto TS199 afecta a célula, actuando a nivel do citoplasma, nicleo,
citoesqueleto, parede celular, membrana do vacutolo, mitocondria, citosol e ribossoma. Este composto
inibe o metabolismo da glucose e do piruvato, os processos de transcricdo e traducdo de mRNA,
interferindo na biossintese de a.a. e de proteinas.

Por fim, relativamente ao composto CoMeOH, identificou-se um total de 28 proteinas sendo
que 13 proteinas (Hsp75, Hsp76, Fbpa, Tpi, Eno2, Pdcl, Dhom, Efb1, Gblp, Lys9, Nacb, Pabp, Sod1,)
encontram-se sub-expressas e 5 proteinas sobre-expressas (Hsp26, Hsp31, G3p3, Pgk, Enol). Estes
resultados permitem concluir que este composto tem por alvos o citoplasma, nucleo, mitocondria e
ribossoma da célula. A semelhanca do TS199, inibe o metabolismo da glucose e do piruvato assim
como processos de transcricdo e tradugdo de mRNA, interferindo na biossintese de a.a. e de proteinas.
Na presenca deste composto, observaram-se outras respostas nomeadamente, a activagdo da via do
gluconegénese e a sobre-expressdo da proteina Hsp31 que parece estar relacionada com a remogéo de
metais.

Comparando os trés compostos verificou-se que convergem na inibicdo do metabolismo da
glucose e do piruvato.

Como trabalho futuro, seria interessante identificar as enzimas hexocinase (HXxK),
fosfofrutocinase (Pfk) e piruvato cinase (Pyk) para validar as conclusGes anteriores. Estas 3 enzimas
foram identificadas como pontos de controlo da via glicolitica, permitindo extrapolar o estudo de
enzimas metabolicas em levedura para células tumorais.

Seria interessante testar a toxicidade dos compostos TS199 e CoMeOH num modelo in vivo
como por exemplo, 0 peixe zebra (Danio rerio).

O estudo efectuado nesta dissertagcdo permitiu inferir sobre a capacidade citostéatica e inducao

de apoptose em linhas tumorais; inibicdo do crescimento da levedura por sub-expressdo e sobre-
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expressao de proteinas envolvidas no metabolismo energético da levedura, induzinda pelos compostos
TS199 e CoMeOH.
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