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“Um cientista no seu laboratério ndo € apenas um técnico, é também uma crianga
colocada a frente de fenbmenos naturais que impressionam como se de um conto de

fadas se tratasse.”

-Marie Curie
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Resumo

O cancro € um dos principais responsaveis pelo nimero de Obitos nos paises
desenvolvidos, a detecdo precoce € imprescindivel para aumentar as probabilidades de
tratamento e sobrevida. As células cancerigenas tém um elevado potencial metabdlico
e de sobrevida, afetando por vezes os tecidos e 6rgédos nas proximidades, a medida que
a doenca progride ocorrem mutac¢des que originam uma heterogeneidade tumoral, sendo
necessario haver varias abordagens terapéuticas para auxiliar todos os doentes.Até ao
momento, a quimioterapia continua a ser o modelo standard. Os farmacos
quimioterapéuticos sdo agentes citotdxicos, causando efeitos colaterais, sendo o
Paclitaxel (PTX) o anticancerigeno mais utilizado para tumores sélidos.

O PTX provoca degeneracdo axonal, manifestando-se em forma de dor neuropatica,
conhecida Neuropatia Periférica Induzida por Quimioterapia (CIPN), manifestando-se
com sintomas sensoriais como sensibilidade em relacdo a presséo, dor, temperatura,

togue e sensacao de formigueiro nos pés e maos.

A CIPN afeta quase 70% dos individuos ao fim de um més de quimioterapia e perdura
em 1/3 apds 6 meses. Infelizmente, ainda ndo existe um tratamento nem um coadjuvante

para a quimioterapia que seja neuroprotetor e impega que este processo se inicie.

Assim, a proposta cientifica do presente estagio tem por base a comparagdo de
compostos S4UR1 e S4UR2 a baseline terapéutica do PTX com o intuito de verificar a
possibilidade destas moléculas serem coadjuvantes para a quimioterapia, com o objetivo

de mitigar e/ou prevenir o desenvolvimento da CIPN.

Recorrendo a uma abordagem técnica multidisciplinar de cultura de células, com células
cancerigenas (MCF-7) e fibroblastos dérmicos humanos adultos e técnicas de biologia
molecular (western-blotting), é possivel a validacdo da adequacdo dos compostos,

assegurando a eficicia do tratamento anticancerigeno basal.

s

Através da andlise dos resultados de citotoxicidade é possivel comprovar que o0s
compostos ndo afetam a baseline terapéutica do PTX e que podem ser co-adjuvantes
para a quimioterapia, no entanto sera necessario aumentar a complexidade do estudo e

avaliar a citotoxicidade dos compostos em co-culturas.

Para uma maior validacdo através das técnicas de Western-blotting, ser4 necessério

aumentar o N do nosso estudo e fazer a analise completa dos canais de sodio

Vi
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dependentes da voltagem (Nav) que estdo associados ao processo de dor neuropatica,
tal como o Nav 1.7, Nav 1.8 e Nav 1.9.

Palavras-chave: Neuropatia periférica induzida por quimioterapia (CIPN), Paclitaxel,
S4UR1, S4UR2.
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Abstract

Cancer is one of the main causes of death in developed countries and early detection is
essential to increase the chances of treatment and survival. Cancer cells have a high
metabolic and survival potential, sometimes affecting nearby tissues and organs. As the
disease progresses, mutations occur that give rise to tumor heterogeneity, requiring
various therapeutic approaches to help all patients. To date, chemotherapy remains the
standard model. Chemotherapeutic drugs are cytotoxic agents, causing side effects, with

Paclitaxel being the most widely used anticancer drug for solid tumors.

PTX causes axonal degeneration, manifesting itself in the form of neuropathic pain,
known as Chemotherapy-Induced Peripheral Neuropathy (CIPN), manifesting itself with
sensory symptoms such as sensitivity to pressure, pain, temperature, touch and tingling
sensations in the feet and hands.

CIPN affects almost 70% of individuals after one month of chemotherapy and persists in
1/3 after 6 months. Unfortunately, there is still no treatment or adjunct to chemotherapy

that is neuroprotective and prevents this process from starting.

Thus, the scientific proposal of this internship is based on the formulation of compounds
S4UR1 and S4UR2 as coadjuvants for chemotherapy and with the aim of mitigating and
preventing the development of CIPN.

Using a multidisciplinary technical approach of cell culture with cancer cells (MCF-7) and
adult human dermal fibroblasts and molecular biology techniques (western-blotting), it is
possible to validate the suitability of the compounds, ensuring the efficacy of the baseline

anticancer treatment.

By analyzing the cytotoxicity results, it is possible to prove that the compounds do not
affect the therapeutic baseline of PTX and that they can be co-adjuvants for
chemotherapy. However, it will be necessary to increase the complexity of the study and

evaluate the cytotoxicity of the compounds in cocultures.

For further validation using molecular biology techniques, it will be necessary to increase
the N of our study and carry out a complete analysis of the voltage-dependent sodium
channels (Nav) that are associated with the neuropathic pain process, such as Nav 1.7,
Nav 1.8 and Nav 1.9.

viii
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1. Introducéo

A SeadUs é uma empresa de biotecnologia onde o principal foco é a descoberta e
desenvolvimento de novos farmacos inspirados em compostos de origem marinha, com
o0 intuito de solucionar condi¢des clinicas sem tratamento adequado e que condicionam
a qualidade de vida dos pacientes, respondendo a necessidades clinicas, principalmente
na area da dor. Devido ao interesse de investigadores pela diversidade marinha
portuguesa, a Sea4Us foi fundada em 2013, sendo Sagres o local de recolha de
amostras e o Laboratério de Lisboa da NOVA Medical School onde ocorre o

desenvolvimento pré-clinico ™.

No ano de 2023 a Sea4Us foi certificada em Sistemas de Investigacéo,

Desenvolvimento e Inovagéo pela eiC, de acordo com a norma NP4457:2007.

O presente estagio decorreu no Laboratério de Fisiologia e de Microbiologia da Nova
Medical School, havendo assim uma colaboragéo direta com esta. Este encontra-se
inserido num projeto cientifico com elevada importancia para a saude dos pacientes
submetidos a quimioterapia. A pertinéncia deste estagio € ganhar competéncias e
aptidées na &rea laboratorial e profissional, desenvolvendo skills nas mesmas,
aprofundado assim os conteudos lecionados no 1° ano curricular do mestrado em

Tecnologias-Clinico Laboratoriais.

Este estagio tem o primordial foco a saude e bem-estar, estando direcionado a salde e
melhor qualidade de vida, podemos assim inserir no 3° Objetivo de Desenvolvimento
Sustentavel (ODS), “Saude de Qualidade”, garantindo assim o acesso a saude de

gualidade para todos, em todas as idades.

Todos 0s processos realizados tém sempre especial atencdo a sustentabilidade e a
preservacédo dos ecossistemas, podendo assim inserir também no 14° objetivo “Proteger
a vida marinha”, sendo imprescindivel conservar e usar de forma sustentavel os
oceanos, mares e recursos marinhos @, visto que estes sio a principal fonte de matéria-

prima da Sea4Us (Figura 1).
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TRABALHO DIGNO 1 0 REDUZIR AS
ECRESCIMENTO DESIGUALDADES
ECONOMICO

16 PAZ JUSTICA PARCERIAS PARA
EINSTITUIGOES AMPLEMENTAGAD
EFICAZES DOS OBJETIVOS

~;

Figura 1- Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel.

1.1 Objetivos

O presente estagio tem como foco o contacto com a area laboratorial em contexto
profissional, adquirindo assim novas competéncias e skills laboratoriais incindindo no
estudo de uma terapia de prevencao a Neuropatia Periférica Induzida por Quimioterapia
(CIPN). Além dos desenvolvimentos técnicos e experimentais na execugdo do estagio,
existe um output chave na trajetdria educacional e profissional da mestranda. Os

objetivos técnicos e de competéncias pessoais do estagio séo:

1. Ganhar competéncias em metodologias laboratoriais e desenvolvimento de boas
praticas para o bom funcionamento de um laboratério de investigacao cientifica,
num ambiente empresarial.

2. ldentificar e aplicar temas cientificos para o bom funcionamento do estagio
curricular.

3. Otimizar e aplicar de técnicas de cultura celular, nomeadamente da linha celular
MCF-7.

4. Caracterizar a adequagéo dos compostos S4UR1; SAUR2 como coadjuvantes
ao tratamento com farmacos quimioterapéuticos classicos (paclitaxel), através de
ensaios de citotoxicidade.

5. Aplicar e avaliar a técnica Western-Blotting, comparando diferencas no perfil
molecular de células da Dorsal Root Ganglia (DRG) de ratos saudaveis e de ratos
modelos de doenga (CIPN).
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6. Incorporar o plano de tarefas deste estagio profissional representa um dos
milestones do projeto em que estd inserido, culminando assim na escrita de uma
patente.

7. Obter conhecimento técnico e cientifico para a escrita do relatério final de estagio

e para o desenvolvimento profissional e académico.

2. Enquadramento teorico

s

O cancro € o um dos principais responsaveis pelo nimero de Obitos nos paises
desenvolvidos e, consequentemente, por um aumento de nimeros de mortes entre
pessoas com menos de 65 anos na Europa, sendo assim um importante problema de
saude publica Bl Apesar da pandemia do virus Sars-CoV-2, em 2019 (COVID-19) e
haver atrasos no diagnéstico e tratamento de vérias patologias, incluindo o cancro, o0s
dados mais reais da incidéncia deste no presente vao estar desfasados cerca de 2 a 3
anos, devido as consequéncias secundarias da pandemia . No entanto, em 2021,
estima-se que houve 19,3 milhdes de novos casos de cancro e 10 milh6es de mortes,
sendo o0 mais comum, o cancro da mama, com 523 mil casos na Europa ¥l e 2,3 milhdes
no mundo, continuando a aumentar substancialmente . Apesar da pandemia e a falta
de dados concretos, a taxa de mortalidade continuou a diminuir de 2019 para 2020 (em
1,5%). Esta estatistica reflete os progressos e 0s avangos no tratamento desta patologia,
sendo evidente um rapido declinio da mortalidade (cerca de 2% por ano de 2016 a 2020)

[41,

A detegéo precoce do cancro aumenta as probabilidades de tratamento e sobrevida,
sendo assim fulcral reconhecer e diagnosticar esta patologia com a maior brevidade

possivel©l,

Em tumores mais agressivos ocorre uma divisdo celular descontrolada que pode
comprometer a fisiologia de células saudaveis nas proximidades dos 6érgdos e tecidos
afetados. As células cancerigenas sao capazes de resistir a varios estimulos, como
baixos suprimentos de oxigénio e nutrientes, adquirindo um elevado potencial
metabdlico e de sobrevivéncia. A medida que a doenca progride ocorrem multiplas
mutacdes e anomalias genéticas que se acumulam e levam a um aumento de
heterogeneidade tumoral, sendo necessario o desenvolvimento de varias abordagens

terapéuticas com o intuito de chegar a todos os doentes [,

No dominio da farmacoterapia, foram alcancados progressos significativos em relacéao

ao cancro, conduzindo a um aumento do nimero de sobreviventes . Nas Ultimas
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décadas, tem havido um desenvolvimento de combina¢des de novas terapias para o
tratamento de varios tipos de cancro, ou terapias suplementares a quimioterapia, desde
imunoterapia, terapia alvo e medicina personalizada, no entanto apesar das evidéncias
crescentes que a abordagem direcionada pode ser o futuro da medicina a nivel do

cancro, a quimioterapia continua a ser o modelo standard &,

Os farmacos quimioterapéuticos sao referidos principalmente como agentes citotdxicos,
causando efeitos colaterais, devido a sua elevada toxicidade, ocorrendo danos graves,
ou faléncia de multiplos érgdos o que leva a um elevado stress psicoldgico e fisiolégico

dos doentes sob medicacdo quimioterapéutical®.

2.1 Mecanismos de acdo dos Taxanos, (Paclitaxel, PTX)

O Paclitaxel (PTX) e o Docetaxel (DCT) sdo os principais membros da familia dos
taxanos % sendo o PTX o farmaco anticancerigeno mais utilizado. PTX, mais conhecido
como Taxol, é o farmaco quimioterapéutico utilizado como primeira linha no tratamento
de uma de variedade de tumores solidos, como cancro da mama, do ovario,do pulméo,
entre outros, infelizmente a sua citotoxicidade pode limitar a terapéutica, visto que a
administracdo de PTX danifica os nervos periféricos, sensoriais e motores, interferindo
na sua funcdo normal, exercendo o seu efeito citotoxico através da ligagdo heterodimero
B- tubilina, estabilizando os microtubulos, levando a interrupg¢éo da mitose edo ciclo celular,
culminando na apoptose celular (morte programada das células) 2021,

Nas células em proliferacéo, tais como as células tumorais, a polimerizacdo da tubulina
induzida pelo Paclitaxel inibe a formacédo do fuso mitético, durante a mitose, originando
a paragem celular na fase G2/M do ciclo celular. No caso das células pds-motéticas,
como os neurénios, ndo ha uma divisdo celular, assim é espectavel que a polimerizacéo
da tubulina induzida pelo PTX interfira no transporte axonal, causando a neuropatia

periférica 21,

Esta degeneracdo axonal distal leva a uma perda de fibras nervosas, manifestando-se
na forma de dor neuropatica, e é conhecida como Neuropatia Periférica Induzida por
Quimioterapia (CIPN — Chemotherapy-induced peripheral neuropathy), uma condicédo
debilitante que afeta muitos pacientes submetidos a tratamentos contra o cancro. Nestes
pacientes € frequentemente necessario ajustar as doses administradas ou até
suspender o tratamento, 0 que esta frequentemente associado a falhas do tratamento,

ou remissdes 19,
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2.2 CIPN
O diagndstico e tratamento do cancro sdo episodios inquietantes para o paciente e para
a sua familia, devido a fatores psicoldgicos e fisicos, quer em relacéo a efeitos adversos

do cancro ou resultado de intervencdes terapéuticas 3,

A CIPN é caracterizada por uma lesdo nervosa e degeneracdo de axonios, que progride
da regido distal para a proximal, das extremidades (maos e pés), para 0s bracos e
pernas. Esta é adquirida por a exposi¢cdo a agentes tdxicos, tais como 0s compostos
antineoplasicos, sendo esta uma premissa dolorosa da consequéncia da primeira linha
de tratamento de cancro, a quimioterapia com paclitaxel *Y. Os principais sintomas da
CIPN séo sensoriais, tais como a sensacao reduzida e muita sensibilidade em relacao
a pressdao, dor, temperatura, toque, sensagéo de alfinetes e agulhas, com distribuicéo
simétrica de “meias e luvas” 1% [14],

Uma das adversidades da CIPN é esta patologia se desenvolve apés o inicio do
tratamento quimioterapéutico e 0s sintomas progridem ou pioram com a continuagéo do
tratamento, ou seja, sdo dose-dependentes 4. Apdés a conclusdo do tratamento
anticancerigeno 68,1% dos individuos desenvolvem CIPN dentro de um més, 60,0%
continua a sofrer ao fim de trés meses e perdura em aproximadamente um terco dos
pacientes apdés 6 meses 4 151 16l por vezes o desenvolvimento da CIPN aguda
promove a interrupgcdo ou a diminuicdo da dose da quimioterapia, assim pode
comprometer a eficacia do tratamento e a sobrevida do paciente, *° 27 jogo é de elevada
importancia o desenvolvimento de um farmaco que possa prevenir e combater a CIPN,
promovendo uma melhor qualidade de vida aos pacientes.

Os mecanismos neuronais relativos a CIPN ainda ndo sao totalmente compreendidos,
apesar de haver evidéncias que indicam que o paclitaxel afeta as fun¢gbes dos canais
iénicos, sinalizacdo de neurotransmissores, fatores de transcricdo, mediadores pré e

anti-inflamatoérios, mitocondrias, etc 18!,

Para o desenvolvimento de CIPN € necessario a ativacéo e inflamacao de varios fatores
e agentes. No sistema nervoso central (SNC) hd um aumento de citocinas e quimiocinas
pro-inflamatérias na medula espinal, devido a uma interferéncia genética existe um
aumento da interleucina-6 (IL-6), que tem um papel fundamental na manutencdo e

desenvolvimento da dor neuropatica 4.

O recetor potencial transiente vanildide-1 (TRPV1- Transient Receptor Potencial
Vanilloid1) é um canal catidnico sensivel a varios fatores, tal como o calor, pH &cido ou
mediadores inflamatorios. Este é encontrado no sistema somatossensorial em
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neurdnios nociceptores, que faz com que o sistema nervoso interprete sinais de dor no

corpo ¥, H4 uma ativacdo da proteina PKC que esta relacionada a fungdo aumentada

do TRPV1, aumentado assim a nocicepcédo e a expressdo do TRPV1/ PKCi na medula

espinal e de ganglio da raiz dorsal (DRG - Dorsal Root Ganglia) de animais tratados com

PTX, revelando o papel desta via na dor neuropatica do animal ™% (Figura 2.1).
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A inducdo de taxanos, como o PTX origina patologias ao nivel dos canais ionicos

(Channelopathies), estas resultam de disturbios genéticos e mutacbes em genes que

codificam os canais i6nicos, adquirindo anomalias funcionais. Estes canais sao
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proteinas localizadas nas membranas celulares, através das quais controlam o fluxo de
ibes. Assim, estas mutacdes nos canais de sédio levam a degeneracdo axonal e
hiperexcitabilidade nos DRG, que se manifesta sob a forma de dor neuropatica %21, Os
canais de sodio dependentes de voltagem (Nav) que estdo associados a este processo
de dor neuropatica sdo o Nav 1.7, Nav 1.8 e Nav 1.9 (codificados pelos genesSCN9A,
SCN10A e SCNL11A, respetivamente).

A necessidade da procura de tratamento para a CIPN é desafiadora devido ainda a falta
de compreenséao da sua fisiopatologia. Ja foram testados varios agentes farmacoldgicos
e ndo farmacologicos em ensaios clinicos para prevencéo e tratamento, apesar de

alguns se mostrarem promissores é necessario efetuar mais estudos.

A duloxetina é, atualmente, o Unico medicamento aprovado para tratar os sintomas da
CIPN, sendo um reposicionamento de antidepressivos, aumentando os niveis de
serotonina e noradrenalina no cérebro, podendo ter efeitos positivos no controle do
humor e na reducdo da percecdo da dor, ainda assim, devido ao facto de ser um
antidepressivo, a duloxetina ainda nao é a solugcdo mais viavel para tratar a CIPN e nao
€ preventiva da mesma. Além disso, a terapia ndo farmacolégica, tal como a acupuntura
e fisioterapia tem sido eficaz em alguns casos clinicos 4. Também é utilizada na préatica
clinica a indug&o de opiaceos para atenuar a dor nos casos de CIPN, atuando no SNC,

estando associados a habituagdo e dependéncia.

Existem opcdes de contencdo dos sintomas e gestdo da dor, mas ndo existe um
tratamento nem um coadjuvante para a quimioterapia que seja neuroprotetor e impeca
gue este processo se inicie. Na pratica clinica o procedimento standard é analisar os
melhores métodos topicos e ndo topicos para ajudar a mitigar os sintomas, ao nao haver
nenhum farmaco de prevencéo e combate a doenca, € este um dos grandes objetivos,

tal como a formulag&o de um farmaco que néo atue ao nivel do SNC.

O uso de drogas antineoplasicas, afetam diferentes mecanismos e estruturas do sistema
nervoso periférico (SNP), os axénios, ou os DRG!, que consiste em células sensoriais
primarias, ou neurénios de DRG, que estdo situados ao longo da coluna vertebral,
desempenham um papel vital na conducdo de estimulos dolorosos projetando a
transmisséo sensorial da pele para o SNC, conectando assim o SNP com o SNC (Figura
2.2), visto que os neurénios de DRG sé&o neurdnios de primeira ordem na via da dor
[22],[23],

Assim, o principal alvo terapéutico serd ao nivel dos DRG, no sistema nervoso

periférico, ndo causando habituagéo.



Escola Superior de Tecnologia da Saude de Lisboa- Instituto Politécnico de Lisboa 2023/2024

Pain ‘// = \X Cortex
stimulus [ B \\5
Limbic (N2 J| Thalamus
3
| Spinal
! cord
Transmission \\
\ \ o Central ) \‘\
\ \\ \\ Nervous i
e ) \ N\ S)’slfln///' \
Action ‘/’\)‘ .. 7% 7 _Q
potential *_ V A \‘ Pain Px'nce:;s:.m?
— in spinal dorsal
| hom
5
Dorsal root
ganglia with 1 2 Y
Nav Specific ‘Open-channel
channels blockage of Kv ion
controlling channels
neuro-
excitability

Figura 2.2 - llustragcdo da transmissdo do sinal elétrico do SNP com o SNC (adaptado 24).

2.3 Proposta de solucao

Na empresa foi identificada a molécula “S4U” numa esponja marinha, sendo de origem
natural, sintetizada por um organismo marinho. Inspirado na quimica desta molécula
foram encontradas numa base de dados quimica outras duas moléculas de estrutura
idéntica, que j& estdo aprovadas como farmacos anticancerigenos no mercado. Dados
prévios da Sea4Us demonstraram que estas duas moléculas (doravante designadas
como “S4UR1” e “S4UR2”) tém potencial analgésico, ao atuar ao nivel dos canais de
sodio hiper-excitados de modelos animais CIPN. Existe também um pressuposto
cientifico em como atuam ao nivel da neuroinflamacédo e que tém potencial ao nivel da
dor causada pela CIPN, sendo esta também intrinsecamente dependente do processo

inflamatorio.

Em estudos anteriores na Sea4Us foi também possivel ver o efeito in vivo ao nivel da
dor em modelos de animais CIPN. Assim, ao administrar estes compostos como co-
adjuvantes com PTX em ratinhos CIPN foi possivel observar uma gestéo da dor cronica
associada a CIPN, havendo um efeito analgésico, atuando ao nivel do sistema nervoso

periférico, ndo causando habituacdo. Atualmente, na empresa € pretendido ir mais
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longe para confirmar se além de uma diminuicAo da dor, existe efeito na

neurodegeneracao e na mitigacdo instalacdo da CIPN.

Assim, a proposta cientifica onde o presente estagio se insere tem por base a formulagéo
dos compostos S4UR1 e S4UR2 como co-adjuvantes para quimioterapia, com o objetivo
de mitigar/prevenir o desenvolvimento da CIPN, efeito secundario da terapia citotdxica.
Deste modo, este estagio esta inserido numa das linhas cientificas emcurso: a validagdo
da adequacéo destes compostos enquanto co-adjuvantes para a quimioterapia de PTX,
assegurando a eficcia do tratamento anticancerigeno basal.

3. Materiais e Métodos

3.1 Condicbes gerais para a culturade células

A linha celular imortalizada de cancro da mama utilizada nos ensaios é a MCF-7 (ATCC®
HTB-22™) e foi adquirida em parceria com a Fundacdo Champalimaud. Para todos os
ensaios e manutencdo de células em cultura foi usado o meio de crescimento basal
DMEM (DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Thermo Fisher Scientific) com
suplementos para o crescimento das mesmas, tal como 10% de FBS (FBS - Fetal Bovine
Serum) (Thermo Fisher Scientific), 1% de Pen/Strep (Pen/Strep — penicilin/streptomycin

mixture) (Thermo Fisher Scientific) e 10 ug/ml de insulina.?!

Como linha controlo foram usados fibroblastos dérmicos humanos adultos (P10858
HDFa da Innoprot, Derio, Espanha). As células foram mantidas em cultura e plagueadas

para ensaio em DMEM suplementado com 10% de FBS e 1% de Pen/Strep.

3.1.1 Lancar aculturacelular

Para iniciar a cultura de células, é necessério descongelar um vial de criogenizagdo com
a linha celular imortalizada necessaria, aquecendo o vial com agitacdo suave, num
banho com agua a 37°C. Quando os cristais de gelo estiverem descongelados, coloca-
se 0 contetdo do vial para um falcon de centrifugacdo com 5 ml de meio e leva-se a
centrifuga a 1300 rpm e 1000g durante 5 minutos (Figura 3.1). Apds a centrifugacéo
remover o sobrenadante e resuspender, cuidadosamente, as células com 1 ml de meio

fresco. Perfazer com 3 a 4 ml e fazer a contagem de células.
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Figura 3.1 Centrifuga A- PRF 12.

3.1.2 Contagem de células

Para plaquear a densidade pretendida, € necessario recorrer ao corante azul tripano
(Trypan blue)(Células vivas excluem o Trypan Blue, enquanto células mortas com
membranas danificadas absorvem-no, ficando azuis), com uma diluicdo de 1:2,
colocando num eppendorf 10 ul de meio celular e 10 ul de azul tripano, para realizar a
contagem de células numa camara de Neubauer. (Figura 3.2)
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Figura 3.2 Camara de Neubauer. Sdo conta 1 Camara de Neubauer. Sao contadas as células
dos quadrados A, B, C e D, de seguida faz-se a média das mesmas.

Apds a contagem de células na cAmara de Neubauer, é possivel calcular a viabilidade
(equacdo 1) das mesmas através da média de células vivas e mortas e fazer uma

estimativa da contagem de células vivas (equagéo 2).

10
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Média células vivas
V= ) ) x100 %
“Soma das médias de célutas vivas e mortas

Equacgdo 1- Equacdo para determinar a viabilidade celular.

Célulasvivas =2 x Mx Vx 10000

Equacao 2- Estimativa de células vivas, calculada através do fator de diluicdo (2), da média de

células vivas (M) e do volume onde foram resuspendidas (V).

3.1.3 Manutencdao e subcultura celular

Dependente da necessidade de crescimento e expansdo das células foram utilizados
frascos de cultura T-25 ou T-75 a uma densidade celular de 2x10* células/cm?. As células
sdo mantidas numa atmosfera hiumida, nas condi¢des standard a 37°C com 5% de CO..
O meio deve ser trocado a cada 2 ou 3 dias até atingirem 70-80% (Figura 3.3) de

confluéncia, sendo realizada uma nova passagem.

Figura 3.3 - Células MCF-7 (A) e fibroblastos (B) com 70-80% de confluéncia, ampliacéo de 10x,
em ambas as linhas celulares.

3.1.4 Criopreservacao celular

Para observar o crescimento celular é utilizado um microscépio invertido com contraste
de fase, sendo facilmente identificavel a percentagem de confluéncia das células MCF-
7, pois com o aumento da expansdo ha uma tendéncia na formacdo de nichos e
aglomerados de células. Quando é atingida a confluéncia pretendida, realiza-se a

passagem para um novo T-Flask, através da tripsinizacédo. Assim, retiramos o0 meio

11
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exausto do T-Flask e adicionamos cerca de 2 ml de DPBS (DPBS - Dulbecco's
phosphate-buffered saline) (Thermo) para realizar a primeira lavagem e retirar as células
mortas. O DPBS é uma solucéo salina isotonica, mantendo a integridade celular durante
0 processo de lavagem. De seguida, as células séo tratadas com 2 — 4 ml de tripsina
0,05% durante 5 minutos na incubadora, com o intuito de levantar as células aderidas.
Apébs a suspensdo das células, as células MCF-7 séo centrifugadas a 1300 rpm e o0s
fibroblastos a 1000 rpm, durante 5 minutos. Por fim, o pellet é ressuspendido em meio
de cultura fresco e as células plagueadas a densidade pretendida para manter a cultura
de células (Figura 3.4) &%,
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Figura 3.4 - Protocolo de passagem de células (adaptado de 23).

7

Durante a manutencdo da cultura de células, um pré-requisito € a necessidade de
produzir um banco de células através da criopreservacdo, de modo a garantir a
perpetuacdo da linha celular mantendo a sua qualidade, sem haver a reducdo da taxa
de proliferagéo, alteracdes genéticas e alteracdo dos padrbes de expressdo. Para tal, é
feito um banco de preservacao a longo prazo (master bank) em passagens mais baixas,

e um banco de preservacgado a curto prazo (working bank) com passagens mais altas.

Cerca de 1,5 x10° células/ml sdo congeladas no seu meio de cultura adicionando 10%
de DMSO (Dimethyl Sulfoxide), este é utilizado ndo s6 como solvente para facilitar a
administracdo de compostos ndo sollveis em agua, na cultura celular, mas também
como crioprotetor para evitar a formacdo de cristais de gelo durante o processo de
congelamento e descongelamento 2%, As células devem ser congeladas em ambiente
controlado, (Mr.Frosty ™ Freezing Container, ThermoFisher) com uma taxa de

congelamento de 1°C/min e armazenadas durante 24 horas numa arca -80°, apés este

12
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periodo é aconselhado transferir os tubos criogénicos para uma arca de -150° ou se

possivel para a criopreservagcdo em azoto, para garantir uma viabilidade a longo termo.

3.2 Ensaios de citotoxicidade com combinac¢des de farmacos

3.2.1 Plaquear células para ensaio

Apos a contagem do numero de células vivas calculamos o volume necessario para a
cultura em placas de 96 pocos com uma densidade de 7,5 x10® células por poco em
100ul de DMEM, ficando a aderir overnight. Ao fim de 24 horas realizamos os
tratamentos com os farmacos, em terapia combinada vs. monoterapia, com o intuito de
ver a atividade do PTX isolado ou quando em coadjuvancia com as moléculas S4UR1
ou S4UR2 (Figura3.5).

Células néao tratadas
(branco)

Figura 3.5— Da esquerda para a direita, placa 1/2 com células tratadas s6 com PTX, placa 2/2,
terapia combinada de PTX coadjuvado com a molécula S4UR1 ou S4UR2.

3.2.2 Preparacao de compostos

Para preparar os compostos em concentracdes stock (Tabela 1) é necessario dilui-los
num solvente organico, como por exemplo o DMSO. De modo a preservar a integridade
das moléculas, estes stocks deverdo ser armazenados pelo periodo maximo de um més

na arca a -20°C e até seis meses na arca a -80°C, protegidos da luz.

Compostos mM UM nM
Paclitaxel 5 5x103 5x10°
S4UR1 10 1x10% 1x10°
S4UR2 50 5x10% 5x10’

Tabela 1- Concentracdo dos compostos stocks.
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Para estabelecer a concentracao final pretendida (concentracdes de trabalho) para os
Nossos ensaios € necessario recorrer a equacdo 3, de forma a calcular o volume

necessario dos compostos.
cixvi=cfxvf
Equacéo 3- Equacéo para diluicdo de solugdes.

3.2.3 Tratamento

Apos a preparacdo dos compostos, efetua-se a preparacdo das placas de tratamentos
gue posteriormente serdo administrados nas células deixadas em crescimento durante
24 horas.

O ensaio é realizado em placas de 96 pocos com 4 repeticdes para cada concentracédo
de paclitaxel, este estd diluido numa proporcdo de 1:2, obtendo assim varias
concentragcdes num ensaio seriado (2000nM; 1000nM; 500nM; 250nM; 125nM; 62,5 nM)
(Tabela 2). E colocado paclitaxel numa concentracédo de 4000 nM no primeiro pogo, a
partir deste fez-se a diluicdo para os restantes, onde s6 continham 110 ul de meio
DMEM, ressuspendendo sempre, cuidadosamente.

As diluicbes seriadas efetuaram-se com uma pipeta multicanal.

110 pl 110 pl 110 i 110l 110l 110l
120 pl DMEM DMEM DMEM DMEM DMEM DMEM
[4000 nM] | [2000nM] | [1000nM] |  [500 nM] [250 nM] [125 nM] (62,5 nM]
PTX PTX PTX PTX PTX PTX PTX
120 pl DMEM DMEM DMEM DMEM DMEM DMEM
[4000 nM] | [2000nM] | [1000nM] |  [500 nM] [250 nM] [125 nM] (62,5 nM]
PTX PTX PTX PTX PTX PTX PTX
120 pl DMEM DMEM DMEM DMEM DMEM DMEM
[4000nM] | [2000nM] | [1000nM] |  [500 nM] [250 nM] [125 nM] (62,5 nM]
PTX PTX PTX PTX PTX PTX PTX
120 pl DMEM DMEM DMEM DMEM DMEM DMEM
[4000nM] | [2000nM] | [1000nM] |  [500 nM] [250 nM] [125 nM] (62,5 nM]
PTX PTX PTX PTX PTX PTX PTX

Tabela 2- Monoterapia de Paclitaxel, diluico seriadas.

No entanto, a concentracdo dos compostos S4UR1 e S4UR2 é fixa, visto que o objetivo
€ ver aresposta da variacao do paclitaxel em determinada concentracao dos compostos,

como coadjuvantes ao tratamento quimioterapéutico. Foram testadas
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varias concentracoes das presentes moléculas. (200 uM; 100 uM; 50 uM; 25 uM; 12,5
UM; 6,25 uM) (Tabela 3). O ensaio foi realizado em placas de cultura celular de 96 pocos

com 2 repeticdes para cada concentracao testada.

Com o propésito de haver um acerto de concentra¢cdes é necessario comecar com 0
dobro da concentracao inicial para garantir que as moléculas transferidas de poc¢o para
poco € o mesmo, para nao haver uma diluicdo e garantir a concentracao pretendida do

inicio ao fim do ensaio.

110 pl 110 pl 110l 110l 110l 110 pl
120l [50 uM] [25 uM] [25 pM] [25 pM] [25 pM] [25 pM]
(4000 nM] S4UR1 ou S4UR1 ou S4UR1 ou S4UR1 ou S4UR1 ou S4UR1 ou
PTX S4UR2 S4UR2 S4UR2 S4UR2 S4UR2 S4UR2
120 ul [50 puM] [25 pM] [25 pM] [25 pM] [25 pM] [25 pM]
(4000 nM] S4UR1 ou S4UR1 ou S4UR1 ou S4UR1 ou S4UR1 ou S4UR1 ou
PTX S4UR2 S4UR2 S4UR2 S4UR2 S4UR2 S4UR2
120 pl [100puM] | [50 uM] [50 uM] [50 pM] [50 uM] [50 uM]
(4000 nM] S4UR1 ou S4UR1 ou S4UR1 ou S4UR1 ou S4UR1 ou S4UR1 ou
PTX S4UR2 S4UR2 S4UR2 S4UR2 S4UR2 S4UR2
120l [100 uM] | [50 pM] [50 pM] [50 pM] [50 uM] [50 uM]
[4000 nM] S4UR1 ou S4UR1 ou S4UR1 ou S4UR1 ou S4UR1 ou S4UR1 ou
PTX S4UR2 S4UR2 S4UR2 S4UR2 S4UR2 S4UR2

Tabela 3-Terapia combinada.

Apoés a preparacao das placas de compostos pipeta-se os tratamentos para a placa com
as células aderidas ao fim 24 horas, para isso é necessario retirar 0 meio exausto através
de uma bomba a vacuo e com uma seringa de didametro 0,45x25 mm, para ndo perturbar
as células aderidas. De seguida pipeta-se 100 pl da placa dos compostos para a placa de

células.

Apos 48 horas de incubacao realiza-se a leitura das absorvancias no leitor (SPECROstar
Nano-601) (Figura 3.6) no comprimento de onda 490 nm. Para realizar esta leitura,
prepara-se uma solucdo de 60% de MTS com 40% de meio, colocando 20 ul em cada

poco que sera lido.
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Figura 3.6 - Leitor de absorvéncias a 490 nm.

3.3 Western-blotting

Com o intuito de confirmar a expressdo proteica e o comportamento de proteinas
expressas em canais ionicos de sodio (Na*), tal como Nav.1.7 é utilizada a técnica de
Western-blotting, sendo esta uma técnica frequentemente utilizada em biologia
molecular, sendo a mais comum para detetar proteinas e fornecer dados quantitativos,

em relacdo a proteina alvo em amostras bioldgicas 27,

A presente técnica tem multiplas etapas, onde € possivel ocorrer algumas variagdes e
erros, sendo necessario um processo de otimizagdo de procedimentos para garantir

reprodutibilidade.

As etapas iniciam com a preparagdo das amostras, onde é necessaria a extragdo das
proteinas e a sua quantificacdo, de seguida existe a separacdo das proteinas no gel
SDS-PAGE e a transferéncia de proteinas para uma membrana de nitrocelulose
(Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Power Blotter Select Transfer Stacks.
Nitrocellulose, regular Size) ou fluoreto de polivilideno (PVDF- polyvinylidene fluoride)
(Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Power Blotter Select Transfer Stacks. PVDF,
regular Size), de seguida ha o bloqueio de proteinas ndo especificas na membrana. Este
bloqueio ocorre com leite em p6 5%, com o intuito de reduzir as ligacdes inespecificas
entre as proteinas e 0s anticorpos utilizados na ultima etapa, sendo a incubagédo com os
anticorpos primarios e secundarios. O Ultimo passo sera a detecao do sinal que reflete
a ligacdo antigénio/anticorpo e andlise densitométrica de bandas de proteinas de
interesse usando o software ImageJ-Image Processing and Analysis in Java (Figura 3.7)

[28]
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Figura 3.7-Representacdo esquematica da técnica de biologia molecular, Western-Blotting(2el,

3.3.1 Material biolégico proveniente de ratos modelo CIPN

Para realizar a técnica de biologia molecular, Western-Blotting, com o0 intuito de
comparar a diferenca do perfil molecular e a expresséo dos canais i6nicos associados a
dor crdnica, foi necessario induzir o modelo in vivo de dor neuropatica induzida pela
guimioterapia (Modelo CIPN). O presente modelo foi induzido ao longo de seis semanas,

apos um periodo de habitua¢éo dos animais aos operadores e condicfes experimentais.

Todos os aspetos da experiéncia estiveram em conformidade com a Diretiva 2010/63/EU

sobre a protecdo de animais utilizados para fins cientificos.

O modelo foi divido em seis grupos de ratos Wistar fémea, jovem adultos, onde existia
o grupo veiculo (BK) e os grupos que foram administrados os compostos isolados, PTX
(grupo R), S4UR1 (grupo B), S4UR2 (grupo G), ou os compostos combinados, PTX+
S4UR1 (grupo RB), PTX+ S4UR2 (grupo RG).

Consoante a solubilidade dos compostos, as administracbes foram intravenosas,
intraperitonial ou intravenosa e intraperitonial, as doses também variaram conforme a
toxicidade de cada composto e de uma vasta pesquisa na literatura existente. Sendo
administrado 10 mg/kg de PTX, 3 mg/kg de S4UR1 e 1 mg/kg de S4UR2. Os tratamentos
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foram administrados semanalmente e preparados com o veiculo mistura KES (1:1:8
Kolliphor:Ethanol:Saline).

Os ratos foram monitorizados diariamente para averiguar o peso, bem-estar e saude
geral. A monitorizacdo da dor mecéanica ocorreu em regime semanal e da dor térmica

semanalmente.

Todo o modelo foi realizado por operadores certificados com o curso de experimentacao
animal, aprovado pela Sociedade Portuguesa de Ciéncias em Animais de Laboratério
(SPCAL). No presente relatorio foram apenas avaliados os DRGs provenientes destes
modelos animais e realizadas técnicas post mortem, tendo havido um acompanhamento

exclusivamente tedrico da indugéo destes modelos.

3.3.2 Preparacao dalise detecidos (DRG)

Dos modelos animais referidos em 3.3.1, foram isoladas amostras de neurénios DRG
(L4-L6), com perfil de doenca (CIPN), tratados ou néo tratados com S4UR1 ou S4UR2
e células de animais saudaveis. As amostras biolégicas foi adicionado 150 pl do tamp&o
de lise RIPA (RIPA - radio-immunoprecipitation buffer), (Tris-HCI 50 mM ph 7.4, EDTA |
Mm, NaCl 150 mM, Triton X-100 a 1%, Sodium Deoxycholate (DOC) a 1%, Sodium
Dodecyl Sulfate (SDS) a 0.1%), com inibidores de protéases. Para extrair proteinas com
eficacia é necessario homogeneizar bem a amostra recorrendo a um pildo automatico
para romper eficazmente a membrana celular e libertar o contetdo intracelular. As
amostras foram submetidas a dois ciclos de sonificagdo por pulsos (1 segundo on, 45
milissegundos off, durante 30 segundos, com 25 a 27% de intensidade.) Posteriormente
foram centrifugadas a 10000G, durante 10 minutos, a 4°C para retirar o sobrenadante

(onde estdo as proteinas) para um novo eppendorf de 1,5 ml e o pellet descartado B9,

3.3.3 Quantificacao de proteinas

Para a quantificacdo de proteinas foi utilizado um ensaio de Bradford, com recurso ao
Kit BIO-RAD quick start Bovine Serum (BSA) Standert Set. Para preparar o standard é
necessario recorrer as instrucées do fornecedor (Tabela 4). A amostra foi diluida 1:200
em agua destilada. Para fazer a leitura das amostras numa placa de 96 pocos é
necessario colocar numa diluicdo de 1:1, 100 ul de amostra e 100 ul de reagente de
trabalho, foi utilizado o BIO-RAD Start Brandfordlx Dye Reagente.
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Eppendorf Volume de Padré&o Stock Volume de Concentragéo
Padréo (ul) diluente (ul) final de
proteina (ul/ml)
1 10 2mg/ml 790 25
2 5 2mg/ml 495 20
3 5 1,5mg/mi 495 15
4 5 Img/ml 495 10
5 5 0,5mg/ml 495 5
6 5 0,25mg/ml 495 2,5
7 5 0,125mg/ml 495 1,25
B (branco) - - 500 0

Tabela 4- Instru¢des para preparagdo dos Standards.

A placa foi colocada a incubar entre 10-30 minutos. A leitura de absorvéancia foi realizada
no leitor SPECTROstar Nano-601, no comprimento de onda de 595 nm. Para quantificar
a proteina na amostra € necessario recorrer a regresséo linear da curva de calibragéo,
y= mx+b, sendo o m o declive da curva e o b a ordenada na origem, obtida pela leitura

de absorvancia dos padrées 2%,

3.3.4 Eletroforese em SDS-PAGE

Para ocorrer a separacao das proteinas por peso molecular, € necessario haver uma
preparacao prévia dos géis de acrilamida, dos quais sao preparados dois ou quatro por
ensaio, o gel de Staking (4%) e o gel de separacdao de proteinas (7,5%), com

quantidades necessarias para duas corridas (Tabela 5).

Apos a preparacao dos géis, foram utilizados os BIO-RAD Mini PROTEAN ® 3 System

Glass Plates que foram colocados no suporte para molde do gel.

Stacking Gel (4%) Resolving Gel (10%)
dd Hz0 3,6 mL 5,8 mL
0,5M Tris-HCI pH 6.8 1,5mL -

1,5M Tris-HCI pH 8.8 - 3,0 mL
10% SDS 60,0 pL 120,0 pL

30% Acrilamida 792,0 uL 4,0 mL
10% APS 40,0 pL 80,0 pL

1% TEMED 8,0 pL 8,0 pL
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Tabela 5-Descri¢cao da receita para os géis de Staking (4%) e de separacao de proteinas (10%),
respetivamente.

O APS é o agente polimerizante e o TEMED acelera essa reagéo, assim sao adicionados

no final da preparacéo de cada gel.

O gel de separacéo é colocado no suporte do molde de vidro e é adicionado isopropanol,
visto ter menor densidade, com o intuito de alinhar o gel e prevenir a formacéo de bolhas.
Apos a polimerizagdo do gel (30-45 minutos) € retirado o isopropanol com o auxilio de
papel de filtro e adicionado o gel de stacking. Adiciona-se o pente com o molde para 10
pocos e aguarda-se até polimerizar.

3.3.4.1 Preparacdo de amostras

Devido a quantificacao de proteinas (3.3.3), € possivel carregar os pocos do gel com
amostra proteica diluida em &gua destilada até o volume final de 15 pl e adicionar 5 pl
de PBS (PBS- Protein Sample Buffer), (250 mM Tris. HCL pH 6.8, 40% Glycerol,
Bromophenol blue, 10% B-Mercaptoethanol, 8% SDS e perfazer com agua destilada até
10 mL de volume), em cada amostra. Para facilitar na desnaturacdo das proteinas devido
a acdo do calor, levamos a incubar a 95°C no banho seco por 10 minutos.

3.3.4.2 Separacdo de proteinas por peso molecular

Para identificacdo posterior das proteinas, carrega-se o primeiro po¢go com o marcador
de peso molecular (15 pl) e os restantes com 20 ul das amostras preparadas
previamente (3.3.4.1). A eletroforese corre a 120 mV, 400m A por 1:20h, em Running
buffer (Tabela 6).

10 x Tris Glycine Buffer — Running Buffer
30,2 g Tris Base 100 mL 10x Tris Glycine Buffer
144 g Glycine 10 ml 10% SDS
Agua destilada até 1L Agua destilada até 1L

Tabela 6- Receita para a preparacdo de Running Buffer

ApOs a eletroforese retira-se o gel do molde, com o auxilio de uma espatula, garantido

sempre que o gel estd hidratado com a solug¢do tampéao, Running Buffer.
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3.3.5 Transferéncia de proteinas do gel paraa membrana
Para ocorrer as transferéncias das proteinas para as membranas, foram otimizados dois

tipos de membrana, tais como a de PVDF e de Nitrocelulose.

Apés preparar a membrana coloca-se na base da cassete (Power Blotter, Invitrogen by
Thermo Fisher Scientific) e sobrepdem-se o gel, usa-se o rolo para retirar as bolhas de
ar (Figura 4). E imprescindivel colocar o gel alinhado com a membrana para garantir uma
boa transferéncia. Gentilmente, colocamos o papel de filtro em cima do gel(sandwich),
fecha-se a cassete e inserimos no Power Blotter. A transferéncia é realizadaatravés dos

procedimentos standard fornecidos pelo fabricante.

Figura 4- Sobreposicdo do gel de acrilamida sobre a membrana para a realizacdo da
transferéncia.

3.3.6 Incubacéo de anticorpos
Apos a transferéncia, a membrana é enxaguada com TBS-T, tal como na tabela 7, e
coloca-se a bloquear, em agitacdo, com leite magro em pé 5% em TBS a temperatura

ambiente, no minimo por 30 minutos.
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10x TBS —) TBS-Tween
160g NacCl 50 mL 20x TBS
48,49 Tris Base 1 mL 10% Tween 20
pH 7,6 Adicionar &gua destilada até 1 L

Adicionar agua destilada até 1 L -

Tabela 7- Receita para preparacdo do stock de lavagem de membranas.

Em seguida ao bloqueio, adiciona-se o anticorpo primario anti-Nav 1.7 (NeuroMab clone
N68/6) overnight, a 4°C, em agitacdo, garantindo a exposi¢cdo do anticorpo a toda a
superficie da membrana. ApGs cerca de 18 horas de incubagdo as membranas séo
novamente lavadas com TBS-T (1X) 3 vezes por 10 minutos, sempre em agitacdo
constante. Posteriormente, é incubado a anticorpo secundario Goat Anti-mouse 1gG
1:5000, em leite 5%, (Tabela 8) durante 1 hora e 15 minutos. Por fim, fazemos 4 lavagens
em TBS-T de 10 minutos cada.

Anticorpos primarios Diluicéo
Kv 1.2
1:1000
Kv 1.3
Nav 1.7(Alomone) 1:1000
Nav 1.7 (Neuromad) 1:500
factina 1:5000
Anticorpos secundarios Diluic&o

Goat Anti-rabbit

Goat Anti-mouse

1:5000

Tabela 8- Tabelas de anticorpos e respetivas dilui¢ces.

3.3.7 Detecéao por quimiluminescéncia

Depois da incubacdo das membranas, foram reveladas no equipamento Chemidoc
Molecular Imager com recurso ao BIO-RAD, Clarity™ Western ECL Substrate numa
diluicdo de 1:1 de volumes iguais de solu¢do de Luminol e solucdo de Peroxide. Foi
capturado o sinal de quimiluminescéncia, com a exposi¢cdo apropriada, foi também

retirada uma fotografia colorimétrica para detetar o marcador.
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3.3.8 Quantificacdo das membranas

A quantificacdo do sinal é realizada através da detecdo deste que reflete a ligacédo
antigénio/ anticorpo por densitometria, sempre relativa ao sinal de loading control, 3-
actina. Esta € uma proteina estrutural que esta expressa de forma constante em células
e tecidos, sendo utilizada como referencial para a quantificacdo de proteinas, usando o
software ImageJ-Image Processing and Analysis in Java.

3.3.9 Desligar anticorpos

Quando necessario, as membranas podem voltar a ser incubadas com diferentes
anticorpos, assim é necessario usar uma solucgao de stripping buffer, durante 45 minutos,
em agitacao, a temperatura ambiente, seguidas de 4 lavagens em TBS-T (Tabela 7),
apos a lavagem voltamos a repetir o passo 3.3.6 antes de serem submetidas a uma nova

incubagd@o com os anticorpos necessarios.

3.3.10 Otimizacéao

Apesar do protocolo estabelecido e descrito para o modelo CIPN, foram otimizadas
varias etapas no procedimento de western-Blot, num modelo existente in house. Assim,
as competéncias laboratoriais na técnica de Wester-blot foram desenvolvidas ao longo
de seis meses, seguindo o planeamento da equipa, visto o presente estagio decorrer em

contexto empresarial.

As otimizacfes iniciaram-se com a necessidade e compreensao de quais as proteinas
em estudo e o seu peso molecular correspondente, adaptando assim a concentracao do
gel de acrilamida. A percentagem do gel varia conforme o peso molecular, sendo
concentracdes mais elevadas para proteinas de baixo peso molecular e concentracfes

mais baixas, para proteinas de elevado peso molecular.

O protocolo de transferéncia do gel para as membranas foi adequado, conforme a
proteina estudada e o seu respetivo anticorpo, sendo otimizado o tipo de membrana,
PVDF para os KV 1.2 e Kv 1.3 (dados néo apresentados) ou Nitrocellulose para o Nav

1.7. Seguindo as recomendacbBes do fabricante, o tempo de transferéncia e a

amperagem também foram adaptadas a cada ensaio.

O procedimento de blogueio de uma membrana € uma etapa crucial para reduzir as
ligagcBes inespecificas dos anticorpos e aumentar a especificidade do sinal, assim este
método também necessitou de um logo processo de otimizacao. Foram bloqueadas

membranas com BSA e leite magro em po, a 5%.
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3.4 Andlise Estatistica

Os resultados seguintes foram obtidos através da analise de diferentes softwares como
Microsoft Exel (Microsoft Office 2013 Professional Plus®), GraphPad Prism 6.01
(Window, GraphPad Software, San Diego California USA) e Image Lab Software 5.2.1

Os resultados foram apresentados com a média e respetivo erro padrdo (média + erro

padrao).

Usamos o teste t-student para comparar a monoterapia PTX, S4UR1 e R2 com as

terapias combinadas.

Por fim, foram realizados testes estatisticos two-way ANOVA para verificar o impacto de

variaveis independentes sobre a varidvel dependente.

4. Resultados

Anteriormente a apresentacao dos resultados, € necessario expor o plano de atividades
realizadas ao longo dos meses de duragdo do estagio de natureza profissional,
indicando os respetivos objetivos.

Atividade Objetivo

Pesquisa bibliografica e estudo da dor
neuropatica.

Otimizacao de cultura celular.
Ensaios de citotoxicidade.
Otimizacao da técnica de Western-

blotting em varias amostras.

Estudo da expresséo dos canais i6nicos
por WB.
Analise e interpretacdo de resultados

cientificos.

Andlise estatistica

Compreender a condicao CIPN e
mecanismos de dor neuropatica.
Ganhar competéncias laboratoriais.
Caracterizar a adequacédo de compostos
(S4UR1 e S4UR2) como co-adjuvantes
da CIPN.

Identificar a expressao dos canais
ionicos tradicionalmente relacionados
com a dor.

Comparar a diferenca no perfil molecular
de DRG em ratos saudaveis e ratos
CIPN tratados com os farmacos.
Avaliar a implementacéo dos compostos
combinados.

Ganhar skills com softwares de analise
de dados e estatistica, tal como o

Imaged, o Excel e o GraphPad

Tabela 9- Atividades realizadas durante o estagio e respetivos objetivos.
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4.1 Otimizagao da linha celular MCF-7 como modelo celular em estudos de
citoxicidade

O inicio do estagio teve como principal atividade a otimizac¢éo da cultura de células MCF-

7. Foram realizados Vvarios ensaios in vitro para testar a densidade de células por pogo
e a melhor metodologia para a leitura de absorvéancias, dentro do desenho experimental

em estudo.

ApOs uma extensa analise da literatura, foram testadas duas densidades celulares,
(5x10°% e 7,5x10° células por poco, para otimizacdo das condigbes étimas desta linha
celular num ensaio de citoxicidade®® de 72h (24h de incubacéo, seguidas de 48h de
tratamento com farmacos). Deste modo, foi possivel verificar que ao plaquear as células
com uma densidade de 7,5x103,(cerca de 50000 células por poco) ao fim das 24 horas
de recuperacdo apOs a passagem, as células entraram na fase estacionaria numa
confluéncia de cerca 70%, permitindo uma resposta mais reprodutivel e menos variavel

aos tratamentos com farmacos (dados ndo mostrados).

Para a leitura das absorvancias ao fim das 48h de tratamento, foi otimizada a adigdo do
MTS: retirando o meio celular e adicionando meio com MTS; ou colocando diretamente
o0 MTS ao meio de cultura das células em teste. Deste modo, foi possivel verificar que
existe menos variagdo dos resultados (leituras de absorvancias) ao colocar diretamente
o MTS aos pocgos, provavelmente devido a uma menor perturbagdo da camada

bidimensional de células.

Ambos os ensaios de otimizacdo foram validados com tratamentos com os farmacos em
estudo (PTX, S4UR1, S4UR2), confirmando os métodos que oferecem maior

reprodutibilidade (dados ndo mostrados).

4.2 Resultados de citotoxicidade em linha celular de cancro da mama com
os farmacos PTX, S4UR1 e S4UR2

Apoés realizada a otimizacdo em varios ensaios com o intuito de otimizar o material e
aprimorar a técnica necessaria para as diluicées seriadas, iniciaram-se 0s ensaios com
as terapias combinadas, avaliando o efeito de ambos os compostos co-adjuvados com

PTX, para avaliar a sua toxicidade, através da viabilidade celular.

Anteriormente, foi estudado pela Sead4Us que ambas as moléculas quando co-
administradas com PTX, desenvolvem um efeito protetor, prevenindo o desenvolvimento
da dor associada a CIPN. Assim, os resultados obtidos foram desenvolvidos na linha de

cancro damama, MCF-7 e em paralelo com fibroblastos, células saudaveis de controlo.

25



Escola Superior de Tecnologia da Saude de Lisboa- Instituto Politécnico de Lisboa 2023/2024

A citotoxicidade foi avaliada apds 48 horas de tratamento com PTX (n=13) (representado
a vermelho), S4UR1(representado a verde) ou SAUR2 em monoterapia (representado a
azul) (Figura 5) ou em terapias combinadas de PTX com S4UR1 (n=2/ n=3) (Figura 6) e
PTX com S4UR2 (n=2/ n=3) (Figura 7). A investigacdo foi desenvolvida em diferentes
concentracdes de PTX em monoterapia [0-2000 nM], ou combinado com as moléculas

numa concentracéo de [0-200 uM].
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Figura 5- Resultados de citotoxicidade em linha celular de cancro da mama ( monoterapia dose resposta
para PTX (A) N=17, S4UR1 (B) N=2, S4UR2 (C) N=3). Foi realizada a media dos ensaios em cada

concentracao e realizado o desvio padréo.

Foram desenvolvidos véarios ensaios de citotoxicidade com concentragdes crescentes
(6,25 puM; 12,5 uM; 25 pM; 50 pM; 100 pM; 200 uM), com duas ou trés repeticdes por

concentracdo, n=2 ou n=3.
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Nos ensaios in vitro da terapia combinada de PTX com S4URL1 (Figura 6) (todos os
resultados em anexo) foram testadas varias concentracbes. Onde cada ensaio
contemplava a monoterapia em PTX (vermelho), S4UR1 (verde) e as combinadas
(S4UR1 + PTX — azul claro). Os gréficos apresentados sédo de 3 concentracdes, uma

baixa (A), média (B) e elevada (C) para ver o comportamento dos farmacos.

Na molécula S4UR1 é percetivel ao olhar para os graficos de forma geral que é
necessario elevadas concentracfes para ser possivel ver um efeito aditivo. No entanto,
€ sempre possivel constatar que a viabilidade celular mantem-se muito semelhante na
monoterapia e nas terapias combinadas, revelando assim o comportamento das células

semelhante na presenca ou auséncia do PTX.
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Figura 6- Efeito anticancerigeno combinado de PTX com S4UR1 na linha celular cancro da mama

(MCF-7), em concentrac®es fixas de 12,5 uM (A), 50 uM (B) e 200 uM (C), variando em todas o
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PTX em concentrac¢des [0-2000] nM.
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Nos ensaios in vitro de terapias combinadas de PTX com S4UR2 (todos os resultados
em anexo), foram realizados nas mesmas condi¢cdes da molécula anterior, contemplando
sempre nos ensaios a monoterapia dos dois farmacos (Paclitaxel - vermelho), (S4UR2 -

azul) e a combinacéo dos dois juntos (S4UR2 + PTX - violeta).

As concentragdes apresentadas séo de 12,5 uM (A), 50 uM (B) e 100 pM (C).
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Figura 7-Efeito anticancerigeno combinado de PTX com S4UR2 na linha celular cancro da mama
(MCF-7, em concentracdes fixas de 12,5 uM (A), 50 uM (B) e 100 uM (C), variando em todas o
PTX em concentrac¢des [0-2000] nM.

Apos observacao dos gréaficos obtidos na molécula S4UR2 (Figura 7), é possivel verificar
gue ha um efeito das terapias combinadas a concentragfes mais altas, em comparacao

com a molécula anterior. H& uma discrepancia e uma aditividade da molécula em
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combinacdo com o PTX em relacdo a monoterapia da R2.
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As seguintes figuras 8 e 9, demonstram cada uma trés graficos de barras que
representam a eficacia de uma terapia combinada entre PTX e a molécula R1 e R2,
respetivamente. Cada grafico mostra a variagdo na eficacia com diferentes
concentracoes das moléculas (0 uM; 6,25 uM; 12,5 uM; 25 uM; 50 uM; 100 uM; 200 uM),
enguanto a concentracao de PTX é mantida fixa em cada gréafico. Esta € outra forma de

analisar os resultados.
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Figura 8 -Efeito anticancerigeno combinado de PTX com S4UR1 na linha celular cancro da mama
(MCF-7). As concentracdes fixas de PTX em concentragfes de 62,5 nM (A), 500 nM (B) e 2000
62,5 nM (C), variando em todas a molécula S4UR1 em concentra¢des [0-200] uM.
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Na figura 8 estdo representadas as monoterapias de cada farmaco e a combinacao dos
dois. A verde é possivel ver a monoterapia da molécula S4UR1 a variar em
concentracoes entre 0 e 200 uM, a vermelho a monoterapia do PTX nas concentracfes
de 62,5 nM (A), 500 nM (B) e 2000 nM (C). A combinacdo dos dois farmacos esta
representada pela barra azul. No gréfico A, é possivel ver um efeito de parabola, sendo
possivel ver uma potencia¢cdo na concentracdo de 6,25 uM com 62,5 nM de PTX, esta
potenciacdo volta a estar presente em concentracdes mais elevadas de S4UR1. Nas
concentracoes de 500 nM e 2000 nM de PTX vemos pouca variacdo entre o PTX e as

terapias combinadas, & semelhanga da figura 6.

by

Na figura 9, a semelhanca da anterior € possivel verificar que esta presente a
monoterapia da S4UR2 (azul escuro) em concentracdes crescentes. O PTX esta fixo em
cada grafico em 3 concentragdes diferentes (A-62,5 nM; B- 250 nM; C-2000 nM). Todas

as concentracdes testadas encontram-se em anexo.
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Figura 9- Efeito anticancerigeno combinado de PTX com S4UR2 na linha celular cancro da mama
(MCF-7). As concentracdes fixas de PTX em concentragfes de 62,5 nM (A), 200 nM (B) e 2000
62,5 nM (C), variando em todas a molécula S4UR2 em concentrag6es [0-200] uM.

Aparentemente, analisando os gréficos 9, é possivel verificar que 0 S4UR2 é menos
toxico, devido ao facto que em concentragbes mais baixas a viabilidade néo se alterar
em relacdo ao PTX, s6 em concentracdes crescentes € que € possivel observar uma
potenciacdo do efeito dos compostos combinados na viabilidade. A partir dos 50 uM é
possivel ver uma maior morte celular em qualquer concentracdo de PTX, sendo a

concentracdo da molécula R2 que obtém o presente efeito aditivo.

4.3 Dose-resposta e sinergias linha celular de cancro da mama com os
farmacos PTX, S4UR1 e S4UR2

Os seguintes gréficos (Figura 10) fornecem dados sobre a dose resposta dos farmacos
combinado com PTX (inibicdo da viabilidade celular) e os graficos onde estédo presentes
as sinergias, no modelo de Loewe. Este foi o modelo matematico selecionado, no entanto
em suplemento estéo os modelos de ZIP, HSA e BLISS, que revelam a mesmatendéncia
(Anexos- Figura 16 e 17). Na linha superior o gréfico A e B representam a combinagéo
do PTX com a moléculas S4UR1 (Figura 10 - A e B). Na linha inferior estad a
representacdo dos graficos que representam a combinagdo do PTX com o S4UR2.
(Figura 10 - C e D).
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Figura 10- Gréficos de dose resposta das moléculas S4UR1 (A) e S4UR2 (C). Graficos de
pontuacdo de sinergia das moléculas S4UR1 (B) e S4UR2 (D), realizados no software

SynergyFinder, no modelo Loewe.

Nos gréficos A e C (esquerda) é possivel ver a dose resposta da combinacao entre PTX
com S4UR1 ou S4URZ2, respetivamente, em relacdo a inibicdo celular. Visualmente é
possivel ver a predominancia da cor vermelha o que significa que ha uma inibicao, (morte

celular) maioritariamente superior a 50%.

Nos graficos presentes a direita da figura 10 (B- combinacdo PTX+ S4UR1 e D-
combinacdo PTX + S4UR2), é possivel verificar a pontuacdo da sinergia que indica o
efeito combinado dos farmacos administrados. O vermelho indica uma potenciacao do
efeito combinado dos farmacos, demonstrando que o efeito combinado das terapias é
maior que o efeito individual, enquanto os verdes indicam um antagonismo das
combinagfes farmacolégicas, sendo o efeito combinado menor que os efeitos dos

farmacos individualmente.

4.4 Resultados de citotoxicidade em células saudaveis em comparacao

com células cancerigenas

A semelhanca do que foi feito anteriormente com MCF-7, houve a necessidade de
replicar os ensaios de citotoxicidade em células saudaveis para verificar o efeito dos
farmacos na viabilidade destas. A figura 11 representa um grafico de barras que mostra
os resultados do presente ensaio. As barras representam a resposta de dois tipos de
células - fibroblastos dérmicos (aHDF) e MCF-7 - em diferentes concentragfes. O eixo
dos y representa a viabilidade celular e o0 x as condi¢cbes de diferentes concentracdes e
compostos do tratamento. Ambos 0s ensaios estdo designados no eixo do x pela
seguinte ordem, a monoterapia da molécula S4UR1 ou R2 em concentracdes de 12,5
MM, 50 pM e 200 pM e de PTX, 125 nM, 250 nM e 1 pM. De seguida estéo presentes
as terapias combinadas conjugando as presentes concentragcbes descritas

anteriormente.

No gréafico A, é possivel observar que ha uma diferenga entre as células saudaveis e
cancerigenas em todos os tratamentos. Na monoterapia com S4UR1 e PTX é possivel
ver a viabilidade celular a diminuir com o aumento da concentracdo dos presentes
farmacos, apesar de ser mais acentuada nas células cancerigenas que nos fibroblastos.
Na concentracdo de 50 uM de monoterapia da molécula R1 é possivel verificar que

mesmo com a adi¢cdo do farmaco nas células saudaveis, o desvio padrao apresenta um
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aumento da viabilidade superior a 100 %, revelando uma baixa toxicidade em algumas
concentracoes, durante as 48h de tratamento. Nestes ensaios, o valor minimo de

viabilidade contra aHDF esta na ordem dos 60%.

No grafico B, é possivel ver a monoterapia do PTX e da molécula S4UR2 nas mesmas
concentracdes que a R1, tal como as terapias combinadas. No presente grafico a
tendéncia celular é muito semelhante a do grafico anterior, no entanto, é possivel
verificar (através do desvio padrédo) que em determinadas concentra¢cdes ha um aumento
substancial da viabilidade, por vezes superior a 100%. A terapia combinada dos dois
farmacos resulta numa reducao da viabilidade celular em ambas as linhas, apesar de
ser mais significativa nas MCF-7, onde é possivel verificar efeitos potenciadores dos
farmacos combinados em relagdo a monoterapia, como demonstradona secg¢ao anterior.
O ensaio com a molécula S4UR2 revela-se menos téxico contra aHDF, onde a
viabilidade nas células saudaveis mesmo nas concentracbes mais elevadas esta

compreendida entre 80 e 100%.
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Toxicity assay (S4UR2)
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BFigura 11- Ensaios de citotoxicidade em fibroblastos dérmicos humanos (aHDF) e células cancerigenas (MCF-7). Terapias com S4UR1 (A) e Terapias

com S4UR2 (B). No eixo do X encontra-se as concentracGes testadas e no y estd presente a viabilidade celular.
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4.5 Caracterizagdo de canais nociceptivos em animais CIPN através da
técnica de Western-Blotting

Apds os ensaios de citotoxicidade dos compostos estudados em culturas celulares 2D,
€ necessario aumentar a complexidade do estudo. Assim, seguiu-se o estudo da
expressdo proteica dos canais ionicos de ratos CIPN. A técnica de biologia molecular
Western-blotting € realizada com o intuito de detetar e quantificar proteinas especificas,
como no caso dos canais de Na* para ser possivel retirar dados que complementem os

dados de citotoxicidade.

Os resultados descritos reportam a presenca e a quantificacdo relativa de um canal
iGnico com um papel fundamental no mecanismo neurofisiol6gico da dor, o qual também
poderd estar associado ao processo fisiopatologico da CIPN (dados prévios Sea4Us).
Na imagem A esta representada a membrana de um WB com as bandas
correspondentes a proteina de interesse (Nav 1.7) e as bandas correspondentes ao

controlo (B-actina) para normalizar a quantidade de proteina.

No gréfico de barras (Figura 12 - B), esta quantificada a intensidade das bandas da
proteina de interesse. Cada barra esta representada um tratamento correspondente as

barras na membrana.

Os resultados apresentados poderdo demonstrar tendéncias biol6gicas, ainda néo
sendo possivel retirar observag¢des conclusivas, pois o tamanho da amostra é reduzido
(n=1) (Figura 12).
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Figura 12- Estudo da expressao de canais iénicos (Nav 1.7) em DRGs (A). Quantificacao da

expressdo em funcéo do loading control (B-actina) (B).
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Atraveés dos resultados obtidos, é possivel comparar as diferencas de expresséao proteica
entre animais veiculo (cinzento) e animais tratados com PTX (vermelho), PTX+S4UR1
(violeta), PTX+ S4UR2 (amarelo), S4AUR1 (azul) e S4UR2 (verde).

A quantificacdo permite normalizar resultados para garantir que as diferencas
observadas se devam a expressédo proteica (bandas superiores) e ndo a variacdes de
carga da amostra. Todas as normalizacées foram efetuadas através da B-actina.*? 33 £
possivel observar que, em animais tratados com S4UR2 (em combinacdo com PTX ou
individualmente), a expressédo de canais Nav 1.7 se assemelha a animais controlo
(veiculo), havendo um aumento de sinal em animais tratados com S4UR1 (em
combinacdo com PTX ou individualmente), potencialmente por alteragcdes moleculares

ao nivel funcional e/ou por um aumento de expressao.

5. Discussao

Como referido anteriormente, a CIPN é uma condi¢cdo debilitante que inviabiliza a
gualidade de vida dos pacientes que a adquirem, sendo necessario por vezes ajustar as
doses da quimioterapia base, ou até suspender o tratamento, sendo uma das principais
razdes dos pacientes ndo completarem o ciclo de tratamento. No entanto, até ao

momento, ndo existe nenhum método eficaz para a prevencédo da CIPN.

Recentemente, a Sea4Us identificou duas moléculas com inspira¢do na quimica marinha
(S4UR1 e S4UR?2), ja aprovadas como farmacos anticancerigenos no mercado. Foi
anteriormente demonstrado na Sea4Us que estas moléculas tém atividade ao nivel dos
canais de sodio em neurdnios hiper-excitados de modelos animais CIPN, construindo
um pressuposto cientifico para a sua atividade analgésica e/ou neuromodulatéria neste
modelo patolégico. Além disso, foi demonstrado anteriormente pela Sea4Us que estes
compostos quando administrados em conjunto com PTX em modelos animais
(ratazana), levam a prevencgéo da dor associada a CIPN, por comparagdo com animais
tratados com PTX apenas. Assim, o presente estagio teve como principal objetivo avaliar
a eficacia de PTX quando coadjuvado com as moléculasS4UR1 e S4UR2, de modo a
avaliar a sua compatibilidade terapéutica, numa linha de cancro de mama sensivel a PTX
(MCF-7).

Em relacdo as terapias combinadas entre PTX e S4UR1 (Figura 6), foi demonstrado que

a eficacia anticancerigena do PTX n&o parece ser afetada, ndo sendo visivel um
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antagonismo ou uma potenciagao relativamente a terapia standard (monoterapia PTX),
sendo provavelmente farmacos independentes um do outro no que diz respeito a
atividade anticancerigena. Nos graficos A e B da molécula S4URL1 é possivel observar
gue nédo existe uma grande variacdo da atividade dos compostos combinados, mas sim
uma estagnacao do efeito nas células, sendo a viabilidade celular muito semelhante. S6
em concentracfes mais altas, tais como 200 uM S4URL1, é possivel ver uma maior morte
celular. Podemos conferir que a viabilidade é muito semelhante na monoterapia de
S4UR1 a molécula conjugada com o PTX. No entanto, embora o efeito geral do
tratamento combinado seja de uma independéncia, nas concentracées mais baixas de
ambos os farmacos (PTX e S4UR1), existe uma possivel potenciacdo quando co-

administrados.

Curiosamente, em dados prévios obtidos na empresa, 0 presente ensaio foi validado em
outra linha celular de cancro da mama, a linha triplo-negativa MDA-MD-231 (dados néo
mostrados). Porém os resultados obtidos ndo corroboram com 0s presentes neste
relatério a nivel da molécula S4UR1, visto ter havido um incremento de 20% na eficacia
do PTX quando coadministrados nesta linha celular. Deste modo, poderemos inferir que
os resultados obtidos neste relatério poderao ser especificos da linha celular MCF-7.

Em relacdo a combinacao de PTX e S4UR2 (Figura 7), podemos concluir que a eficacia
do tratamento com PTX nédo foi afetada, e que ao adicionar estas moléculas combinadas
obtemos um efeito potenciador, atingindo um méximo de cerca de 20% de potenciacao,
sendo esse efeito mais evidente em concentracdes superiores de S4UR2. E de notar
gue nos ensaios in vitro testados em MCF-7, a molécula S4UR2 induziu um efeito menos
citotéxico em comparacdo com a R1. Estes dados estdo em conformidade com os

anteriormente obtidos em MDA-MD-231 (dados ndo mostrados).

E ainda de salientar, que relativamente & monoterapia com PTX (Figura 5 - A) que a
percentagem de viabilidade estagna a cerca dos 60-70% independentemente do
aumento da concentracdo. Neste sentido, € importante referir que existe uma baixa
solubilidade aquosa dos farmacos em estudo (PTX, S4UR1 e S4UR2). Em ensaios in
vitro com linhas celulares é necessario preparar as solugfes stock destes compostos em
solventes orgéanicos, tais como o DMSO, para serem posteriormente diluidos em meio
de cultura nas concentracdes de trabalho, para o ensaio in vitro. No caso do PTX,este
torna-se mais sollivel em agua quando a 4 graus ®4. No entanto, é de referir que quando
em temperaturas acima dos 30°CB4 | tem tendéncia a degradar e precipitar. Como tal,

durante uma incubagéo de 48 horas a 37°C é espectavel que parte do farmaco
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tenha precipitado, podendo n&o atingir a concentracdo tedrica inicialmente calculada.
Além dos problemas de solubilidade o PTX é pouco estavel, degradando-se ao longo do
tempo B4, Esta descrito que existe a degradacdo total do PTX em temperaturas a partir
de 70 °C, num periodo de 150 minutos ¥, como tal sendo expectavel alguma
degradacdo a 37 °C assim, € possivel que ao longo deste periodo de incubagédo do
tratamento, haja uma degradacéo e precipitacdo dos farmacos, justificando o facto que
apesar de estar a elevadas concentracbes o efeito do composto estagna e a morte

celular mantém-se, provavelmente atingindo assim a saturagéo 136,

7

Este problema também é verificado na clinica sendo que existem métodos de
melhoramento, através do uso de solventes organicos, como o Cremophor EL e etanaol,
para solubilizar os farmacos, também é possivel melhorar a solubilidade do PTX em
agua, com ciclodextrinas, visto que estas sado oligossacarideos que podem formar
complexos de inclusdo do PTX. Numa outra abordagem de observacédo dos dados, ao
fixar a concentracdo de PTX (Figura 8), e variando a concentracéo da molécula S4UR1,
€ possivel identificar, também, um ponto potenciador em concentragdes menores, (6,25
MM de S4UR1 com 62,5 nM de PTX), esta concentragdo em especifico demonstra que
houve uma potenciacdo do efeito das terapias combinadas, porém ao contrario das
outras € um n=1. Para confirmar esta adicdo € necessario dar mais robustez aos
resultados realizando novos ensaios. Havendo uma estagnacdo em concentracdes
intermédias. O que nos permite concluir que efeitos potenciadores com S4UR1 séo
encontrados em racios de concentracfes especificos. Por outro lado, variando as
concentracdes da molécula S4UR2 (Figura 9) quando a concentracdo de PTX é fixa, é
possivel observar que existe um efeito potenciador a partir dos 50 uM S4UR2, até

concentracdes mais elevadas, num intervalo de concentracdes mais amplo.

Com os dados obtidos nos estudos in vitro foi possivel analisar os resultados numa
abordagem mais ampla, através do software SynergyFinder, uma ferramenta
bioinformatica utilizada para analisar e quantificar a sinergia entre dois ou mais farmacos,
proporcionando uma abordagem quantitativa e detalhada da interagcdo dos farmacos em
estudo. Namolécula S4UR1 (Figura 10 A e B) é possivel verificar a eficaciada combinacéo
do presente farmaco com o PTX, sendo capaz de inibir a viabilidade celular (A),
representando que ndo sdo antagonistas. No grafico B, é possivel ver a interagdo dos
farmacos (graficos de sinergia) e verificar as concentracdes nas quais haum efeito
potenciador (mancha vermelha), neste caso sera a 0,0625 uM de PTX e 6,25 uM de R1.

Assim é possivel verificar uma maior eficacia dos farmacos quando
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coadministrados nestas concentragdes mais baixas, assim como referido anteriormente.
Na molécula S4UR2, do presente grafico, também é possivel verificar a eficacia dos
farmacos combinados (C), ndo demonstrando antagonismo. No gréfico D, a semelhanga
da molécula anterior, esta presente o gréfico das sinergias onde € possivel fazer a leitura
com o mesmo intuito de verificar em qual/quais concentracdes esta presente um efeito
potenciador, ao contrario da molécula R1, as concentracdes de potenciacdo sao as mais
altas, a partir dos 50 uM até aos 200 uM de S4UR2 em qualquer concentracao de PTX,
desde 0,065 pM até 2 uM. Esta andlise visual dos graficos de dose-resposta e de
sinergia, sugere que ambos os farmacos adicionados ao PTX né&o revelam um efeito

antagonista, sendo este o principal foco do estudo.

Adicionalmente, para avaliar a eficacia de um farmaco ou combinagdo de varios
farmacos, é necessario comparar células saudaveis com as cancerigenas. ldealmente
0 composto devera ser mais toxico para as MCF-7, em comparagdo com ceélulas
saudaveis. Assim, é imprescindivel realizar um ensaio de citotoxicidade em aHDF, uma

linha priméria que recapitula o tecido saudavel.

Nos graficos apresentados na figura 11, é possivel verificar tendéncias, é percetivel que
a viabilidade das células MCF-7 diminui com o aumento das concentragdes de R1 (A) e
R2 (B), no entanto, as aHDF ndo demonstram serem mais afetas por S4AUR1 e R2 até
concentra¢des mais altas, comparando com a linha celular cancerigena. Em relagédo ao
PTX é possivel verificar que ha um efeito tdxico nas MCF-7 e nos fibroblastos ha alguma
reducdo da viabilidade, mas menos pronunciada que nas células cancerigenas.
Comparando as duas moléculas combinadas com PTX é possivel verificar qgue ambas
mostram eficicia na reducgédo da viabilidade nas MCF-7, apesar de na S4UR2 haver um
efeito mais pronunciado em algumas concentracdes. Por outro lado, as células aHDF
sdo menos afetadas por ambos os farmacos em todas as concentracfes testadas,
diminuindo a viabilidade a medida que aumenta a concentragdo, no entanto esta
diminuicdo ndo é inferior aquela observada nas células cancerigenas. Ap0s a analise
dos resultados é possivel concluir que a premissa de haver maior morte celular nas MCF-
7 em relacdo aos aHDF foi demonstrada, assim é possivel afirmar que o tratamento ndo
€ mais toxico para as células saudaveis, evitando efeitos de toxicidade excessiva, num

futuro, em organismos vivos.

E destacar ainda que os resultados dos ensaios in vitro aqui apresentados, permitem-
nos verificar compatibilidades farmacolégicas num estadio experimental ainda

preliminar, em modelos 2D de doenca. Neste sentido podera ser também importante
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estender os ensaios a outras linhas de cancro de mama e também avaliar o efeito em
linhas celulares primérias de pacientes, tendo em consideragdo a variabilidade genética
de cada linha celular. Para concluir o objetivo principal desta linha experimental é
necessario observar estas provas preliminares de que determinadas concentragdes de
PTX e os farmacos em estudo poderéo ter um efeito aditivo e/ou potenciador que podera
aumentar a eficacia do tratamento quimioterapéutico além do efeito neuromodulatério

e/ou mitigador da CIPN, apesar de ainda haver um longo caminho a percorrer.

Assim, de modo a aumentar a complexidade experimental, 0s passos seguintes serdo
avaliar a citotoxicidade dos compostos em co-culturas, visto ser um modelo
estruturalmente mais complexo devido ao facto de haver interacdo entre diferentes tipos
de células no mesmo nicho. Assim, no futuro poderdo vir a ser utilizadas co-culturas
heterotipicas consistindo na utilizagéo de diferentes tipos celulares que interagem entre
si, tais como fibroblastos e células cancerigenas B, Para aumentar a complexidade do
estudo, também podem ser utilizados esferdides, sendo estes, culturas em suspenséo
gue permitem a formacao de estruturas esféricas multicelulares, promovendo interacées

célula-células em 3D 381,

Apos realizado o estudo da citotoxicidade in vitro com o intuito de verificar a eficacia dos
compostos em teste, houve a necessidade de uma compreensdo mais aprofundada dos
mecanismos moleculares associados a dor neuropética, assim recorremos a técnica de
western-blotting, para estudar as vias de sinalizacdo envolvidas. E de notar, que 0s
resultados obtidos por western-blotting ainda ndo séo cientificamente significativos (n=1),
existindo assim a necessidade de repetir 0 ensaio com mais amostras para confirmar a
validade dos resultados. A interpretacdo da figura 12 (A) revela uma consisténcia nas
bandas inferiores (B-actina), sendo uniformes na intensidade, logo é possivel a
guantificagcdo precisa das bandas da proteina de interesse. As bandas superiores,
correspondentes a proteina de interesse (Nav 1.7) com um peso molecular de 250 kDa,
apresentam diferentes intensidades e diferentes niveis de expressao da proteina, em
diferentes condi¢Bes de tratamento. Ao comparar, é possivel verificar que o animal
representado pela barra violeta (PTX+ S4UR1) apresenta a maior expresséo da proteina
de interesse, seguido pela barra azul (Monoterapia S4UR1). Assim, podemos inferir que
a condicdo representada pela barra violeta pode estar associada auma maior atividade
neuronal ou aumento da dor neuropatica. Relativamente as barras amarela
(PTX+S4UR?2) e verde (S4UR2), estdo muito semelhantes ao grupo veiculo o que pode

estar associado a uma menor atividade neuronal ou a uma inibicdo da dor
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neuropética, visto que uma menor expressado de Nav 1.7 pode resultar em um menor

sinal de dor, relativamente ao grupo tratado com PTX apenas (barra vermelha).

Com o intuito de aumentar a robustez do presente estudo, sera necessario aumentar o
namero de repeticdes e estudar os canais de sédio associados a dor neuropatica, tal

como o Nav 1.8 e Nav 1.9.

Em concluséo, de acordo com os dados obtidos nos ensaios de citotoxicidade, € possivel
verificar que o farmaco S4UR2 é um bom candidato a uma terapéutica co- adjuvante
com PTX, devido ao seu efeito potenciador numa ampla gama de racios de tratamento.
E também de acordo com os resultados obtidos no ensaio de WB, esta molécula
demonstrou um efeito potencialmente superior ao efeito de S4UR1, no que dizrespeito a
manutengdo do perfil de expressdo de canais Nav 1.7. No entanto, como descrito
anteriormente, sera necessario realizar mais testes de modo a oferecer maior robustez

ao presente estudo.

6. Conclusao

O presente estagio teve como foco o contacto com a area laboratorial em contexto
profissional, adquirindo assim novas competéncias e skills laboratoriais incindindo no

estudo de uma terapia de prevencéo a CIPN.

As conclusbes do trabalho experimental desenvolvido ao longo dos ultimos meses sédo

as seguintes:

e Os compostos testados ndo afetam a baseline terapéutica do PTX, podem assim,
ambos ser um co-adjuvante para a quimioterapia, ndo afetando o tratamento
anticancerigeno base.

e A semelhanca do que acontece na linha celular MCF-7, os compostos induzem
morte celular nas células de fibroblastos dérmicos, mas nunca apresentam uma
viabilidade menor em comparagédo com as células cancerigenas.

e Ao contrario dos testes anteriores em células MDA-MD-231, o S4UR1 é mais
toxico e ndo tem um potencial anticancerigeno aditivo em MCF-7.

¢ 0O S4UR2 tem um potencial anticancerigeno aditivo quando coadministrado com
PTX em concentracdes mais elevadas, sendo menos toxico, de acordo com o
testado in house.

e Ao aumentar as concentracdes dos compostos administradas existe uma maior
variabilidade nos resultados.
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Devido ao n=1 ainda nao é possivel retirar conclus@es cientificas, no entanto ha
uma sugestao que a molécula S4UR2 tenha uma menor atividade neuronal, ou
uma diminui¢cdo da dor neuropética, n o entanto € essencial mais estudos.
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7. Conclusions

This internship focused on contact with the laboratory area in a professional context, thus
acquiring new competencies and laboratory skills, focusing on the study of a therapy to

prevent CIPN.

The conclusions of the experimental work carried out over the last few months are as

follows:

e The compounds tested do not affect the therapeutic baseline of PTX, so they can
both be a co-adjuvant to chemotherapy, without affecting the basic anti-cancer
treatment.

e As with the MCF-7 cell line, the compounds induce cell death in dermal fibroblast
cells, but they never have a lower viability compared to cancer cells.

e Unlike the previous tests on MDA-MD-231 cells, S4UR1 is more toxic and does
not have an additive anticancer potential on MCF-7.

¢ S4UR2 has an additive anticancer potential when co-administered with PTX at
higher concentrations, and is less toxic, according to in house testing in house.
As the concentrations of the compounds administered increase, there is greater
variability in the results.

e Due tothe n=1it is not yet possible to draw scientific conclusions, however there
is a suggestion that the S4UR2 molecule has a lower neuronal activity, or a
decrease in neuropathic pain.
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8. Propostade Projeto de Investigacéo

Com base no trabalho desenvolvido ao longo do estégio curricular, surgiu a necessidade
de aprofundar as propostas de investigacdo e aumentar a complexidade do estudo,
tendo por base a formulacdo dos compostos S4UR1 e S4UR2 como co-adjuvantes na
quimioterapia, com o objetivo de mitigar/ prevenir o desenvolvimento da CIPN através
da validacdo da adequacéo destes compostos como co-adjuvantes para a quimioterapia

de PTX, assegurando a eficacia do tratamento anticancerigeno basal.
Titulo: terapia combinada de ptx com S4UR1 e 2: Teste de eficaciatumoral in vivo

Objetivo: A proposta de investigacao apresentada tem como principal objetivo verificar
se um modelo de murganhos induzido com cancro da mama, da linha celular MCF-7,
apresenta melhorias na carga tumoral qguando coadjuvado ao PTX adicionar-se S4UR1

ou S4UR2, prevenindo a dor associada a CIPN.

Pertinéncia: Os ensaios in vitro testados até ao momento em 2D sdo amplamente
utilizados devido a sua simplicidade e baixo custo, apesar de apresentarem limitagcdes
guando comparados em modelos in vivo de murganhos, visto que as células crescem
em monocamada numa superficie plana, assim ndo reflete a complexidade

tridimensional de um tumor in vivo 39,

A avaliacdo da reducgéo tumoral em murganhos € uma pratica comum e revelante para

a pesquisa pré-clinica.

Metodologia: Para induzir cancro da mama em murganhos utilizando células MCF-7 é
necessario implantar células tumorais humanas em ratinhos imunodeficientes. O
procedimento geral inclui cultivar as células MCF-7 em condi¢cdes adequadas para a

cultura celular, em meio DMEM, (preparacdo semelhante ao ponto 3.1) 9,

Para o decorrer do presente estudo haverd 6 grandes grupos de ratinhos, para se
analisar todas as condi¢cdes possiveis: grupo veiculo, PTX, S4UR1, S4UR2, PTX+
S4UR1 e PTX+ S4UR2.

A injecdo das células MCF-7 é realizada na glandula maméaria do ratinho anestesiado,

numa concentracdo de 1-5 x 108 células por rato em todos os ratinhos do estudo “42),

Apds o desenvolvimento do cancro da mama, todos os ratinhos (exceto o veiculo) seréo
administrados com 10 mg/kg de PTX de 2 em 2 dias e preparados com o veiculo mistura
KES (1:1:8 Kolliphor:Ethanol:Saline).

44



Escola Superior de Tecnologia da Saude de Lisboa- Instituto Politécnico de Lisboa 2023/2024

Os grupos das monoterapias das moléculas e da combinacdo com o PTX, serdo
subdivididos em grupos, onde se testa 2 concentra¢des por cada molécula, visto ser um
estudo piloto e ser necessario testar varias concentra¢des para saber a ideal.

Von Frey: Para testar o desenvolvimento da dor neuropética e mitigacdo da CIPN é
necessario avaliar a resposta do animal a um estimulo que normalmente n&o é doloroso,

exceto na presenca de determinadas condi¢des “%, tal como o Von Frey.

A sensibilidade da nocicep¢do mecanica é medida pelo teste Von Frey, que consiste em
pressionar verticalmente filamentos na sola das patas, traseiras e dianteiras, visto ser
uma dor generealizada e periférica, até o animal retirar o membro [“4, Este procedimento
€ repetido 5 vezes para ser possivel retirar dados possiveis de ser quantificados e

analisados.

Cold plate: Com o intuito de testar a sensibilidade térmica sera utilizado o teste Cold
plate. Os murganhos serao expostos a uma temperatura de 2-2,5 °C, durante 5 minutos.
Serdo analisados os estimulos motores como cogar a pata, levantar uma das patas

brevemente no mesmo lugar, ou saltar “41145],

Western-Blotting: A extrag&o de proteinas, o protocolo de eletroforese e a transferéncia

serdo iguais a descrita anteriormente no ponto 3.1 da metodologia.

Para marcar as proteinas de interesse, correspondeste aos canais de sédio, com o intuito
de ver a expressao proteica dos mesmos, sera utilizado o anticorpo anti-Nav 1.7,anti-
Nav 1.8 anti-Nav 1.9

Analise Estatistica: Os resultados serdo obtidos através da analise de diferentes
softwares como Microsoft Exel (Microsoft Office 2013 Professional Plus®), GraphPad
Prism 6.01 (Window, GraphPad Software, San Diego California USA).

Resultados esperados: Com base numa meticulosa observagdo, analise e
interpretacdo dos resultados é previsto que seja possivel verificar numa primeira
instancia ao nivel do grupo veiculo o desenvolvimento do tumor mamario, no grupo
tratado com PTX é esperado que haja uma reducdo da carga tumoral associado ao
desenvolvimento da condicdo CIPN. Nos grupos das terapias combinadas o primeiro
passo € comparar com o modelo tratado com PTX e verificar que a redu¢éo tumoral ndo
foi anulada, esperando assim que haja uma atividade de preveng¢édo em relagéo a CIPN,
sendo este o principal objetivo. No entanto sera verificada também uma possivel

potenciacdo entre os compostos e uma possivel redugdo na carga tumoral comparando
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ao modelo tratado com PTX, havendo uma potenciagdo das moléculas, sempre com o
foco de validar as moléculas S4UR1 e R2 como coadjuvantes do modelo standard de

quimioterapia.
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10 Anexos

O presente anexo contém os resultados de todos os ensaios de citotoxicidade

desenvolvidos ao longo do presente estagio curricular.

Foram testadas concentracdes de 0-200 uM de S4UR1 e R2 e 0-2000 nM de PTX.
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Figura 13 - Efeito anticancerigeno combinado de PTX com S4UR1 na linha celular cancro da
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mama (MCF-7), em concentracdes fixas de 6,25 uM , 25 uM e 100 pM, variando em todas o PTX

em concentracdes [0-2000] nM.
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Figura 13 - Efeito anticancerigeno combinado de PTX com S4UR2 na linha celular cancro da
mama (MCF-7), em concentracdes fixas de 6,25 uM, 25 uM e 200 uM, variando em todas o PTX

em concentra¢cdes [0-2000] nM.
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De seguida, sao apresentados os dados dos ensaios de citotoxicidade, mas através

uma leitura diferente.

Fizemos variar as concentracdes da molécula R1 e R2 e fixamos o PTX.
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Figura 14 -Efeito anticancerigeno combinado de PTX com S4UR1 na linha celular cancro da

mama (MCF-7). As concentracdes fixas de PTX em concentracdes de 125 nM, 250 nM e 1000
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nM, variando em todas a molécula S4UR1 em concentra¢cdes [0-200 uM].
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Figura 15- Efeito anticancerigeno combinado de PTX com S4UR2 na linha celular cancro da
mama (MCF-7). As concentracdes fixas de PTX em concentracdes de 125 nM, 500 nM e 1000

nM , variando em todas a molécula S4UR2 em concentracdes [0-200 puM].

57



Escola Superior de Tecnologia da Saude de Lisboa- Instituto Politécnico de Lisboa 2023/2024

Apesar dos graficos dos modelos mateméticos apresentados no presente relatorio,
foram executados outros 3 modelos para cada molécula.
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Figura 16- Graficos de pontuagdo de sinergia da molécula S4UR1, reali
SynergyFinder, no modelo ZIP (A), HSA (B) e Bliss (C).
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Figura 17 - Gréficos de pontuagdo de sinergia da molécula S4UR2, realizados no software
SynergyFinder, no modelo ZIP (A), HSA (B) e Bliss (C).
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