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Resumo

O Carcinoma Hepatocelular (CHC) representa um conjunto de doencas
biologica e clinicamente heterogéneas, com uma elevada incidéncia global associada a
mau progndstico. Apesar da sua incidéncia, existe apenas um numero limitado de
opcoes terapéuticas, muitas das quais com um beneficio clinico minimo, visto que é
frequentemente diagnosticado em estadios avancados da doenca e é altamente
resistente aos agentes quimioterapéuticos existentes, para além de raramente ser
sensivel a radioterapia. De facto, avancos na compreensdo da biologia do tumor
abriram novos caminhos para a prevencdao e tratamento do CHC, através do
desenvolvimento de terapias dirigidas. O desenvolvimento de farmacos que regulem
vias relacionadas com o cancro, tais como a inibicdo das vias de proliferacdo tais como
as vias rat sarcoma/mitogen activated protein kinase (RAS/MAPK) e fosfatidilinositol-3-
cinase/protein kinase B/mammalian target of rapamycin (PI3K/AKT/mTOR),ou a
activagdo da apoptose, sdo essenciais para o alargamento dos horizontes no
tratamento do CHC.

Esta necessidade de encontrar opc¢Ges terapéuticas seguras e eficientes, levou-
nos desenvolver um estudo em que se avaliou o potencial terapéutico de alguns
farmacos dirigidos a vias moleculares, especificamente inibidores do mTOR
(Everolimus), da farnesiltransferase (L-744,832) e do proteasoma (MG-262) quer em
monoterapia, quer em combinagdo entre si ou com a terapia convencional, em células
de Carcinoma Hepatocelular. Avaliamos ainda alguns dos mecanismos envolvidos na
citotoxicidade e/ou na sensibilidade das células a estes farmacos.

Para tal, as células HepG2 foram incubadas com concentragbes crescentes de
Everolimus, L-744,832 e MG-262 em monoterapia e em associacdo entre si ou com
terapia convencional, Doxorrubicina e 5-Fluorouracilo, durante diferentes intervalos de
tempo. A viabilidade celular foi avaliada pelo teste do Alamar Blue e o tipo de morte
por microscopia Optica e citometria de fluxo, recorrendo a dupla marcacdo com
anexina V (AV) e iodeto de propideo (IP), bem como pela expressdo da proteina
relacionada com a morte celular, a proteina BAX, utilizando um anticorpo anti-BAX.

Uma vez, que a ac¢do dos farmacos também pode estar relacionada com a sua
capacidade anti-proliferativa ou seja de induzir um bloqueio no ciclo celular, também

se analisou o ciclo celular e a expressdao da ciclina D1 por citometria de fluxo,
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recorrendo a marcag¢ao com iodeto de propideo e RNase, e anticorpo anti-ciclina D1,
respectivamente. Os mecanismos envolvidos na ac¢do dos farmacos, nomeadamente,
a expressao de laminas A/C, de conjugados de ubiquitina e de NF-kB, também foram
analisados por citometria de fluxo recorrendo a anticorpos monoclonais.

Assim, os resultados obtidos neste trabalho mostraram que os farmacos em
estudo induzem diminui¢do na proliferagao e viabilidade celular de forma dependente
da dose e do tempo de exposicdo. O IC50, as 48h, é atingido pelo Everolimus na
concentracgao de 10uM, para o L-744,832 a 50 uM e para o MG-262 a 25nM.

Além disso, o fdrmaco Everolimus e o MG-262 induzem morte celular
maioritariamente por apoptose, em monoterapia. No entanto a combina¢ao do
Everolimus ou do MG-262 com terapia convencional, Doxorrubicina ou 5-FU, ndo
demonstrou um aumento no efeito citotdxico. Pelo contrario, o L-744,832 ndo induz
efeito citotoxico em monoterapia, apesar de a sua associacdo com o 5-FU, induzir
morte celular por apoptose.

Para além da combinagdo com a terapia convencional, também se avaliou as
combinacbes entre os farmacos dirigidos a alvos moleculares, sendo que a Unica
associacao, entre os farmacos dirigidos a alvos moleculares, que efetivamente, tem a
capacidade de aumentar o efeito citotéxico, em relagcdo os fdrmacos em monoterapia,
é ado L-744,832 com o0 MG-262, aumentando a apoptose.

Assim, o principal mecanismo de morte envolvido na acgdo destes farmacos é a
apoptose, confirmada por citometria de fluxo, recorrendo a dupla marcagdo AV/Pl e
analise morfoldgica, o que pode estar relacionado com o aumento BAX.

Os efeitos citostaticos do Everolimus, L-744,832 e MG-262 sdao mediados por
um bloqueio do ciclo celular, em G1 para o Everolimus e em G2 para o L-744,832 e
MG-262. Contrariamente, ao esperado a expressdo de ciclina D1 ndo se relacionava
corretamente com alguns dos resultados obtidos no ciclo celular, sendo necessario um
estudo mais aprofundado. Para expressdo das laminas e do NF-kB, ndo se obteve os
resultados esperados, no entanto, parece que o aumento da expressao das laminas
pode estar associado a concentracdo do farmaco L-744,832 e o aumento do NF-kB

pode ser explicado por um mecanismo independente do proteasoma e da activa¢ao do



X

IkB. Os conjugados de ubiquitina aumentaram, como era esperado, mostrando a
inibicdo do proteasoma

Em suma, podemos concluir que os farmacos dirigidos a alvos moleculares
utilizados neste estudo, o inibidor do mTOR (Everolimus), da farnesiltransferase (L-
744,832) e do proteasoma (MG-262), podem constituir uma nova abordagem
terapéutica promissora no Carcinoma Hepatocelular, quer em monoterapia para o
Everolimus e MG-262, quer em combinacdo com a Doxorrubicina para o Everolimus, L-

744,832 e MG-262, para além destas, a combinacdo do L-744,832 com o0 MG-262.

Palavras-chave:
e Carcinoma Hepatocelular
e Terapia dirigida a alvos moleculares
e |nibidor do mTOR
e Inibidor da farnesiltransferase

e Inibidor do proteasoma
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Abstract

Hepatocellular carcinoma (HCC) represents a biologically and clinically
heterogeneous group of diseases, with a high worldwide incidence and associated with
a poor prognosis. Despite its significance, there are only limited therapeutic options,
many with negligible clinical benefit, since it is often diagnosed at an advanced stages
and it is highly resistant to currently available chemotherapeutic agents, being also
rarely amenable to radiotherapy. In fact, advances in the understanding of tumor
biology open new paths for the prevention and treatment of HCC through the
development of targeted therapies. The design of drugs that regulate cancer-related
pathways, such as the inhibition of proliferation pathways rat sarcoma/mitogen
activated protein kinase (RAS/MAPK) e phosphatidylinositide 3-kinases /protein kinase
B/mammalian target of rapamycin (PI3K/AKT/mTOR), or activation of apoptosis
pathways are essential to the opening of new horizons in the HCC treatment.

The need to find safe and efficient therapeutic options, led us to develop a
study to evaluate the therapeutic potential of some molecular pathways targeting
drugs, specifically mTOR (Everolimus), farnesyltransferase (L-744,832) and proteasome
inhibitors (MG-262) in monotherapy or in combination between themselves or with
conventional therapy, in a HCC cell line. We also evaluated some mechanisms involved
in cytotoxicity and cell sensibility to these drugs.

For this purpose, HepG2 cells were incubated in monotherapy with rising
concentrations of Everolimus, L-744,832 e MG-262 and in association between
themselves or conventional therapy, Doxorubicin and 5- Fluorouracil, during different
times. Cellular viability was assessed by Alamar Blue test and the type of cell death by
optical microscopy (May-Griinwald stain) and flow cytometry using annexin V (AV) and
propidium iodide (Pl), as well as death related proteins, BAX, expression using an anti-
BAX antibody. Once, these drugs can also be related to their capacity to induce an
arrest in cellular proliferation, we analyzed cell cycle and cyclin D1 expression by flow
cytometry using propidium iodide staining and anti-cyclin D1 antibody, respectively.
The mechanisms involved in these drug’s actions, namely, lamin A/C expression,
ubiquitin conjugates and NF-kB expression, was also analyzed by flow cytometry using

monoclonal antibodies.



IXV

The results obtained in this work, showed that the drugs used in this study
induce a reduction in cell viability in a dose and time of exposure manner. IC50, at 48
hours, was obtained for Everolimus at a concentration of 10 uM, for L-744,832 at 50
MM and for MG-262 at 25nM.

Furthermore, Everolimus and MG-262 induces cell death mainly by apoptosis,
in monotherapy. Although, Everolimus or MG-262 associated with conventional
therapy, Doxorubicin and 5- Fluorouracil (5-FU), did not show an increase in cytotoxic
effect

Cell death induced by this drugs occurs mainly by apoptosis for Everolimus and
MG-262 in monotherapy and some combinations, although for L-744,832 in
monotherapy did not show an increase in cell death, but in association, it is capable of
inducing a cytotoxic effect, in comparison with the effect of the drugs in monotherapy.
On the other hand, L-744,832 did not show a cytotoxic effect in monotherapy, even
though its association with 5-FU, induces cell death by apoptosis.

Beside the combination with conventional therapy, we also evaluated the
combination between the molecular targeted drugs, and we observed that the only
association, among molecular targeted drugs, with ability to increase cytotoxic effect,
in comparison with the effect of the drugs in monotherapy, is L-744,832 with MG-262.

So, the main mechanism of cell death involved in this drugs action, confirmed
by flow cytometry, using AV/IP staining e morphological analyses, which may be
related to an increase in BAX expression.

Cytostatic effects of Everolimus, L-744,832 e MG-262 are mediated by a cell
cycle arrest, in which we observed an accumulation of cells in G1 phase for Everolimus
and G2 phase for L-744,832 e MG-262.

Contrary to the expected, cyclin D1 expression did not relate correctly with
some results obtained in cell cycle analysis, requiring further study. For the expression
of lamins and NF-kB, we did not obtain the expected results, however, it seems that
the increase in lamins expression may be related to L-744,832 concentration and NF-kB
expression increase may be explained by an independent mechanism of 1kB activation.
Ubiquitin conjugates increase as expected, showing an inhibition of proteasome.

In sum, we can conclude that the molecular targeted drugs used in this study,

mTOR inhibitor (Everolimus), farnesyltransferase inhibitor (L-744,832) and proteasome
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inhibitor (MG-262), may be a new promising therapeutic approach in Hepatocellular
Carcinoma, either in monotherapy for Everolimus and MG-262 or in combination with
Doxorubicin for Everolimus, L-744,832 and MG-262, and, in addition to these, the
combination of L-744,832 with MG-262.

Key-words:
e Hepatocellular Carcinoma
e Molecular targeted therapy
e mTOR inhibitor
e Farnesyltransferase inhibitor

e Proteasome inhibitor
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1.1 Carcinoma Hepatocelular

O Carcinoma Hepatocelular (CHC) apresenta uma elevada incidéncia, sendo o
sexto cancro mais diagnosticado em todo o mundo. E ainda uma das neoplasias mais
agressivas e com pior prognostico em todo um mundo, sendo a terceira causa de
morte relacionada com cancro, sendo o nimero de mortes practicamente igual ao
numero de casos diagnosticado por ano (EASL-EORTC Clinical Practice Guidelines,
2012 e Lope, C. et al., 2012).

O CHC é o cancro do figado mais comum, representando 83% de todos os
casos, sendo que este tipo de cancro compreende neoplasias hepdticas primarias
diversas, que incluem o carcinoma hepatocelular, carcinoma do ducto biliar
intrahepatico (colangiocarcinoma), hepatoblastoma, cistoadenocarcinoma do ducto

biliar, hemangiossarcoma e hemangioma epitelioide (Farazi, P. & DePinho, R., 2006).

1.2 Epidemiologia e Etiologia do Carcinoma Hepatocelular

A incidéncia do CHC tem vindo a aumentar (EASL-EORTC Clinical Practice
Guidelines, 2012) e apresenta uma dispersao heterogénea (Figura 1), que reflecte as

diferencas regionais na prevaléncia de factores etioldgicos especificos.

W <40
B <58
[]=87
<17.7
B <934

%

Figura 1- VariagOes regionais nas taxas de mortalidade do CHC categorizadas por taxas

de mortalidade ajustadas a idade. As taxas sdao por 100,000 pessoas (adaptado de El-
Serag, H & Rudolph, L., 2007)
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A maioria dos casos de CHC (80%) tém origem na Asia Oriental e Africa
Subsariana, em que o factor de risco dominante é infeccdo crénica pelo virus da
Hepatite B (VHB), em conjunto com a exposicdo a aflatoxina B1 (AFB1). Por outro lado,
na América do Norte, Europa e Japao, a infeccdo pelo virus da Hepatite C (VHC) é o
principal factor de risco, bem como o consumo de alcool (Forner, A. et al., 2012). O
sexo masculino é muito mais afectado por esta patologia do que o feminino, sendo o
racio global de 2.4, no entanto em zonas muito afectadas aumenta (Vennok, A. et al.,
2010).

Assim, os principais factores de risco do CHC sdo a infeccdo crdnica pelo virus
da Hepatite B e C, o consumo crénico de alcool e a comida contaminada pela
aflatoxina B1l. Os mecanismos pelos quais, cada condicdo, pode levar ao
desenvolvimento de CHC serdo discutidos posteriormente.

Por outro lado, existem outros factores etiolégicos capazes de induzir o
desenvolvimento de CHC, como algumas doengas metabdlicas, nas quais se incluem, a
hemocromatose, que estd relacionada com o aumento da absorg¢do hepatica de ferro
gue provoca danos nas células hepaticas, a porfiria cutanea tardia, qua também esta
associada a um aumento ferro no figado, que, por sua vez, pode estar associada a um
aumento da inflamagao, necrose e fibrose, e a deficiéncia de al-antitripsina, que leva
ao aparecimento de polimeros de antitripsina nos hepatdcitos levando a sua morte e
aparecimento de cirrose (Badvie, S., 2000).

A diabetes parece também ser um possivel factor de risco para o
desenvolvimento de CHC, pois ja foi descrita uma maior incidéncia de CHC em doentes
diabéticos, sem historial de doengas hepdticas ou outros factores de risco (El-Serag, H.
et al., 2004). Esta predisposicdao pode estar relacionada com a resisténcia a insulina, e
com o aumento e acumulacdo hepatica de dacidos gordos livres. Este aumento
intrahepatico de acidos gordos pode provocar danos celulares, apoptose das células
hepaticas, inducdo de citocinas, geracdo de espécies reactivas de oxigénio, devido a
oxidacdo dos acidos gordos e, em ultima andlise, ao desenvolvimento de fibrose

(Farrel, G & Larter,C., 2004).
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As patologias conhecidas como figado gordo nado-alcodlico e esteato-hepatite
nao alcodlica, também podem contribuir para o desenvolvimento de fibrose e cirrose,

podendo, assim, levar ao desenvolvimento de CHC (Farrel, G & Larter, C., 2004).

1.3 Hepatocarcinogénese

O Carcinoma Hepatocelular, pode ser induzido por varios factores etioldgicos,
entre os quais salientamos os virus da Hepatite B e C, a aflatoxina B1 e o alcool,
fazendo com que o mecanismo indutor de carcinogénese subjacente a cada factor seja

diferente.

1.3.1- Hepatocarcinogénese induzida por virus

Os mecanismos de desenvolvimento de tumores hepaticos associados a virus
sao complexos e envolvem tanto factores virais como do hospedeiro. Existem dois
tipos de virus de Hepatite associados ao desenvolvimento de CHC, sendo estes o virus
da Hepatite B (VHB) e da Hepatite C (VHC), no entanto os mecanismos pelos quais

provocam hepatocarcinogénese sao diferentes.

1.3.1.1-Virus da Hepatite B

Apesar da maioria dos casos de CHC evoluir a partir de figados cirréticos, uma
parte significativa deste tipo de cancro relacionado com o VHB ocorre num contexto
de infecgdo crdénica viral na auséncia de cirrose hepatica, o que indica um papel mais
directo de VHB no processo tumoral (Neuveut, C., 2010).

O virus da Hepatite B é um virus de dupla cadeia de ADN parcial, ndo citopatico
mas hepatrdpico, que é classificado como membro da familia Hepadnaviridae (Farazi,
P. & DePinho, R., 2006).

O VHB tem dois mecanismos principais pelo qual induz hepatocarcinogénese,
contribuindo especificamente para o desenvolvimento do Carcinoma Hepatocelular

(Chemin, I. & Zoulim, F., 2008), sendo estes a integracao do acido desoxirribonucleico
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(ADN) viral no genoma do hospedeiro e as interac¢Ges virus-hospedeiro. Desta forma,
o VHB parece ter um envolvimento no processo directo na transformacdo hepdtica
maligna, pois esta associado a microdeleccbes de ADN nos hepatdcitos dos
hospedeiros (Farazi, P. & DePinho, R., 2006), tendo preferéncia por genes envolvidos
na sinalizacdo celular ou proliferacdo (oncogenes), para além de amplificar a
instabilidade cromossémica (Cougot, D., 2005). Assim, esta integracdo ndo-aleatdria de
ADN viral pode levar a activacdo de genes relevantes no cancro, tais como os que
regulam a imortalizacdo celular, como a telomerase reverse transcription (hTERT), a
proliferacdo celular, como a mitogen activated protein kinase 1 (MAPK1), a ciclina A e
o platelet-derived-growth-factor-B (PDGFB) e a viabilidade celular, como o receptor-
associated protein 1 do Tumor Necrosis Factor (TNF-R1)), promovendo a
hepatocarcinogénese (Neuveut, C., 2010 e Chemin, |. & Zoulim, F., 2008).

O gene X do VHB codifica uma pequena proteina (HBx) que é essencial para a
replicacdo do virus, mas cuja fungdo continua parcialmente desconhecida (Neuveut, C.,
2010 e Chemin, |. & Zoumim, F., 2009). Apesar das fung¢bes da proteina HBx ndo serem
completamente conhecidas, sabe-se que estd envolvida na transformac¢do maligna dos
hepatdcitos, ou seja pode promover a hepatocarcinogénese em ambientes propensos
ao desenvolvimento de cancro (Kew, M., 2011 e Chemin, |. & Zoulim, F., 2008). A sua
capacidade carcinogénica esta relacionada com as suas actividades pleiotrdpicas sobre
a regulacdo do ciclo celular, de vias de sinalizacdo tais como a rat sarcoma (RAS), RAS
function (RAF), cellular ju-nana (c-JUN), mitogen activated protein kinase (MAPK),
nuclear factor-kappa B (NF-kB), just another kinase-signaltransducers and activators
(JAK-STAT), FAK, e as vias da Protein Kinase C (PKC), bem como as vias de sinalizagao
dependentes da familia de tirosinas cinase Src e cascata de sinalizagdo
fosfatidilinosital-3-cinase (PI3K) (Kew, M. 2011) e reparacdo do ADN (Neuveut, C.,
2010).Para além disto, a proteina HBx pode ligar-se e inactivar ou reduzir a expressao
do gene supressor tumoral p53, aumentando a proliferacao celular e a sobrevivéncia, e
comprometendo a reparagdao do ADN, bem como de outros genes supressores
tumorais e de factores relacionados com a senescéncia celular (Kew, M., 2011 e Farazi,

P. & DePinho, R., 2006)
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As interaccbes entre o virus e o reticulo endoplasmatico (RE) do hospedeiro
parecem também contribuir para a hepatocarcinogénese induzida por VHB por
provocar stresse no RE, devido a grande quantidade de proteinas virais sem estrutura
ou com uma estrutura incorrecta que sdo sintetizadas pelos hepatdcitos infectados.
Esta situagdo induz stresse oxidativo e lesao no ADN mediada por radicais livres e
activacdo de células estreladas, predispondo as células a transformacdo maligna
(Chemin, I. & Zoulim, F., 2008)

As células T vao ter uma resposta imune vigorosa para combater a infec¢do, no
entanto, esta resposta contribui para a necrose dos hepatdcitos, inflamacgdo e,
consequente, regeneracao, podendo conduzir a carcinogénese hepatica. No caso de
infeccdo crénica pelo VHB esta leva a ciclos recorrentes de necrose-inflamacgao-
regeneracdo, sendo que essa replicacdo continua dos hepatécitos pode possibilitar a
propagacao de lesdes oncogénicas e erosdo dos telédmeros com a consequente

instabilidade genémica (Farazi, P. & DePinho, R., 2006).

1.3.1.2.- Virus da Hepatite C

O virus da hepatite C induz hepatocarcinogénese num contexto de lesdo
hepatica crénica, seguida de regeneracdo, provocando fibrose e, muito
provavelmente, cirrose. (Bouchard, M. & Navas-Martin, S., 2011). No entanto, a
progressao da fibrose é altamente variavel e é influenciada por varios factores, como o
consumo de alcool, a idade em que ocorre a infec¢do pelo VHC, o grau de inflamacgdo e
a existéncia de co-infec¢des com outros virus. (Severi, T. et al., 2010)

O virus da Hepatite C é um virus ARN de cadeia Unica de sentido positivo, ndo
citopatico, que é classificado como membro da familia Flaviviridae. (Szabd, E. et al.,
2004).

O ciclo de vida do VHC estda confinado ao citoplasma da célula hospedeira, pois
este ndo expressa uma transcriptase reversa (como o VHB), ndo sendo, por isso, capaz
de se integrar no genoma do hospedeiro, o que sugere, tal como referido
anteriormente, que o seu papel na carcinogénese é mediado por processos crénicos de

necrose-inflamacgdo, para além do efeito directo que as proteinas virais tém nos
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hepatdcitos, alterando uma série de vias de sinalizacdo intracelulares (Severi, T. et al.,
2010).

A proteina do nucleo do VHC é capaz de regular a proliferagao celular e o ciclo
celular por diferentes mecanismos, como a ligacdo ou modulacdo de varias proteinas
supressoras tumorais, como a p53, a p73 e a proteina do retinoblastoma (pRb) ou os
seus alvos, com activagdo de algumas vias intracelulares. A p21/WAF, que é um alvo
transcipcional da p53, que regula a actividade do complexo ciclina/cinase dependente
de ciclina (CDK), é também modelada pela proteina do nucleo do VHC. Para além de
actuar nas vias referidas anteriormente, a proteina do nucleo do VHC também activa a
cascata MAPK, uma via essencial para a promoc¢do da proliferagdo celular (Marra, M.,
et al., 2011). Além disso, esta proteina do nucleo do VHC também activa a via WNT/B-
catenina, que pode controlar a sintese de ADN e a progressao do ciclo celular, e a via
de sinalizacdo factor de crescimento transformante B (TGF-B), que é capaz de regular a
proliferacdo, a apoptose e a diferenciacao celular (Bouchard, M. & Navas-Martin, S.,
2011).

As proteinas ndo-estruturais do VHC, como as proteinas ndo estruturais 3, 4B,
5A (NS3, NS4B e NS5A, respectivamente) parecem também ter um contributo, embora
mais reduzido (ou indirecto), para a hepatocarcinogénese. A proteina NS3 também
interage com a p53, levando a supressdo da proteina p21/WAF. A proteina NS4B, por
seu lado, é capaz de induzir stresse no RE e regular o metabolismo dos lipidos, através
da activacdo da via de sinalizagdo Steral Regulatory Element-Binding Protein (SREBP) e
PI3K, levando a acumulacdo de lipidos. Por ultimo, a proteina NS5A é capaz de modular
varias vias intracelulares de evasdo a resposta imunitdria do hospedeiro, para além de
aumentar os niveis de espécies reacctivas de oxigénio (ROS), de NF-kB e de Signal
Transducer and activator of Transcription 3 (STAT3) (Bouchard, M. & Navas-Martin, S.,
2011)



1.3.2- Hepatocarcinogénese induzida por consumo crénico de
alcool

Em geral, qualquer condicdo que conduza a inflamagdo crdnica no figado, tal
como consumo crénico de alcool, causa alteragcdes gendmicas e mitocondriais nas
células, o que facilita o desenvolvimento de neoplasias (Lachemayer, A, at al., 2010).

O consumo crénico de alcool tem sido associado a producgdo de citocinas pro-
inflamatdrias que estimulam as células de Kupffer a libertar quimiocinas e citocinas,
tais como TNFa, Interleucina 1B (IL1 B), Interleucina 6 (IL6) e Prostaglandina E,. Estas
citocinas vao ter um efeito desfavoravel na sobrevivéncia dos hepatdcitos (Farazi, P. &
DePinho, R., 2009), uma vez que criam um ambiente propicio para a ocorréncia de
ciclos continuos de destruicdo-regeneragao crénica, que levam a cirrose e, em ultima
analise, a CHC, devido ao aumento da sensibilidade dos hepatécitos ao TNFa.

O 4alcool também interfere com os mecanismos de stresse oxidativo,
provocando um aumento de fibrose e cirrose, que sdo essenciais para um
microambiente permissivo para o desenvolvimento de CHC (Yang, J. et al., 2011). Os
efeitos proé-carcinogénicos do microambiente cirrdtico, vao activar as células
estreladas, aumentando significativamente a fibrose, bem como alterar vias de
sinalizacao, tal como a reducdo da Signal Transducer and activator of Transcription 1
(STAT1), diminuindo os efeitos protectores do interferdo gamma (IFNy) (Farazi, P. &

DePinho, R., 2009 e Yang, J. et al., 2011)

1.3.3- Hepatocarcinogénese induzida por Aflatoxina B1

A ingestdo da toxina fungica, aflatoxina B1 (AFB1), também representa um
aumento do risco de desenvolvimento do CHC. A AFB1 parece funcionar como um
agente mutagénico estando associada a mutacdes especificas da p53, nomeadamente
a mutacgdo tranversal de G:C para T:A no coddo 249 do gene p53 (Feitelson, M. et al.,
2002). Além disso, coopera na activacdo mutacional de oncogenes.

Ao contrario da hepatocarcinogénese induzida por HCV ou pelo alcool, ndo
existe uma conexdo clara entre a exposicdo a aflatoxina B1 e o desenvolvimento de

cirrose, indicando que as ac¢des mutacionais desta toxina podem ser o principal motor
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de desenvolvimento de CHC. E interessante notar que a exposi¢do a aflatoxina Bl
geralmente convive com a hepatite B, sendo que esses individuos possuem um risco 5
a 10 vezes superior para desenvolver CHC em comparagao com a exposi¢cdo a apenas
um desses factores (Kew,M. 2003). O mecanismo base desta sinergia ndo é conhecido,
embora pareca plausivel que a cooperacao seja derivada da mutagénese induzida pela
aflatoxina B1 e pelo continuo turnover e regeneragdo durante a infec¢do crénica por

HBV.

1.4 Progressao Histopatoldgica do Carcinoma Hepatocelular

A evolucdo neoplasica do CHC (Figura 2) é um processo complexo que envolve
varios mecanismos como alteracbes genéticas e/ou epigenéticas, aberragdes
cromossémicas e alteragdes em varias vias de sinalizagdo moleculares (Lachemayer, A,

et al., 2010), no entanto, ndo estd tdo bem caracterizada como em outras neoplasias.

Doenga hepatica

cronica Cirrose hepatica

Paragemna
*VHB proliferagdo de
*WHC Dano hepatacitos _—
shlcool | m——a Cicatrizagdo extensiva
*AFB1 Activagio das {colagénio)
células
estreladas Modulo hepaticos
,-°' 1 anormais
Bem diferenciado e
i '°\ .‘fﬂi @~ Instabilidade @, Instabilidade @05
) ¢ a,,f'i -}--*';5{0 genomica ,o._' & gendmica o) ©igy
Moderadamente diferenciado ',:f\r; ?‘\.f‘o' acentuada - r‘u_g_', moderada 'o;o ': 0
‘ l Carcinoma MNadulos Nadulos
Pouco diferenciado Hepatocelular displasticos hiperplasticos

Figura 2- Progressao das alteragdes histopatoldgicas e caracteristicas moleculares do
CHC. Apds lesdo hepatica por agentes hepatocarcinogénicos, como o 4dlcool, a
aflatoxina B1 e os virus da hepatite B e C, ocorrem ciclos continuos de necrose e
proliferacdo hepatica, que culminam em cirrose, com a formag¢ao de nddulos
hiperplasicos, que podem evoluir para nddulos displasicos e posteriormente para
carcinoma hepatocelular (CHC), devido a alteracdes moleculares. AFB1, aflatoxina B1;
VHB, virus da hepatite B; VHC, virus da hepatite C (Adaptado de Farazi, P. & DePinho,
R., 2006).
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Os varios factores de risco ou etioldgicos ja mencionados podem causar uma
lesdo inicial no figado e, posteriormente, ciclos continuos de lesdo-regenera¢do dos
hepatdcitos, tipico de doenca hepdatica crénica (Farazi, P. & DePinho, R., 2006), que
pode evoluir para cirrose. Os nédulos hiperplasicos de hepatécitos em regeneragao
tém caracteristicas citolégicas normais e representam um potencial primeiro passo
para o CHC. Estas lesdes podem progredir para nddulos displasicos pré-malignos, que
apresentam caracteristicas citoldgicas anormais, incluindo claras alteracdes celulares e
aglomeracdo nuclear, sendo que estas lesdes estdo associadas com um espessamento
da trabécula, o que indica uma arquitectura hepdatica anormal. Estes nddulos
displdsicos podem evoluir para CHC, que para além de todas as caracteristicas
anormais descritas anteriormente, é dotado da capacidade de invadir o estroma
fibroso circundante e os vasos sanguineos, podendo apresentar capacidade

metastatica (Okuda, K. et al., 2000).

1.5 Vias de sinalizacao intracelular

Existe uma série de vias de sinalizacdo intracelular que estdao envolvidas na
iniciacdo, progressdo e manuteng¢do do CHC, tais como a via de sinalizagdo WNT/B-
catenina, epidermal growth factor/ epidermal growth factor receptor (EGF/EGRF),
insulin growth factor/ insulin growth factor receptor (IGF/IGFR), rat sarcoma/ mitogen
activated protein kinase (RAS/MAPK), fosfatidilinositol-3-cinase /Protein kinase
B/mammalian target of rapamycin (PI13K/AKT/mTOR), vascular endothelial growth
factor [ vascular endothelial growth factor receptor (VEGF/VEGFR), fibroblast growth
factor/ fibroblast growth factor (FGF/FGFR),platelet derived growth factor/ platelet
derived growth factor receptor (PDFG/PDFG), proteina supressora tumoral p53 e do

nuclear factor-kappa B (NF-kB).

1.5.1- Via de sinalizagdo WNT/B-catenina

A via de sinalizagdo WNT/B-catenina esta frequentemente activada no CHC

(Villanueva A et al., 2007). A activacdo desta via foi descrita num tergo dos casos de
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CHC, apesar das mutagbes ocorrerem apenas em 17% dos casos (Laurent-Puig P et al.,
2001). E interessante notar, que a activacdo da cascata de sinalizagdo WNT tem uma
expressao muito mais acentuada nos casos de CHC positivos para VHC (Cervello, M. et
al., 2012).

A familia de genes WNT codifica glicoproteinas envolvidas no crescimento
celular, diferenciacdo, organogénese/embriogénese e oncogénese. Esta via de
sinalizacdo é activada extracelularmente pelos ligandos WNT que estimulam os
receptores Frizzeled (FZD), de forma a activar a via candnica da B-catenina (Figura 3)
ou a ndo candnica da cinase c-JUN N-terminal (JNK) e da proteina cinase C (PKC)
(Lachenmayer, A. et al., 2010)

Num estado estaciondrio (auséncia de proteina WNT), a B-catenina, o
principal interveniente na via candnica do WNT, é fosforilada nos residuos terminais de
um aminodcido de serina e treonina pela cinase de caseina 1 (CK1) e pela cinase da
sintetase do glicogénio 3B (GSK-3B). As proteinas, axina e adematous polyposis coli
(APC), facilitam a fosforilagdo da B-catenina, o que causa a sua ubiquitinacdo e,
consequente, degradacdo pelo proteasoma (Figura 3) (Cervello, M. et al., 2012)

Na presenca de WNT, a sinalizacdo é iniciada pela ligacdao da proteina WNT ao
seu receptor transmembranar, a proteina Frizzled e ao co-receptor low-density
lipoprotein-related protein (LRP) 5/6. Segue-se o recrutamento da proteina Dishevelled
(Dvl) pelo receptor FZD, formando-se o complexo DvI/FZD, que trasloca a axina para
LRP5/6, levando a inactivagcdo da cinase sintetase de glicogénio 3B (GSK-3B). Na
auséncia de fosforilacdo da B-catenina, esta é libertada do complexo de degradacdo
ubiquitina-proteasoma, acumulando-se no citoplasma. Como consequéncia, a B-
catenina é translocada para o nucleo, deslocando o inibidor transcripcional Groucho, e
liga-se ao complexo lymphoid enhancer factor (LEF)/T cell receptor (TCF), activando a
expressao de diferentes genes que regulam a proliferacao celular e apoptose (Figura 3)

(Cervello, M et al., 2012).
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Figura 3- Esquema simplificado da via de sinalizagdo candnica da WNT/B-catenina.
Na auséncia de ligacido de WNT aos receptors Frizzled (imagem a esquerda),
dishevelled continua inactiva e a B-catenina é marcada pela via adenomatous polyposis
coli/axin/glycogen-synthase-kinase 3B para degradacdo. Por outro lado, quando a
WNT se liga aos receptors Frizzled (imagem a direita), activa a dishevelled que desliga a
B-catenina do adenomatous polyposis coli complex, permitindo a sua associacdo com
factores de transcricdo e, subsequente, transcricdo dos genes alvo. APC, adenomatous
polyposis coli; Dsh, dishevelled; GSK-3B, cinase sintetase de glicogénio 3f; LEF,
lymphoid enhancer-binding factor; LRP, low-density lipoprotein-related protein; LDL-
receptor-related protein; TCF, T-cell factor; P, fosforilagao; CK1, cinase de caseina 1; B-
cat, B-catenina (adaptado de Cervello, M. et al., 2012).

Apesar da expressdo robusta desta via no CHC, existem poucos estudos de
aplicabilidade clinica, pois tem sido extremamente dificil dirigir uma terapéutica para
esta via. No entanto, existe um estudo pré-clinico no qual se suprimiu a B-catenina
através da utilizagdo de um pequenos ARN de interferéncia (siARN), o qual mostrou
gue a B-catenina é essencial para a sobrevivéncia e progressdo das células
cancerigenas, independentemente da existéncia de muta¢ao na B-catenina, abrindo
portas ao significado terapéutico da inibicdo da B-catenina no CHC (Zeng, G. et al,,

2007).
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1.5.2- Via de sinalizacdo EGF/EGFR

O EGRF tem actividade de tirosina cinase e apresenta um dominio extracelular
de ligacdo dos ligandos, um dominio transmembranar e um dominio intracelular, onde
reside a sua actividade de tirosina cinase. O EGRF pode formar um homo- ou
heterodimero, quando o ligando se liga, sendo que a dimeriza¢dao resulta na auto-
fosforilacdo do receptor e subsequente activacdo de uma série de vias de sinalizacao,
que incluem a via PI3K/AKT/mTOR e a via Ras/MAPK (Figura 4). Quase Todos os
receptores desta familia, se podem ligar a familia de factores de crescimento (FC),
sendo que para o EGFR os, principais, ligandos sdao o EGF, o TGF-a e a heparina.
(Cervello, M. et al., 2012)

Em alguns tipos de CHC existe uma sobre-expressdao de EGF ou EGRF
(Villanueva A et al., 2008), que tem vindo a ser associada com doenca em estadio
avancado, aumento da proliferacdo celular e grau de diferenciacdo tumoral
(Kannangai, R. et al., 2006). Para além disto, o EGF é um marcador de recidiva tardia de

CHC apds resseccao cirurgica (de novo CHC) (Hoshida, Y. et al., 2004).

1.5.3- Via de sinalizag¢do IGF/IGFR

A familia do insulin growth factor (IGF) tem um papel essencial no

desenvolvimento fetal, proliferacdo, diferenciacdo e crescimento celular, bem como na
apoptose, estando envolvida em varias neoplasias (Pollak, M. et al., 2004)
O sistema de sinalizagcdo IGF-1 receptor (IGFR) é mediado pelos ligandos circulantes,
IGF-1 e IGF-Il, que interagem com o receptor membranar, tal como o receptor IGF do
tipo | (IGF-1R), resultando na activacdo do dominio intrinseco de tirosina cinase,
iniciando vdrias cascatas de sinalizacdo, incluindo a PI3k/AKT/mTOR e RAS/MAPK
(Figura 4) (Lachmeyer, A. et al., 2010).
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Figura 4- Representacdo esquematica das vias de sinalizagdo PI3K/PTEN/AKT/mTOR
e RAS/MAPK apéds estimulacdo do receptor de tirosina cinase por um factor de
crescimento. A cascata RAS/MAPK traduz varios sinais extracelulares, sendo iniciada
pela activagdo de receptores de factores de crescimento, que por sua vez activam as
proteinas RAF, MEK e ERK, resultando numa sinalizagao proliferativa e antiapoptdtica.
FC,Factor de crescimento; P, fosforilacdo; SH2, Src-homology 2; RASSF1A, RAS-
association domain family 1; RAS, rat sarcoma; RAF, RAS function; MEK, MAP kinase
extracellular signal-regulated kinases; ERK, extracellular signal-regulated kinases; FOS,
proto-oncogene; SPRED, Sprouty-related protein with EVH-1 domain; p85PI3KA,
subunidade reguladora de 85 kDa do PI3K; p110PI3KA, subunidade catalitica com 110
kDa do PI3K; PIP2,...; PIP3,...; PTEN, gene supressor tumoral; PKD, cinase dependente
de fosfotidilinosideos; AKT, protein kinase B; mTOR, mammalian target of rapamycin;
p7056, 40S ribosomal protein kinase; 4E-BP1, eukaryotic initiation factor 4E-binding
protein-1 (adaptado de Cervello, M. et al., 2012; Zender, L. et al., 2010).

A sobre-expressdao de IGF-Il e IGF-1R contribuem para a proliferacao celular,

inibicdo da apoptose e aumento do comportamento invasivo do CHC (Breuhahn, K. &
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Schirmacher, P., 2008), sendo que o aumento de expressao de IGF-Il foi observado em
16% a 40% dos casos de CHC e a sobre-expressdo de IGF-1R em 30% dos doentes de
CHC (Cervello, M. et al., 2012)

1.5.4- Via de sinalizacdo RAS/MAPK

A via Ras/MAPK é activada pela ligagcdo de factores de crescimento, tal como o
EGF, hepatocyte growth factor (HGF), platelet derived growth factor (PDGF) e vascular
endotelial growth factor (VEGF), a receptores com actividade de tirosina cinase (TRK)
(Figura 4). Apds activacdo, a proteina RAS assume a sua forma ligada a trifosfato de
guanosina (GTP), que leva ao recrutamento da proteina RAF do citosol para a
membrana celular, onde fica activa, provavelmente por via da familia de tirosina
cinases SRC (McCubrey, J. et al., 2009 e McCubrey, J. et al., 2010). Por seu lado, a RAF
activa leva a fosforilacdo e activacdo das MAP kinase extracellular signal-regulated
kinases 1 e 2 (MEK1/MEK2), que por sua vez fosforilam e activam a extracellular signal-
regulated kinases 1 and 2 (ERK1/ ERK2) em residuos especificos de treonina e tirosina
(Xu, S et al., 1995). A ERK activada consegue translocar-se para o nucleo e fosforilar
factores de transcricdo nuclear, tais como, o ELK-1, CREB, FOS e globin transcription
factor 1 (GATA-1), bem como outros factores, que se ligam a promotores de muitos
genes, incluindo factores de crescimento e citocinas, que sdo importantes para
promover o crescimento celular e prevenir apoptose de varios tipos de células (Dauvis,
R. etal., 1995)

A desregulacdo da via RAS/MAPK tem um papel importante na carcinogénese,
incluindo o CHC, apesar de mutag¢des nos genes que codificam as proteinas RAS ou RAF
serem pouco frequentes neste carcinoma. Tal ndo impede que haja sobre-expressao
de RAS, estando este aumento relacionado com a diminui¢dao da expressdao dos genes
reguladores da RAS, por hipermetilacdo dos seus promotores, tais como o RAS-
association domain family 1A (RASSF1A) e o seu homdlogo RAS-effector 1A (NORE1A)
(Calvisi, D. et al., 2006).
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1.5.5- Via de sinaliza¢do PI3K/AKT/mTOR

A via de sinalizagdo PI3K/AKT/mTOR estd envolvida em numerosos processos
celulares, incluindo proliferacdo, diferenciacdo, apoptose, progressao do ciclo celular,
entre outros, para além disso, quando desregulada tem uma enorme capacidade
tumorigénica e angiogénica (Lachmeyer, A. et al., 2010), sendo que, em 50% dos
doentes com CHC, se verifica uma sobre-activacdo da via mTOR (Villanueva, A. et al.,
ver ano).

A AKT pode ser activada através da ligacdo de um factor de crescimento (tal
como, EGF ou IGF) a um receptor tirosina cinase, por activa¢do constitutiva de PI3K ou
perda de funcdo do gene supressor tumoral PTEN (Figura 4), por silenciamento
epigenético ou mutagdes somaticas (Llovet, J. & Bruix, J., 2008 e Zender, L. et al.,
2010).

A PI3K é uma proteina heterodimérica, com uma subunidade reguladora de 85
kDa (p85PI3KA) e uma subunidade catalitica com 110 kDa (p110PI3KA), sendo que esta
proteina fosforila uma série de fosfolipidos membranares, levando a formacdo do 4,5-
bifosfato-fosfatidil de inositol (PIP2) e 3,4,4-trifosfato-fosfatidil de inositol (PIP3), que,
por sua vez, activam a cinase dependente de fosfotidilinosideos (PDK), responsavel
pela activagdo da serine-threonine kinase AKT/protein kinase B (PKB) (Figura 4).

O mTOR é regulado positivamente pela AKT, e fosforila componentes da
maquinaria celular que sintetiza proteinas tal como a cinase de serina-treonina 40S
ribosomal protein kinase (p70°°) e a tradug3o do repressor eukaryotic initiation factor
4E-binding protein-1 (4E-BP1) (Figura 4), ambas reguladoras por importantes factores
envolvidos na proliferacao celular, tais como, o ¢-MYC, a ciclina D1, o pRb, e na

angiogénese, como o HIF1-a.

1.5.6- Vias de sinaliza¢do VEGF/VEGFR, FGF/FGFR e PDFG/PDFGR

A elevada vascularizagdo é uma caracteristica do CHC, pois as células tumorais
libertam factores angiogénicos, tais como, o factor de crescimento endotelial vascular

(VEGF), o factor de crescimento de fibroblastos (FGF) e o factor de crescimento
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derivado da plaqueta (PDFG), em resposta a condi¢cbes de hipdxia e privacdo de
nutrientes, activando, assim, as células endoteliais (Zender, L. et al., 2012).

O VEGF é considerado o factor angiogénico mais potente no CHC, o qual esta
normalmente sobre-expresso nestes tumores, bem como os seus receptores, VEGFR-1
e VEGFR-2. Para além disto, os niveis de expressdao de VEGF estdo relacionados com a
agressividade da doenca (Zender, L. et al., 2012) e com pior progndstico apos
resseccao (Poon R. et al., 2004).

A familia de receptores FGF inclui 4 receptores transmembranares (FGFR1-4) e
um receptor soltuvel (FGF5) e, pelo menos 23 ligandos conhecidos. Esta via esta sobre-
expressa no CHC, o que provoca um aumento da angiogénese tumoral (Imura S. et al.,
2004). Para além disso, as vias de sinalizacdo FGF e VEGF, parecem ter um efeito
sinergistico na promocao da angiogénese (Yoshiji H. et al., 2002)

A via de sinalizaggo do PDGF parece também estar envolvida no
desenvolvimento da angiogénese no CHC, (Campbell J. et al., 2005), sendo um dos

alvos do sorafenib, um inibidor multi-cinase, que sera discutido posteriormente.

1.5.7- Proteina supressora tumoral p53

A proteina supressora tumoral p53 encontra-se mutada em mais de 50% de
todos os tumores humanos. O seu principal papel é preservar a estabilidade genética
sendo considerada a guardia do genoma. Quando o ADN sofre danos, havendo indugao
de stresse celular, a p53 assume a sua forma activa, e previne danos posteriores e a
transformacao oncogénica, por activacdao da apoptose ou por bloqueio do ciclo celular
permitindo a reparacao do ADN (Zender, L. et al., 2010).

Geralmente, 30 a 60% dos casos de CHC transportam mutacdes do gene da
p53, no entanto, o espectro de muta¢Bes pontuais no CHC varia de acordo com a

etiologia da patogénese molecular subjacente (Nashida, N. & Goel, A., 2011).
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1.5.8 - Via do NF-kB

A via do nuclear factor-kappa B (NF-kB) é reconhecida como uma liga¢do
subjacente entre inflamacdo e transformacdo maligna, em muitos tipos de cancro,
incluindo o CHC. O NF-kB tem uma expressdo aberrante no CHC e regula uma série de
genes relacionados com a tumorigénese, tais como, os que medeiam a inflamacao,
sobrevivéncia e proliferacdo celular, invasdo, angiogénese e metastizacdo (Arsura, A &
Cavin, L., 2005 e Cervello, M. et al., 2012)

O NF-kB é um factor de transcricdo ubiquo presente em todos os tipos
celulares, constituido por duas sub-unidades, p50 e p65. Na auséncia de estimulacdo, o
NF-kB reside inactivo no citoplasma complexado com o seu inibidor, o IkBa formando
um heterodimero de p50, p65 e IkBa. A ligacdo de ligandos, tais como citocinas ou
lipopolisacarideos (LPS), vai provocar o recrutamento e activacdo da cinase kB (IKK). A
posterior fosforilagdo de residuos de serina do I1kB pela IKK, leva a ubiquitinacdo de IkB
e subsequente degradacdao proteossomal. O NF-kB (as subunidades p50 e p65) fica
entado livre, migra para o nucleo onde activa a expressao de varios genes envolvidos na

carcinogénese (Arsura, A & Cavin, L., 2005 e Cervello, M. et al., 2012).

1.6 Estadiamento do Carcinoma Hepatocelular

A classificacdo e o estadiamento do cancro pretende estabelecer um
progndstico e permitir adequar o tratamento para cada doente. Nos tumores sélidos, o
seu prognostico esta, geralmente, relacionado com o estddio em que o tumor se
apresenta no momento do diagndstico. No entanto, no CHC, a determinacdo do
progndstico é mais complexa, pois, geralmente, existem duas condi¢cGes patoldgicas
subjacentes, o cancro e a cirrose, que também vai afectar o progndstico (Bruix, J. &
Sherman, M., 2010).

Existem varios sistemas de estadiamento do CHC, no entanto o mais utilizado,
tanto pela American Association for study of liver diseases (AASLD) como pela
European Association for study of liver (EASL), é a classificagdo BCLC (Barcelona-Clinic
Liver Cancer) (Figura 5), pois inclui variaveis de progndstico que estdo relacionadas

com o estado do tumor (sistema TNM — tamanho, nimero, invasao vascular, N1, M1),
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funcdo hepatica e estado de saude com variaveis de tratamento, obtidas de estudos de
cohort e estudos randomizados. A classificacdo BCLC, divide os doentes de CHC em
cinco estadios (0, A, B, C e D) de acordo com as varidveis pré-estabelecidas de
progndstico e direcciona a terapéutica a ser usada conforme o estadio da doenca. A
previsdao do progndstico é definida por varidveis relacionadas com o estado do tumor,
a funcao hepatica (Child-Pugh’s) e o estado da saude (ECOG). A terapéutica a utilizar
depende de vaérias varidveis que tém um impacto na terapéutica a utilizar, tais como a
bilirrubina, a hipertensdo portal e a presenga de sintomas (AASLD practice guidelines e

EASL-EORTC practice guideline).

PETO, Child-Pugh A PSTD-2, Cnild-PughA-B E&T=2, Cnild-Pugh C™
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Figura 5- Sistema de estadiamento BCLC e estratégia terapéutica do CHC (adaptado

de EASL-EORTC practice guideline, 2012).

Recentemente, tem havido um esforco significativo para estabelecer uma
classificacdo molecular do CHC, no entanto é um objectivo dificil de atingir, devido a
extrema complexidade gendémica do CHC (Severi et al., 2010). Além disso, nas
guidelines do tratamento do CHC (EASL) ndo existe a recomenda¢dao de nenhuma

terapéutica especifica para determinadas sub-classes moleculares.
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1.7 Tratamento do Carcinoma Hepatocelular

O tratamento do CHC é regido, na maior parte dos centros clinicos, pelos
parametros do BCLC (Figura 5) tal como referido anteriormente, sendo que doentes
com CHC inicial (estadio 0 e A) podem beneficiar de tratamentos curativos (resseccao,
transplante de figado ou ablagdo percutanea), enquanto que os que se encontram em
estadios intermédios e avancados (estadio B e C) apenas podem beneficiar de alguns
tratamentos, tais como, quimio-embolizagdo ou radio-embolizacdo transarterial, e
para doentes terminais (estddio D) a Unica opc¢do sdo os cuidados paliativos (Severi, T.

etal., 2010).

1.7.1- Tratamentos Curativos

1.7.1.1.- Ressecc¢ao hepatica

A resseccdo é o transplante hepatico que apresenta os melhores resultados no
tratamento do CHC (com cerca de 60-80% de sobrevivéncia a 5 anos), sendo a primeira
linha de tratamento para doentes com tumores iniciais, e o Unico considerado
curativo.

A resseccdo hepatica é o tratamento preferencial para doentes sem cirrose, nos
quais se pode realizar uma ressec¢dao massiva sem taxas de complicagbes com
mortalidade baixa e um resultado razoavel (sobrevivéncia a 5 anos de 30-50%). (Llovet,

J. et al., 2005)

1.7.1.2- Transplante hepatico

De uma perspectiva oncoldgica, o transplante hepdatico é preferivel a ressec¢do
cirargica, pois pode remover todos os foci tumorais intra-hepaticos, bem como o
figado cirrético que apresenta um grande potencial oncogénico (Lope, C. et al., 2012).

O transplante de figado é a primeira linha de tratamento para doentes com
varios nédulos tumorais, 3 ou menos nédulos com 3 ou menos centimetros, ou um
Unico tumor com menos de 5cm (critérios de Milan) e disfung¢dao hepatica avancada. Se

estes critérios foram aplicados, consegue-se uma taxa de sobrevivéncia a 5 anos
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superior a 70% e recidivas que variam de 5% a 15% (EASL-EORTC practice guideline,
2012).

O transplante de figado apresenta como maior limitagdo a falta de dadores de
figado, pois existe sempre um periodo de espera entre o doente ser colocado nas listas
de transplantacdo e a cirurgia, o que pode levar ao crescimento e aparecimento de
complicagdes graves (invasdo vascular e expansdao extra-hepatica) para a

transplantacdo (Bruix, J. & Sherman, M., 2010).

1.7.1.3- Ablagdo local

A ablagdo percutanea é a melhor opgdo terapéutica para doentes com CHC
inicial, mas que ndo sdo candidatos a terapéuticas cirurgicas. As células cancerigenas
hepaticas podem ser destruidas por substancias quimicas, tais como, etanol ou acido
acético, ou através de variacdes térmicas (através de radiofrequéncia, laser, micro-
ondas ou crioterapia) (Meza-Junco, J. et al., 2012).

A primeira técnica de ablacdo local foi a injec¢do percutanea de etanol (IPE),
que induz necrose do tecido tumoral, como resultado de desidratacdo celular,
desnaturacdo proteica e oclusdo quimica de pequenos vasos tumorais (Lencioni, R.,
2010). Doentes com tumores inferiores a 5cm ou com trés lesdes inferiores a 3cm,
podem atingir uma taxa de sobrevivéncia a cinco anos de 50%, no entanto para
tumores mais pequenos, até 3cm, o resultado é mais promissor ocorrendo uma
necrose de 80%. No entanto, a IPE tem uma limitagao importante, que reside no facto
de ter uma taxa de recidiva local alta, que pode atingir 33 a 43% em trés anos (Salhab,
M. & Canelo, R., 2011).

A ablagao por radiofrequéncia (ARF) induz necrose por coagulacdo do tumor,
através da energia gerada, produzindo um “perimetro de seguranca” no tecido
peritumoral, podendo eliminar pequenos satélites tumorais que nao tivessem sido
detectados (Meza-Junco, J. et al., 2012). A ARF tem um maior efeito anti-cancerigeno,
necessitando de menos sessdes do que IPE para alcancar os mesmos efeitos, tendo
uma menor taxa de recidiva em dois anos (2 a 18%, em relagdo a 11 a 45%) (Salhab, M.

& Canelo, R., 2011).
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Actualmente, a ARF é o melhor tratamento por abla¢do, no entanto a IPE
continua a ter um papel importante, quando o tumor se situa perto de d6rgdos
importantes ou grandes vasos, pois pode haver destruicdo destes induzida pelo calor

(Lope, C. et al., 2012)

1.7.2- Tratamentos Nao-Curativos

1.7.2.1.- Quimioembolizacao Transarterial

A quimioembolizacao transarterial (TACE) é a primeira linha de tratamento para
CHC nao-resecavel e doentes com CHC em estadio intermédio (Meza-Junco, J. et al.,
2012). A quimioembolizagdo transarterial (TACE) tira partido da dupla vascularizagao
hepatica, arterial (25%) e portal (75%), e da vascularizacdo preferencialmente arterial
(80%) do CHC, bem como da sua intensa actividade neo-angiogénica durante a sua
progressdo. A infusdo intra-arterial do agente citotdxico, seguida da embolizacdo dos
vasos sanguineos que “alimentam” o tumor, vai provocar um forte efeito citotdxico e
isquémico. Adicionalmente a hipdxia aumenta a permeabilidade celular e dessa forma
a concentracdo local do agente quimioterapico (Kalva, S. et al., 2008).

Os agentes terapéuticos convencionais mais utilizados sdo a quimiembolizacao
com doxorrubicina ou cisplatina (misturados com lipiodol), atingindo-se uma taxa de
sobrevivéncia média para casos de CHC em estddio intermédio de cerca de 16 meses e
com a quimioembolizacdo transarterial de cerca de 20 meses (Salhab, M. & Canelo, R.,
2011).

Existem algumas estratégias para maximizar a actividade anti-tumoral e os
beneficios clinicos da quimiembolizagdo, como por exemplo a utilizacdo de
microesferas carregadas com o farmaco anticancerigeno que permite maximizar e
prolongar a concentragao intratumoral do farmaco, que é libertado ao longo de uma
semana, bem como obstruir os vasos tumorais. Esta estratégia aumenta a
concentragao local do farmaco e apresenta toxicidade sistémica negligenciavel (Varel,

M. et al., 2007)
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1.7.2.1.- Sorafenib

O carcinoma hepatocelular estd entre os tumores mais resistentes a
quimioterapia e, até recentemente, ndo eram recomendadas terapéuticas sistémicas
para doentes com CHC avancado. No entanto, o maior conhecimento dos mecanismos
moleculares envolvidos na hepatocarcinogénese, permitiu que, em 2007, o sorafenib
emergisse como a primeira terapia sistémica, prolongando a sobrevivéncia dos
doentes com CHC e, consequentemente, tornando-se numa referéncia do tratamento
de doentes com CHC avancado (Llovet, M. & Bruix, J. 2008 e Llovet, M. et al., 2008).

O Sorafenib é um inibidor multicinase oral que diminui a proliferagao celular
sendo acompanhado por uma reducdo da angiogénese tumoral. O sorafenib inibe a
actividade de varios alvos presentes nas células tumorais (CRAF, BRAF, V600E BRAF, c-
KIT e FLT-3) e na vasculatura tumoral (CRAF, VEGFR-2, VEGFR-3 e PDGFR-R8). As RAF
cinases sdo cinases de serina/treonina, enquanto que c-KIT, FLT-3, VEGFR-2, VEGFR-3 e
PDGFR-R sdo recetores de tirosina cinase (Villanueva, A. et al., 2007 e Llovet, M. et al.,
2008. Este farmaco permite aos doentes com CHC avang¢ado um ganho médio de 3
meses de vida (Llovet, M. et al., 2008), que apesar de parecer modesto, é um avanco
significativo e importante para estes doentes e para a investigacdo de novas

terapéuticas dirigidas a alvos moleculares.

1.8 - Outras terapias dirigidas a alvos moleculares

O sorafenib (inibidor de multi-cinases) representa uma importante descoberta
no conhecimento do comportamento do CHC, para além de um avango essencial no
tratamento e melhoria da sobrevivéncia para doentes, que até este farmaco, nao
tinham nenhum tipo de terapéutica disponivel. Além disso, também demonstra que a
terapia dirigida pode superar a resisténcia ao tratamento desta neoplasia (baseado em
Llovet, J. & Bruix, J., 2008).

A accdo especifica dos farmacos dirigidos a alvos terapéuticos minimiza a
toxicidade tipica da quimioterapia sistémica. Para além disso, a sua eficacia pode ser
maximizada, utilizando-os em terapia combinada, quer seja com a quimioterapia

convencional ou com outros farmacos dirigidos a alvos moleculares em diferentes vias
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de sinalizacdo (Cervello, M. et al., 2012, Lachenmayer, A. et al., 2010 e Llovet, J. &
Bruix, J., 2008) ou na mesma via em niveis diferentes.

Apesar da complexidade molecular do CHC, existe um vasto espectro de
farmacos em estudos clinicos, quer em monoterapia, quer em terapia combinada
(Tabela 1 e 2, respectivamente), sendo que a maioria dos farmacos é dirigido a
sinalizacdo do EGRF (Erlotinib, Gentifinib, Lapatinio e Cetuximab), do mTOR
(Everolimus, Sirolimus), angiogénese (Bevacizumab, Sorafenib, Sunitib) e do IGF (OSI-

906, Cixutumumab e AVE-1642) (Lachenmayer, A. et al., 2010), entre outros.

A investigacdo realizada em torno das vias de sinalizagao celular envolvidas na
hepatocarcinogénese levou ao desenvolvimento de novos alvos moleculares,

nomeadamente os envolvidos nas vias mTOR, proteasoma e farnesil-transferase.

1.8.1-Inibidores do mTOR

Os inibidores do mammalian target of rapamicyn (mTOR) apresentam uma boa
estratégia terapéutica, pois sdo capazes de modular a via de sinalizagdo
PI3K/AKT/mTOR, que é um ponto de convergéncia de muitos estimulos de crescimento
e que controla vdrios processos celulares correlacionados com a tumorigénese
(LoPiccolo, J. et al., 2008). Para além disto, esta via esta sobre-expressa em cerca de
50% dos casos de CHC, como referido anteriormente.

O mammalian target of rapamicyn (mTOR) é uma proteina cinase essencial na
regulacdo da sinalizacdo da transducdo de varios factores de crescimento e proteinas
ao nivel do ARN mensageiro (mARN) e ribossoma, com um efeito regulador na
progressdo do ciclo celular, proliferacdo e crescimento celular (Strimpakos, A. et al.,
2009). Funciona ainda como um regulador central no crescimento e proliferagdo

celular, permitindo a progressao da fase G1 para fase S (Sabatini, D., 2006).

1.8.2- Inibidores da farnesiltransferase

Tal como referido anteriormente, uma das vias mais sobre-expressas no CHC, é

a via de sinalizagdo RAS/MAPK. A proteina RAS tem que sofrer varias modificaces pos-
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traducdo para ficar activa e desencadear a cascata de sinalizacdao, sendo um dos
processos essenciais a isoprenilacdo, catalisada pela enzima farnesiltranferase (Apples,
N. et al., 2005). Esta enzima catalisa a transferéncia de um grupo farnesil para o
residuo terminal de cisteina dos seus substratos, entre os quais as proteinas RAS, RhoB
e laminas (Bishop, W. et al., 2003). Desta forma, os inibidores da farnesiltransferase
(IFT) poderao constituir uma abordagem terapéutica promissora no CHC. Os IFT, ao
bloguearem a accdo da farnesiltransferase, alteram o conteddo de RAS na forma
activa, bloqueando a via de sinalizagdo RAS/MAPK envolvida na proliferacdo celular.
Contudo, a acg¢do dos IFT, como o L-744,832, ndo é especifica da proteina RAS e pode
alterar outras proteinas que sejam substrato da enzima farnesiltransferase (Appels,N.

et al. 2005).

1.8.3- Inibidores do proteasoma

A degradacdo intracelular de proteinas em células eucariotas ocorre
principalmente pelo sistema ubiquitina-proteasoma (SUP) (Orlowski, R. et al., 2008).
Neste sistema, as proteinas sinalizadas para degradacdo s3o previamente
ubiquitinadas (insercdo de um polipéptido de ubiquitina com 76 aminodcidos), e
posteriormente degradadas no proteasoma 26S, uma protease multicatalitica (Inoue,
T. et al., 2006). O SUP é essencial para a renovacdo de proteinas, mas também para a
proliferagdo, sobrevivéncia e activacdao do NF-kB (D’Alessandro, A. et al., 2009).

Uma vez que, o SUP é responsavel pela degradacdo de proteinas do ciclo
celular, moléculas supressoras tumorais, oncogenes, factores de transcricdo e
proteinas apoptoéticas (Inoue, T. et al., 2006), é possivel que os inibidores do
proteasoma (IP) possam afectar os processos bioldgicos, incluindo o desenvolvimento
de cancro. Estes inibidores vao provocar, como principal mecanismo, a acumulagao de
substratos do proteasoma, tais como proteina anémalas, levando a morte celular
(D’Alessandro, A. et al., 2009). De facto, ja estd aprovado para tratamento de alguns
tumores hematoldgicos um inibidor do proteasoma, o Bortezomib. Contudo, a

utilizacdo destes novos farmacos no CHC ndo estd ainda totalmente clarificada.
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1.9 - Objectivos

O CHC é um tumor altamente agressivo com baixa ou nenhuma resposta as
terapias comuns, sendo que o Unico tratamento que pode ser curativo é o transplante
ou resseccao hepatica. Para doentes com CHC avancado ndo existe nenhuma opc¢ao
terapéutica com elevada eficidcia, sendo que todos os doentes nesta fase nao
sobrevivem. Assim, é essencial o desenvolvimento de novas terapéuticas mais eficazes
e seguras, quer em monoterapia quer em terapia combinada com outros agentes
terapéuticos anti-cancerigenos.

A terapia dirigida tem um papel importante no tratamento de CHC,
particularmente em estadios avancados, sendo que a utilizacdo de agentes que actuam
sobre moléculas especificas da carcinogénese é uma estratégia promissora.

Os inibidores do mammalian target of rapamicyn (mTOR) apresentam uma
estratégia promissora, devido a sua capacidade de inibirem a via de sinalizacdo
PI3K/AKT/mTOR, a qual controla varios processos celulares relacionados com a
tumorigénese, estando sobre-expressa em cerca de 50% dos casos de CHC.

Uma vez que, o sistema ubiquitina-proteasoma é responsavel pela degradacao
de proteinas do ciclo celular, moléculas supressoras tumorais, oncogenes, factores de
transcricdo (como o NF-kB) e proteinas apoptdticas, é possivel que os inibidores do
proteasoma possam afectar os processos bioldgicos, incluindo o desenvolvimento de
cancro. De facto a proteina RAS tem que sofrer varias modificagdes pds-tradugdo para
ficar activa e desencadear a cascata de sinalizacdo, sendo um dos processos essenciais
a isoprenilacdo, catalisada pela enzima farnesiltranferase. Assim, os IFT ao bloquearem
a accao da farnesiltransferase, alteram o conteddo de RAS na forma activa,
bloqueando a via de sinalizagdo RAS/MAPK envolvida na proliferagdo celular.

Dentro deste contexto, os objectivos alargados deste trabalho s3ao avaliar a
importancia da via mTOR, da farnesiltransferase e do proteasoma como potenciais

alvos terapéuticos no Carcinoma Hepatocelular. Em particular pretendemos:

e Avaliar a eficacia terapéutica do inibidor do mTOR (Everolimus), da

farnesiltransferase (L-744,832) e do proteasoma (MG-262), em monoterapia e
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em associacdo entre si ou com farmacos convencionais, Doxorrubicina e 5-

Fluorouracilo, em células de Carcinoma Hepatocelular, HepG2.

e Estudar alguns mecanismos envolvidos na citotoxicidade e/ou inibicdo da
proliferacdo mediada pelo Everolimus, L-744,832 e MG-262 quer em
monoterapia quer em associacdo entre si, ou com Doxorrubicina ou 5-

Fluorouracilo, em células de Carcinoma Hepatocelular, HepG2.



129

Capitulo 2. Materiais e Métodos
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2.1 Linha celulares

A linha celular HepG2 é uma linha celular derivada de células de Carcinoma
Hepatocelular humano. Foram oferecidas pela Professora Doutora Filomena Botelho,
do laboratério de Biofisica da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra,
Portugal.

A linha celular humana HepG2 foi inicialmente isolada a partir de tecido
hepatico (bidpsia) de um individuo do sexo masculino americano e caucasiano com 15
anos de idade, apresentando uma expressdo normal de p53, tendo sido estabelecida
por Aden et al, (1979). As caracteristicas morfoldgicas e a forma das células sdo do tipo
epitelial compativeis com as células parenquimais do figado. A andlise histoldgica
bidpsia do figado revelou um carcinoma celular bem diferenciado com um padrao

trabecular.

2.2.1- Propagacao e Manutengao das linhas celulares

A linha celular, HepG2, utilizada neste estudo cresce em monocamada (células
aderentes) em meio Dulbecco's Minimal Essential Medium (DMEM), com L-glutamina
2mM, NaHCOs, penincilina (100U/mL,) estreptomicina (100ug/mL) e canamicina
(100pg/mL), enriquecido com soro bovino fetal com a concentragado final de 10% (v/v).
Assim, as células foram propagadas e mantidas em cultura no meio apropriado a
temperatura de 37°C, numa atmosfera humedecida contendo 5% de CO,.

Para que haja a manutencdo das linhas celulares em estudo, é necessario que,
quando ocorra uma confluéncia de células superior a 60%, estas sejam removidas do
frasco de cultura e sejam colocadas num novo frasco a uma densidade inferior (cerca
de 1x10* células/cm), sendo viavel a sua proliferagdo até nova sub-cultura, processo

este que se repete a cada trés ou quatro dias.

2.3 - Analise da viabilidade e proliferacao celular

Nos ensaios de viabilidade celular, as células foram colocadas em meio de

cultura 24h antes da adicdo do farmaco, a uma concentracdo de 75.000 células por

sz.
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Para avaliar a viabilidade celular utilizou-se o teste do Alamar Blue. Para o
efeito, as células foram mantidas na auséncia (controlo) e presenca dos farmacos MG-
262 (concentragao de 10nM a 250nM), L-744,832 (1uM a 100uM), Everolimus (10nM a
50 puM), 5-Fluorouracilo (25uM to 1mM) e Doxorrubicina (10ng/mL a 500ng/mL)
durante 72h.

Para avaliar os possiveis efeitos sinergisticos da utilizacdo dos novos farmacos
(Everolimus, L-777,832 e MG-262) em combinacdo entre si e/ou com a terapia
convencional (Doxorrubicina e 5-Fluorouracilo), em comparac¢do ao efeito do farmaco
isolado utilizou-se concentragdes inferiores ao IC50 de cada farmaco.

O Alamar Blue é um método colorimétrico/fluorimétrico para a andlise da
proliferagdo celular, baseado num ensaio metabdlico que envolve a adigdo de um
indicador redox fluorogénico a cultura celular (resazurina) (Perrot et al, 2003). A
resazurina, que é um composto azul ndo fluorescente (forma oxidada), vai ser
incorporada pelas células, actuando como um aceitador intermedidrio de electrdes da
cadeia respiratéria mitocondrial ao nivel do complexo IV (Perrot el al, 2003). Esta
reaccao redox é acompanhada de alteracdo de cor do composto, passando de azul
indigo, ndo fluorescente, para rosa fluorescente (resorufina).

Esta alteracdo de cor pode ser facilmente medida por espectrofotometria ou
espectrofluorimetria (Al-Nasiry et al, 2007; O'Brien et al., 2000). Em particular, neste
estudo, analizou-se a absorvancia nos comprimentos de onda de 570nm (forma
oxidada) e 600nm (forma reduzida), sendo a diferenca proporcional as células viaveis.

Podendo a viabilidade ser calculada pela seguinte férmula:

[(A570nm —A600nm)Amostra]- [(A570nm —A600nm) Branco]
[(A570nm —A600nm)Controlo]- [(A570nm —A600nm) Branco]

Viabilidade celular (%) = X100

Estes testes sdo utilizados para avaliar a viabilidade/proliferagdo das linhas
celulares durante o seu crescimento e manutengao e para avaliar os efeitos citotoxicos

dos farmacos em teste.
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2.4 - Citometria de fluxo

A citometria de fluxo é uma técnica que permite a contagem e andlise
multiparamétrica de particulas biolégicas em suspensdo, baseada nas propriedades
Opticas (dispersdao de luz e emissdo de fluorescéncia) apresentadas pelas mesmas.
Assim, esta técnica baseia-se na dispersdo de luz, frontal (forward scatter — FSC) e
lateral (side scatter — SSC), emitida por uma fonte de luz (laser de argon), e pela
fluorescéncia emitida por fluorocromos ligados a anticorpos monoclonais ou outros
compostos (Bernas, T., 2006).

Para a citometria de fluxo, as células foram, também mantidas em cultura
durante 24h antes da adi¢ao de farmaco, numa concentra¢do de 75.000 células/cm?.

As células foram incubadas durante 48h com cada farmaco em estudo, quer no
seu IC50, quer na concentragdo que foi utilizada na terapia combinada. Para além

disso, também se incubou as células com a combinacdo dos varios farmacos.

2.4.1 - Analise da morte celular por dupla marcagao com Anexina V
e lodeto de Propideo

Para avaliar o tipo de morte celular induzida pela ac¢do dos farmacos nas linhas
celulares de carcinoma hepatocelular, utilizou-se a citometria de fluxo recorrendo a
dupla marcacdo das células com Anexina V, conjugada com uma sonda fluorescente de
isotiocianato de fluoresceina (Anexina V-FITC), e iodeto de propideo. Esta técnica
permite-nos distinguir as células vidveis das ndo viaveis, e dentro destas as que estao
em apoptose inicial, em apoptose tardia/necrose e necrose (Darzynkiewicz et al.,
1997). O iodeto de propideo (IP) entra nas células que tém alteracdo da
permeabilidade membranar, intercala-se no ADN e emite fluorescéncia, permitindo a
sua identificacdo. Assim, este intercalante do ADN marca as células que se encontram
em apoptose tardia e necrose. Por sua vez, a Anexina V liga-se ao fosfolipido
membranar fosfatidilserina, normalmente presente no folheto interno da membrana,
mas que é exteriorizado numa fase inicial da apoptose, quando ainda ha a integridade
membranar. Deste modo, quando as células sdo incubadas com estes dois

fluorocromos, as células em apoptose inicial, e por conseguinte com a membrana
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integra, coram com a Anexina V (positivas) e ndo pelo IP (negativas). Pelo contrario, as
células em apoptose tardia e/ou necrose ficam marcadas por ambos os fluorocromos
(Anexina V e IP positivas) enquanto que a marcacdo s6 com iodeto de propideo

identifica as células em necrose (Anexina V negativas e IP positivas) (Figura 6).
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Figura 6 — Dot plot representativo da analise da viabilidade e morte celular por
citometria de fluxo recorrendo a dupla marcagao das células com Anexina V e lodeto
de propideo (IP). A vermelho esta representado a distribuicdo das células viaveis
(Anexina V-/IP-), a verde as células em apoptose inicial (Anexina V+/IP-) e em azul as
células em apoptose tardia/necrose (Anexina V+/IP+). A amarelo estdo as células em
necrose (Anexina V-/IP+).

Para este estudo, o meio de cultura das células, nas respectivas condicbes a
analisar, foi recuperado para um falcon e as células sdo lavadas com PBS, que também
é recuperado para o mesmo falcon. Seguidamente, as células foram tripsinizadas e
recuperadas para o mesmo falcon e centrifugadas a 750xg durante 5 minutos. Apds
esta centrifugacdo, aspirou-se o meio e adicionou-se 1 mL de PBS, sendo este passo
repetido. Seguidamente ressuspendeu-se as células em 100uL de tampao de ligagdo da
anexina V (Annexin V-binding buffer) e adicionou-se 5 pL de anexina V-FITC e 1 uL de
Pl, e incubou-se durante 15 minutos a temperatura ambiente no escuro, apds os quais
se adicionou mais 400 pL de tampao de ligagdo da anexina V (Annexin V-binding
buffer). Apds este procedimento as células foram analisadas num citometro de fluxo

FACScalibur (BD Biosciences, Heildelberg, Germany), que esta equipado com um laser
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de argon, utilizando um comprimento de onda de 525nm para a anexina V e 610nm
para Pl.
Os resultados sdo apresentados em percentagem de células vidveis, em

apoptose inicial, apoptose tardia/necrose e necrose.

2.4.2-Analise de mecanismos envolvidos na citoxicidade induzida
pelos farmacos

Para tentarmos perceber o mecanismo envolvido no efeito antiproliferativo ou
citotoxico dos farmacos, analisou-se por citometria de fluxo a expressao do regulador
apoptoético BCL-2-associated X protein (BAX), dos conjugados de ubiquitina, das

laminas A/C, dos niveis de ciclina D1 e do NF-kB

2.4.2.1- Analise da expressao de BAX

A familia de proteinas B cell lymphoma-2 (BCL-2) sdo as proteinas mais
proeminentes na via intrinseca da apoptose, sendo que algumas destas proteinas tem
uma actividade proé-apoptética, tal como BAX, BCL-2 antagonist/killer 1 (BAK), BH3-
interacting domain death agonist (BID), e outras anti-apoptoéticas, BCL-2, B-cell
lymphoma extra large (BCL-XL) e myeloid cell leukaemia differentiation protein 1 (MCL-
1) (Ghobrial, I. et al., 2005).

Assim, para se proceder ao estudo da expressao da proteina BAX por citometria
de fluxo, que é uma proteina intracelular, aspirou-se o meio das células, lavadas de
seguida com PBS e tripsinizou-se as células, que, posteriormente, foram centrifugadas
a 1500 rpm durante 5 minutos e lavadas com PBS duas vezes. Seguidamente, as células
foram ressuspensas em 100 pL de Solucdo A (reagente de fixacdo da Immunotech) e
incubadas durante 15 minutos a temperatura ambiente no escuro. Apés a incubacao,
as células foram novamente centrifugadas a 300xg durante 5 minutos, aspirou-se o
meio, e ressuspendeu-se as células com 100 pL de Solucdo B (reagente de
permeabilizacdo da Immunotech) e 10 uL do anticorpo monoclonal anti-BAX marcado
com Ficoeritrina (PE). Incubou-se durante 15 minutos, a temperatura ambiente no

escuro, apods os quais, se adicionou 1mL de PBS e se centrifugou a 300xg durante 5
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minutos. Apds esta Ultima centrifugacdo, adicionou-se 500 uL de PBS. Seguidamente as
células foram analisadas no citémetro FACScalibur (BD Biosciences, Heildelberg,
Germany), que estd equipado com um laser de argon, utilizando um comprimento de
onda de 610 nm para anti-BAX.

Utilizou-se o mesmo protocolo para avaliar a expressdo de niveis de ciclina D1
(anti-ciclina D1-PE), lamina A/C (anti-lamina A/C-PE), conjugados de ubiquitina (anti-
ubiquitina-FITC), e NF-kB fosforilado (anti-NF-kB f-PE).

Os resultados sdao expressos em média de intensidade de fluorescéncia (MIF),
qgue é proporcional aos niveis de expressdao de cada molécula ligada ao respectivo

anticorpo.

2.4.2.2- Analise da expressao de Ciclina D1

A ciclina D1 é uma proteina envolvida na passagem da fase G1 para a fase S,
assim é possivel averiguarmos se os farmacos utilizados sdo capazes de interferir com
o ciclo celular, através do bloqueio de uma das vias de sinalizacdo envolvidas na
proliferacdo e progressao do ciclo celular.

O mesmo protocolo de 4.2.1 foi seguido para a avaliagdo da expressao de

ciclina D1, utilizando-se neste ensaio um anticorpo anti-ciclina D1 marcado com PE.

2.4.2.3- Analise da expressao de laminas

As laminas sdo moléculas que para serem activadas requerem a ac¢do da
enzima farnesiltransferase. Esta enzima transforma as prelaminas em laminas, sendo
esta accdo bloqueada pela presenca dos inibidores farnesil-transferase. A andlise da
expressao das laminas na auséncia e na presencga do inibidor L-744,832 por citometria
de fluxo permite inferir relativamente a actuacdo do composto sobre os seus alvos
moleculares.

O mesmo protocolo de 4.2.1 foi seguido para a avaliacdo da expressdo de

laminas, utilizando-se aqui um anticorpo anti-laminas marcado com PE.
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2.4.2.4- Analise da expressao conjugados de ubiquitina

Os conjugados de ubiquitina referem-se as proteinas marcadas para
degradacdo no proteasoma, ou seja proteinas que sofreram ubiquitinacdo. Se existir
inibicdo da actividade do proteasoma, pelo MG-262, estas proteinas ubiquitinadas
acumular-se-3o no citoplasma celular, o que pode ser detectado por citometria.

O mesmo protocolo de 4.2.1 foi seguido para a avaliagdo da expressao de
conjugados de ubiquitina, utilizando-se aqui um anticorpo anti-ubiquitina marcado

com FITC.

2.4.2.5- Expressao de NF-kB

A expressdo do NF-kB é regulada pelo proteasoma, uma vez que o inibidor do
NF-KB, o IkB, que sequestra no NF-kB no citoplasma, é degradado neste complexo
enzimatico. Avaliou-se, em particular, a expressdo do NF-kB fosforilado, pois esta
fosforilagdo sé ocorre apds a degradacgdo do IkB e é essencial para a sua translocagao
para o nucleo.

Assim, determinou-se a expressdao do NF-kB fosforilado, por citometria de fluxo,
com recurso a um anticorpo anti-NF-kBf, marcado com PE, seguindo o mesmo

protocolo de 4.2.1.

2.4.3- Analise do Ciclo Celular

O efeito antiproliferativo dos farmacos foi avaliado pela analise do ciclo celular,
uma vez que a quantificacdo do contelddo de ADN nos permite conhecer a distribuicdo
das células pelas diferentes fases do ciclo celular: Go/G31, S e G,/ M (Sarmento-Ribeiro,
A., 2000).

Tal é conseguido pelo uso de iodeto de propideo (IP), o qual se intercala no
ADN e emite fluorescéncia. Esta fluorescéncia, detectada por citometria de fluxo, é
proporcional a quantidade de IP que se intercalou no material genético das células e,
portanto, proporcional a quantidade de ADN presente em cada uma. Deste modo, é
possivel distinguir células em fase Go/G1 e em G,/ M, pois estas ultimas tém o dobro de

quantidade de ADN, que se replicou em fase S, com quantidade intermédia de ADN
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(Sarmento-Ribeiro, A., 2000 e Krishan, A., 1975). Além disso, é ainda possivel distinguir
células que se encontram em apoptose, nas quais ocorreu fragmentacdo do material
genético e que apresentam, por isso, menor conteido de ADN (pico pré-Go/G1)
(Sarmento-Ribeiro, A., 2000).

Deste modo, findo um periodo de incubacdo de 48h recolheram-se as células,
para cada condi¢cdo experimental, e lavou-se com PBS por centrifuga¢dao durante 5min
a 1000 xg. Seguidamente, as células foram incubadas, durante 30 minutos, a 4°C, com
200 pl de etanol a 70%, que foi adicionado por pipetagem lenta e em agitacao. Findo o
tempo de incubagao, as células foram lavadas com PBS por centrifugacdao a 300 xg,
durante 5 minutos. Apés a lavagem, as células foram ressuspensas e incubadas em 500
ul da solucdo de iodeto de propideo e RNASE (PI/RNASE) (Immunostep), durante 15
minutos, a temperatura ambiente, no escuro. Seguidamente, os resultados relativos ao
conteudo de ADN foram analisados recorrendo a um citdmetro de fluxo, FACSCalibur
(BD Bioscience), e ao programa ModFit LTTM.

Os resultados sdo expressos em percentagens de células em cada fase do ciclo

celular.

2.5 - Andlise Morfologica das células

A andlise das caracteristicas morfoldgicas das células HepG2, incubadas na
auséncia e na presenca dos farmacos anticancerigenos, foi efectuada por microscopia
Optica ap6s a realizacdo de esfregacos de células e coloracdo dos mesmos com corante
de May- Griinwald-Giemsa. Esta técnica permitiu-nos confirmar o tipo de morte
celular induzida pelos farmacos com base nas caracteristicas morfoldgicas tipicas de
necrose e apoptose. Para o efeito os esfregacos efectuados foram visualizados
utilizando o microscopio éptico Leitz Dialux 20 com uma camara digital Moticam 2300,
para obtencdo das imagens. Segundo esta metodologia, os esfregacos de células sao
preparados a partir da recolha de células previamente incubadas, num periodo de 48h,
na auséncia e na presenca de fadrmacos, nas condicGes experimentais determinadas.

Assim, foram recolhidas 500 mil células lavadas por centrifugacdo com tampao

fosfato (PBS) por um periodo de 5min a 1000 xg. Findo o tempo de centrifugagdo o
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sobrenadante foi desprezado e as células foram ressuspensas em 10puL de soro bovino
fetal (FBS), para a realizacdo dos esfregacos. Posteriormente, os esfregacos obtidos
anteriormente foram corados com solucdo de May-Griinwald (preparada em 0.3% de
metanol e diluida de 1:1 com agua destilada, na altura da sua utilizacdo). De seguida
foi adicionada solucdo de Giemsa (1gr de corante Giemsa, 66mL de glicerol e 66mL de
metanol, diluida numa razdo de 1 para 8 com agua destilada, na altura da utilizacao)
por um periodo de 15 minutos. Por fim, os esfregacos foram lavados com &gua
destilada e secos ao ar, sendo a morfologia celular analisada por microscopia éptica e

posteriormente fotografada.

2.6 - Analise estatistica

O tratamento estatistico dos resultados obtidos nas diferentes condi¢cdes em
estudo foi realizada recorrendo a analise de variancia estatistica de dois ou mais
grupos em simultaneo pelo teste ANOVA, tendo-se utilizado o teste de Turkey para a
comparagado entre todas as condi¢des em estudo.

Os resultados foram analisados utilizando os programas GraphPad 5.0, sendo
que em todas as analises efectuadas se considerou um nivel de significancia de 95%

(p<0,05), apresentando-se os dados sobre a forma de média * desvio padrao.
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Capitulo 3. Resultados
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3.1- Avaliag¢ao do potencial terapéutico dos farmacos: curvas
dose-resposta

Para avaliar o potencial terapéutico do inibidor do mTOR (Everolimus), da
farnesiltranferase (L-744,832) e do proteasoma (MG262) na linha celular de Carcinoma
Hepatocelular, as células HepG2, procedeu-se a afericao da viabilidade celular, através
do teste do Alamar Blue, na auséncia (controlo) e presenca do farmaco, em varias
concentragdes durante 72h, quer em monoterapia quer em combina¢ao com terapia

convencional (Doxorrubicina e 5-FU) ou entre eles.

3.1.1 - Avaliacao do potencial terapéutico dos farmacos utilizados
em monoterapia.

Inicialmente, avaliou-se o potencial terapéutico dos farmacos utilizados,
através do seu efeito na viabilidade das células HepG2, recorrendo a curvas dose-
resposta. Estas curvas permitem-nos obter o IC50 de um determinado farmaco para a
linha celular utilizada neste estudo, ou seja, saber a concentragao de farmaco capaz de
reduzir a viabilidade das células em 50%. A partir da determinacdo do IC50, podemos
avancar para uma estratégia de terapéutica combinada, utilizando cada um dos

farmacos em doses inferiores ao respectivo IC50.

3.1.1.1 - Curvas dose-resposta da Doxorrubicina e 5-Fluoruracilo em
monoterapia em células HepG2.

Numa primeira fase, foi avaliado o efeito citotéxico dos farmacos
anticancerigenos convencionais, doxorrubicina e 5-Fluorouracilo nas células HepG2
(Figura 7) e determinado o IC50 nestas células para posterior aplicabilidade em terapia
combinada.

Na Figura 7, pode observar-se que ha diminuicdo da viabilidade celular de
forma dependente da dose e do tempo de exposi¢cdao a Doxorrubicina. De facto, o IC50,

as 24h, é de 250ng/mL, e as 48h, de 100ng/mL.
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No entanto, nas células tratadas com o farmaco Doxorrubicina nas
concentra¢des mais baixas (10 e 25 ng/mL) ocorre recuperag¢do da viabilidade celular
apés as 24h de tratamento, apesar da concentracdo de 10ng/mL ndo ser
estatisticamente significativa. No entanto, para concentracbes mais elevadas, com
excepcdo da concentracdo mais elevada de 500ng/mL, esta recupera¢do é menos

acentuada e ocorre mais tardiamente (as 48h).
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Figura 7 - Efeito da Doxorrubicina na viabilidade das células HepG2. As células HepG2
foram incubadas a uma densidade inicial de 75.000 céIuIas/cmz, durante 72 horas, com
diferentes concentragdes de farmaco, como indica o grafico. Apds cada 24 horas de
incubacdo, realizou-se o ensaio do Alamar Blue, como descrito nos materiais e
métodos. Os resultados sdo apresentados em percentagem de viabilidade celular em
relacdo ao controlo (células sem farmaco) e representam a média * desvio padrdo de 3
a 4 ensaios independentes. Observou-se algumas diferencas estatisticamente
significativas entre as diferentes condi¢des em relagdo ao controlo (***, p<0.001, teste
ANOVA).

Na figura 8, podemos observar que o 5-FU também induz diminui¢do da

viabilidade celular de forma dependente da dose e do tempo de exposicdo. O IC50,
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apenas obtido apds 48h de incubacdo, é de cerca de 500 uM, enquanto que as 72h

este é de aproximadamente 100 uM.

100

g 75+

o

=

E

@ 50_ * %K %k

=]

o sk sk sk

o

_ EX 3 3

L

35 * Kk

> 25_ 3k 3k %k
3K K K

0 T T 1
0 24 48 72
Horas
—= (CTL 5-FU 25uM 5-FU 50uM 5-FU 100uM

-*- 5-FU250uM =—e— 5-FU500uUM -®- 5-FU1lmM

Figura 8- Efeito do 5- FU na viabilidade das células HepG2. As células HepG2 foram
incubadas a uma densidade inicial de 75.000 células/cmz, durante 72 horas, com
diferentes concentrac¢des de farmaco, como indica o grafico. Apds cada 24 horas de
incubacdo, recolheram-se as células e efectuou-se o ensaio do Alamar Blue, como
descrito nos materiais e métodos. Os resultados sdo apresentados em percentagem de
viabilidade celular em relacdo ao controlo (células sem farmaco) e representam a
média + desvio padrdo de 3 a 4 ensaios independentes. Observou-se algumas
diferencas estatisticamente significativas entre as diferentes condi¢des em relacdo ao
controlo (***, p<0.001, teste ANOVA).

3.1.1.2 - Curvas dose-resposta do Everolimus, L-744,832 e MG-262, em
monoterapia.

Como se pode observar na Figura 9, verifica-se diminuicdo da viabilidade celular
de forma dependente da dose e do tempo de exposi¢cdo ao Everolimus, sendo o IC50
as 24h de 25 pM e as 48h de 10 uM. Nas células tratadas com 50uM observa-se
redugdo acentuada da viabilidade celular de cerca de 100%, apds 24h de incubagao,

gue se mantém até as 72h.
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Figura 9- Avaliagdao da viabilidade celular apés incubag¢do das células HepG2 com
Everolimus.As células HepG2 foram incubadas a uma densidade inicial de 75.000
céIuIas/cmZ, durante 72 horas, com diferentes concentragdes de farmaco, como indica
o grafico. Apds cada 24 horas de incubacao, realizou-se o ensaio do Alamar Blue, como
descrito nos materiais e métodos. Os resultados sdo apresentados em percentagem de
viabilidade celular em relacdo ao controlo (células sem farmaco) e representam a
média + desvio padrdo de 3 a 4 ensaios independentes. Observou-se diferencgas
estatisticamente significativas entre as diferentes condi¢cdes em relagdo ao controlo
(***, p<0.001, teste ANOVA).

Na Figura 10, esta representado o efeito do inibidor da farnesiltransferase, L-
744,832, na viabilidade das células HepG2. Como podemos verificar o L-744,832
utilizado induz diminui¢do da viabilidade celular de forma dependente da dose e do
tempo de exposicdo, sendo o IC50 as 24h e 48h de 50 uM, enquanto as 72h este é
alcangado com uma concentragao de farmaco préxima de 25 uM. Na concentragdo de
100uM observa-se reducdo acentuada da viabilidade celular, aproximadamente de
100%, logo as 24h, que se mantém até as 72h. Em baixas concentragdes (1, 2.5, 5 e
10uM), a partir das 48h, ocorre uma certa recuperagdo na viabilidade celular,

chegando a haver recuperacdo total da viabilidade com a concentracdo 1uM as 72h.
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Isto podera sugerir que, em baixas concentracdes o efeito do L-744,832 é reversivel ao

longo do tempo.
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Figura 10- Efeito do L-744,832 na viabilidade das células HepG2. As células HepG2
foram incubadas a uma densidade inicial de 75.000 céIuIas/cmz, durante 72 horas, com
diferentes concentrac¢des de farmaco, como indica o grafico. Apds cada 24 horas de
incubacdo, realizou-se o ensaio do Alamar Blue, como descrito nos materiais e
métodos. Os resultados sdo apresentados em percentagem de viabilidade celular em
relacdo ao controlo (células sem farmaco) e representam a média * desvio padrao de 3
a 4 ensaios independentes. Observou-se algumas diferencas estatisticamente
significativas entre as diferentes condicdes em relagdo ao controlo (*, p<0.05; **,
p<0.01; ***, p<0.001, teste ANOVA).

Quando as células sdo expostas ao inibidor de proteasoma, MG-262, verifica-se
igualmente diminui¢do da viabilidade celular de forma dependente da dose e do
tempo de exposi¢cao, como se pode observar na Figura 11. Assim, e apesar da
diminuicdo da viabilidade, ocorrer logo as 24h, atingindo-se o IC50 quando as células
sdo tratadas com MG-262 na concentragao de 100 nM, as 48h, 25 nM deste farmaco
sdo suficientes para atingir o IC50. Além disso, apdés 48h de incubacdo, para

concentragdes superiores a 100 nM de MG-262, este tem um efeito semelhante,
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reduzindo a viabilidade das células para préximo dos 5%, independentemente da

concentracdo utilizada.
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Figura 11- Efeito do MG-262 na viabilidade das células HepG2. As células HepG2
foram incubadas a uma densidade inicial de 75.000 células/cm?, durante 72 horas, com
diferentes concentragdes de farmaco, como indica o grafico. Apds cada 24 horas de
incubagdo, realizou-se o ensaio do Alamar Blue, como descrito nos materiais e
métodos. Os resultados sdo apresentados em percentagem de viabilidade celular em
relacdo ao controlo (células sem farmaco) e representam a média * desvio padrdo de 3
a 4 ensaios independentes. Observou-se diferencas estatisticamente significativas
entre as diferentes condicdes em relagdo ao controlo (***, p<0.001, teste ANOVA).

3.1.2 - Avaliagao do potencial terapéutico dos farmacos dirigidos a
alvos moleculares em combinagdao com farmacos convencionais ou
entre si.

Apds a determinacdo do IC50 para os fdrmacos utilizados neste estudo,
Everolimus, L-744,832, MG-262, Doxorrubicina e 5-Fluorouracilo, em monoterapia,
avaliou-se ainda o efeito da combinag¢do destes compostos na viabilidade celular de
forma a diminuir a concentracdo dos mesmos e verificar uma possivel potenciacdo dos

seus efeitos.
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Para o Everolimus as combinagdes consistiram na combinagao do Everolimus
com Doxorrubicina, ou 5-FU, ou L-744,832 e/ou MG-262, sendo que este tipo de

esquema foi repetido para o L-744,832 e MG-262.
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Figura 12- Efeito da combinag¢ao de Everolimus com Doxorrubicina e 5-FU na
viabilidade celular das células HepG2. As células HepG2 foram incubadas a uma
densidade inicial de 75.000 céIuIas/cmz, durante 72 horas, com diferentes
concentrac¢des de farmacos, como indica o grafico. Apds cada 24 horas de incubacao,
realizou-se o ensaio do Alamar Blue, como descrito nos materiais e métodos. Os
resultados sdo apresentados em percentagem de viabilidade celular em relacdo ao
controlo (células sem fdrmaco) e representam a média + desvio padrdao de 3 a 4
ensaios independentes. Observou-se diferencas estatisticamente significativas entre as
diferentes condi¢cdes em relagdo ao controlo (***, p<0.001, teste ANOVA).

Como podemos observar na figura 12, a combinacdo do Everolimus com os
farmacos anticancerigenos convencionais (Doxorrubicina e 5-FU) induz uma
diminuicdo da proliferacdao celular. De salientar a combinagdo de Everolimus com
Doxorrubicina, que além de ultrapassar a recuperacdo de viabilidade nas células
tratadas com Doxorrubicina, potencia de forma clara o efeito deste farmaco
relativamente ao efeito obtido em monoterapia, pois as 72h, a Doxorrubicina reduz

apenas 5% da viabilidade celular e o Everolimus 45%, enquanto que em combinagdo ha
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uma redugdo de 65%, ocorrendo um efeito sinérgico. Por seu lado, a combinagdo de
Everolimus com 5-FU produz uma reducdo de viabilidade de 75%, no entanto o 5-FU
isolado causa uma redugdo de 55%, o que indica ndo ocorrer um efeito sinérgico.

A combinagdao do inibidor da farnesiltransferase com as terapéuticas
convencionais induziu uma diminuicdo da viabilidade dependente do tempo e dos

farmacos utilizados na associa¢do terapéutica, como se pode observar na figura 13.

100 & & &

-------- I * %k ok
g 79 i -----------
s N T * % %
E
> 50- o
E k 3k %k
= %%k
B
.o
= 25

0 T T 1
0 24 48 72
Horas
-2 CTL 5-FU 50 uM Doxo 50ng/mL L-744 25u

=%-  |-744 25uM+ Doxo 50ng/mL == L-744 25.M + 5-FU 50uM

Figura 13- Efeito da combinacio de L-744,832 com Doxorrubicina e 5-FU na
viabilidade das células HepG2. As células HepG2 foram incubadas a uma densidade
inicial de 75.000 células/cmz, durante 72 horas, com diferentes concentragdes de
farmacos, como indica o grafico. Apds cada 24 horas de incubacgao, realizou-se o ensaio
do Alamar Blue, como descrito nos materiais e métodos. Os resultados sdo
apresentados em percentagem de viabilidade celular em relagdo ao controlo (células
sem farmaco) e representam a média + desvio padrdo de 3 a 4 ensaios independentes.
Observou-se diferencgas estatisticamente significativas entre as diferentes condi¢des
em relagdo ao controlo (***, p<0.001, teste ANOVA).

Apesar da combinagao do L-744,832 com o 5-FU parecer ser mais eficaz do que
quando em associacdo com a Doxorrubicina, pelo menos apds 24h de incubagao, tal

ndo se verifica no final das 72 horas de incubacdo. De facto, apds 72h, nas células
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tratadas com a associacdo do IFT com 5-FU o efeito é préximo do observado nas
células tratadas com o 5-FU isolado, pois observa-se uma redugdo de 65% e 55%,
respectivamente, sendo que esta associacdo ndo revelou um efeito sinérgico. Por
outro lado, nas células tratadas com a combinacdo do IFT com a Doxorrubicina,
observa-se reducdo da viabilidade celular de aproximadamente 45%, enquanto nas
células tratadas com os fadrmacos em monoterapia esta redugdo é apenas de 5% para a
Doxorrubicina e de aproximadamente 25% para o IFT, o que corresponde a um efeito

sinérgico (figura 13).
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Figura 14- Efeito da combinagao deMG-262 com Doxorrubicina e 5-FU na viabilidade
das células HepG2. As células HepG2 foram incubadas a uma densidade inicial de
75.000 células/cm?, durante 72 horas, com diferentes concentracdes de farmacos,
como indica o grafico. Apds cada 24 horas de incubacdo, recolheram-se as células e
efectuou-se o ensaio do Alamar Blue, como descrito nos materiais e métodos. Os
resultados sdo apresentados em percentagem de viabilidade celular em relagdo ao
controlo (células sem farmaco) e representam a média + desvio padrdo de 3 a 4
ensaios independentes. Observou-se diferencas estatisticamente significativas entre as
diferentes condi¢cdes em relagao ao controlo (***, p<0.001, teste ANOVA).

Na figura 14 estd representado o efeito da associacdo do inibidor do

proteasoma, MG-262, com os farmacos Doxorrubicina e 5-FU na viabilidade das células
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HepG2. Tal como se verificou nas associa¢des anteriores, observa-se uma diminuigao
da viabilidade que depende dos farmacos utilizados e do tempo de incubagdo. Como
se pode verificar, apés 72h de incubagdo, para ambas a combinag¢des, existe uma
reducdo da viabilidade celular muito semelhante (para valores préximos dos 20%).
Além disso observa-se uma reducdo da viabilidade de 80%, aproximadamente,
relativamente ao obtido com os fdrmacos administrados isoladamente (redugdo de 5%
com Doxorrubicina e de 55% com 5-FU e MG-262). Contudo, este efeito é mais
significativo na combinacdo de MG-262 com a Doxorrubicina, pois houve um efeito
sinérgico.

Realizou-se ainda a combina¢do entre os varios farmacos dirigidos a novos
alvos moleculares, inibidores do mTOR (Everolimus), da farnesiltransferase (L-744,832)
e do proteasoma (MG-262). Na figura 15, podemos observar que nas combinacgdes
entre os novos farmacos, existe uma diminuicdo da viabilidade para todas as
combinagbes, sendo que o esquema terapéutico que causa maior redugdo de
viabilidade é a combina¢do de Everolimus com L-744,832, embora os valores da
reducdo de viabilidade da combinacado dos trés farmacos apresentem uma curva muito
parecida, tanto em forma como em valores.

Como podemos observar na figura 15, ocorre uma reducdo de viabilidade
celular de 45%, 25% e 55% paro o Everolimus, L-744,832 e MG-262, respectivamente.
A combinacdo de Everolimus com L-744,832 causa uma reducdo de 80% na viabilidade
celular, ocorrendo efeito sinérgico. Para a combinac¢do do Everolimus com o MG-262,
observa-se uma reducdo de 65% na viabilidade, ndo apresentando efeito sinérgico. A
associacao do L-744,832 com o MG-262 ndo parece trazer nenhum tipo de vantagem
terapéutica, pois a redugdo de viabilidade celular é de 55%, que é a mesma que a do
MG-262 em monoterapia. A associacdo dos trés farmacos, Everolimus, L-744,832 e
MG-262, causa uma reducao de viabilidade celular de 75%, ndao apresentando,

também, efeito sinérgico.
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Figura 15- Efeito da combinacdo dos trés farmacos em estudo, na viabilidade das
células HepG2. As células HepG2 foram incubadas a uma densidade inicial de 75.000
céIuIas/cmZ, durante 72 horas, com diferentes concentra¢cdes de fdrmacos, como
indica o grafico. Apds cada 24 horas de incubagao, realizou-se o ensaio do Alamar Blue,
como descrito nos materiais e métodos. Os resultados sdo apresentados em
percentagem de viabilidade celular em relagdo ao controlo (células sem farmaco) e
representam a média + desvio padrdao de 3 a 4 ensaios independentes. Observou-se

diferencas estatisticamente significativas entre diferentes as condi¢cdes em relagao ao
controlo (***, p<0.001, teste ANOVA).

3.2- Avaliagao dos mecanismos envolvidos na citotoxicidade

A avaliagdo dos mecanismos envolvidos na citotoxicidade mediada pelos
diferentes farmacos em estudo, englobou o tipo de morte celular, recorrendo a
citometria de fluxo, pela dupla marcacdo de Anexina V/lodeto de Propideo, e a

microscopia Optica, e andlise da expressdo da proteina pré-apoptética, BAX.
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3.2.1- Avalia¢ao do tipo de morte celular por citometria de fluxo
recorrendo a dupla marcacdo de Anexina V/lodeto de propideo.

Os efeitos citotdxicos dos farmacos Everolimus, L-744,832 e MG-262,quer em
monoterapia, quer em combinacdo com Doxorrubicina e 5-FU, na linha celular HepG2,
foram analisados por citometria de fluxo com recurso a dupla-marcag¢do anexina V
(AV)/lodeto de Propideo (IP). Esta técnica permite discriminar entre células viaveis e
nao vidveis através da alteracdo da permeabilidade e composicdo da membrana

distinguindo-se se a morte celular ocorreu maioritariamente por apoptose ou necrose.

* % %
100

* K %k
— — =
_ e — —

4
_—

Bl vivas Apoptose

Bl Apoptose Tardia/Necrose Necrose

Figura 16- Avaliagao do tipo de morte celular induzida pelos farmacos Everolimus, L-
744,832, MG-262, Doxorrubicina e 5-FU em monoterapia, por citometria de fluxo. As
células HepG2 foram incubadas na auséncia de farmacos (Controlo) e na presenca dos
farmacos nas concentracGes referidas na figura (IC50). Apds 48 horas de incubacdo as
células foram marcadas com Anexina V e lodeto de Propideo, de acordo como descrito
na seccdao material e métodos, sendo possivel distinguir células vivas, em apoptose
inicial, em apoptose tardia/necrose e em necrose. Os resultados sdo expressos em
percentagem e representam a média + desvio padrdao de 2 ensaios independentes.
Observou-se algumas diferencas estatisticamente significativas entre as condicdes em
relacdo ao controlo (***, p<0.001, teste ANOVA).
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Na figura 16, apresenta-se os resultados relativos a viabilidade e do tipo de
morte induzida pelos farmacos convencionais, Doxorrubicina e 5-FU, e da terapia
dirigida a alvos moleculares, Everolimus, L-744,832 e MG-262, em concentracdes
sensivelmente iguais ao IC50, nas células HepG2. Como se pode observar o Everolimus
e MG-262 induzem morte celular predominantemente por apoptose, a excep¢do do
Doxorrubicina e do 5-FU, que é por necrose. No entanto, o L-744,832 ndo induz um
aumento do efeito citotdxico. Sendo que, a percentagem de células que se encontram

em apoptose e/ou necrose depende de cada farmaco.
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Figura 17- Avaliagdo do tipo de morte celular por citometria de fluxo recorrendo a
dupla marcagdo AV/PI. As células HepG2 foram incubadas na auséncia de farmacos
(Controlo) e na presenca dos farmacos Everolimus, L-744,832 e MG-262, Doxorrubicina
e 5-FU em monoterapia e em associagao nas concentracdes referidas na figura. Apds
48 horas de incubacgdo as células foram marcadas com Anexina V e lodeto de Propideo,
de acordo com o descrito na sec¢do material e métodos, sendo possivel células vivas,
em apoptose inicial, em apoptose tardia/necrose e/ou necrose. Os resultados estdo
apresentados em percentagem (%) e representam a média t desvio padrdo de 2
ensaios independentes. Observou-se algumas diferencgas estatisticamente significativas
entre as condicdes em relacdo ao controlo (*, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001, teste
ANOVA).
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O efeito citotdxico das associacOes terapéuticas foi também avaliado por
citometria de fluxo (Figura 17). Deste modo, os resultados obtidos mostram que o
efeito citotdxico induzido pelos diferentes farmacos, Everolimus, L-744,832 e MG-262,
bem como, Doxorrubicina e 5-FU, nas células HepG2, nas concentracdes indicadas na
legenda da figura 17, em monoterapia corresponde a uma percentagem inferior a 30%
relativamente ao controlo, sendo que o tipo de morte celular é predominantemente
por apoptose.

Quando se associou o Everolimus com a terapéutica convencional,
Doxorrubicina e 5-FU, ndo se verificou a potenciacdo do efeito citotdxico, uma vez que
a percentagem de células ndo-viaveis foi semelhante a observada com os diferentes
farmacos em monoterapia, cerca de 10%. A combinacao terapéutica do L-744,832 com
5-FU, revela um aumento de 15% na percentagem de células ndo viaveis,
comparativamente a acg¢do dos mesmos em monoterapia, apesar de ndo ser
estatisticamente significatico. No entanto este resultado n3ao se verifica para a
combina¢do do L-744,832 com a Doxorrubicina (estatisticamente significativo). Por
outro lado, 0 MG-262 combinado com a Doxorrubicina reduz a percentagem de células
vidveis em 50%, o que nao se verifica com o 5-FU.

Ao analisar-se as combinacdes das novas terapéuticas entre si, Everolimus, L-
744,832 e MG-262, observa-se que a associacao que tem um maior efeito citotdxico é
a do L-744,832 com o MG-262, apresentando uma reducdo de 55% de células viaveis,
maioritariamente por apoptose. As combinac¢des do Everolimus com o L-744,832 e/ou
MG-262 ndo apresentam um aumento do efeito citotdxico, em relacdo a accdo destes

farmacos em monoterapia.

3.2.2- Avaliagao da expressao de BAX por citometria de fluxo.

De forma a compreender os mecanismos envolvidos na morte celular por
apoptose induzida pelos fadrmacos, avaliou-se a expressdao de BAX, uma proteina proé-
apoptética envolvida na via intrinseca ou mitocondrial da apoptose. Os niveis de
expressao da proteina BAX foram avaliados por citometria de fluxo recorrendo a um

anticorpo anti-BAX conjugado com o fluorocromo PE (Figura 18).
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Figura 18- Avaliacdo da expressao de BAX por citometria de fluxo. As células HepG2
foram incubadas na auséncia (Controlo) e na presenca dos farmacos em estudo,
Everolimus e L-744,832, quer em monoterapia, quer em combinacdo com o 5-FU, nas
concentragdes referidas na figura. A expressdo intracelular de BAX, encontra-se
expressa em média de intensidade de fluorescéncia (MIF) e representa a média *
desvio padrdo de 2 ensaios independentes. Observou-se algumas diferencgas
estatisticamente significativas entre as diferentes condigdes em relagdo ao controlo (*,
p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001, teste ANOVA).

Tal como se pode observar, na figura 18, em todas as condicdes analisadas,
ocorre um aumento da expressao de BAX, quer quando se utiliza os fdrmacos em
monoterapia (sobretudo com o L-744,832) quer em terapéutica combinada (o L-

744,832 com o 5-FU).

3.2.3- Avaliagao da morte celular por microscopia dptica

Para confirmarmos o tipo de morte celular induzida pelos fdrmacos em estudo
analisamos as caracteristicas morfoldgicas das células por microscopia éptica, como

representado na Figura 19.
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Figura 19- Anadlise do tipo de morte celular por microscopia éptica. Foram efectuados
esfregacos de células HepG2 tratadas na auséncia (Controlo) e presenca de
Doxorrubicina, 5-FU, Everolimus, L-744,832 e MG-262 nas condi¢cdes da figura. As
caracteristicas morfolégicas foram visualizadas ao microscépio dptico apds coloragao
com May-Griinwald-Giemsa (Ampliagao de 500x).

O efeito citotdxico induzido pelos diferentes farmacos em estudo, a
Doxorrubicina, 5-FU, Everolimus, L-744,832 e MG-262, foram também caracterizados
pela andlise da morfologia celular por microscopia dptica na auséncia e na presenca
destes compostos.

Como podemos observar na figura 13, as células na presenga de Doxorrubicina
e 5-FU, nas concentracbes de 50ng/mL e 50uM, respectivamente, apresentam
carateristicas morfoldgicas tipicas de células em necrose, com a perda de integridade

membranar.
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Por outro lada nos farmacos Everolimus, L-744,832 e MG-262, nas
concentragdes de 100nM, 50 uM e 17.5nM, respectivamente, as células apresentam as
caracteristicas tipicas de apoptose celular, tais como, varias projec¢des citoplasmaticas

(blebs), contraccao fragmentacgdo nuclear.

3.3- Avaliagao do efeito antiproliferativo dos farmacos.

A maioria dos farmacos anticancerigenos, induz diminuicdo na proliferacdo
celular, apresentando um efeito citostatico. Para confirmar o efeito antiproliferativo
dos farmacos em estudo avaliou-se por citometria de fluxo, o ciclo celular e a
expressao de ciclina D1, uma proteina reguladora da passagem do ciclo celular da fase

G1 para a fase S do ciclo celular.

3.3.1- Analise do ciclo celular

Como referido, para além do efeito citotéxico, analisou-se o efeito
antiproliferativo dos farmacos em estudo, através da analise do ciclo celular por
citometria de fluxo, recorrendo a incorporacdo de lodeto de Propideo no ADN das
células HepG2, uma vez que a quantificacio do ADN nos permite conhecer a
distribuicdo das células pelas diferentes fases do ciclo celular- GO/G1, S e G2/M (Figura

20 e Tabela 1).
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Figura 20- Imagens obtidas para a analise do ciclo celular por citometria de fluxo. As
células HepG2 foram incubadas na auséncia (Controlo) e na presenca dos farmacos em
estudo, Everolimus e L-744,832, quer em monoterapia, quer em combinagdo com a
Doxorrubicina e o 5-FU. Sendo que, A-CTL; B- Doxo 50ng/mL; C- Doxo 100ng/mL; D-
Doxo 50ng/mL + Eve 100nM;E- Doxo 50ng/mL + L-744 25uM; F- Doxo 50ng/mL + MG
17.5 nM; G- Eve 10uM; H- Eve 100nM; I- Eve 100nM + L-744 25uM; J- Eve 100nM + MG
17.5nM; K- L-744 25uM; L- L-744 50uM; M- Eve 100nM + L-744 25uM + MG 17.5nM;
N- L-744 25puM + MG-262; O- MG 17.5nM; P- MG 25nM; Q- 5-FU 50uM; R- 5-FU
100pM; S- 5-FU50uM + Eve 100nM; T- 5-FUS0uM+ L-744 25uM; U, 5-FUSOpM+ MG
17.5nM.
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Tabela 1- Influéncia dos farmacos em estudo na distribuicao das células HepG2 pelas

diferentes fases do ciclo celular.

CondigGes G1 S G2
Contolo 48,2+1,5 15,9 4,3 23,3+1,1
Doxo 100ng/mL *** 20,1 £1,0 6,7 £2,8 53,7 £2,6
Doxo 50ng/mL *** 20,8 +2,4 6,4 +0,9 51,0 +0,0
5-FU 100pM 33,50,6 27,4 0,2 27,2 0,2
5-FU 50uM * 27,142,2 18,3 +17,5 43,9 +24,6
Everolimus 10uM *** 52,4 +0,9 7,313,4 24,5 £3,5
Everolimus 100nM *** 54,8 +7,1 51+2,4 24,7 2,5
L-744,832 50uM *** 49,1 +4,0 11,5 1,9 23,9 +4,2
L-744,832 25uM 46,6 13,4 0,5+11,6 41,2 £16,5
MG-262 25nM 31,4 0,5 4,5+2,0 40,0 £1,8
MG-262 17,5nM 44,4 0,2 0,4 6,2 43,6 £5,1
Doxo 50 + Eve 100 *** 21,5+1,1 2,2 0,7 53,8 1,5
Doxo 50 + L 25 *** 19,5+2,3 8,2%1,1 56,0 £2,8
Doxo 50 + MG 17,5 *** 16,0+1,6 7,5 10,2 57,3 1,8
5-FU 50 + Eve 100 28,2 12,2 32,6 £3,3 23,9 14,6
5-FU 50 + L 25 22,6+0,3 38,0+1,3 259+1,4
5-FU 50 + MG 17,5 22,9+0,6 37,6 £2,7 25,6 £1,6
Eve 100 + L 25 *** 62,6 £5,4 6,7 2,4 21,5 4,7
Eve 100 + MG 17,5 *** 57,8 42,4 5742,1 24,1 40,4
L25+ MG 17,5 46,0+ 1,5 7,510,4 30,4 0,7
Eve 100 +L 25+ MG 17,5 *** | 63,4 +3,4 9,1+1,8 17,6 3,2

As células foram incubadas por um periodo de 48h, com os farmacos em estudo ou
sem farmaco (controlo) nas concentracdes referidas na tabela. Posteriormente, foram
avaliadas a percentagem de células nas varias fases do ciclo celular, de acordo com o
descrito nos materiais e métodos. Os resultados representam a média * desvio padrao
de 2 ensaios independentes, que se encontram expressos em percentagem (%) de
células em cada fase do ciclo celular. Observou-se algumas diferencas estatisticamente
significativas entre as diferentes condicdes em relacdo ao controlo (*, p<0.05; ***,
p<0.001, teste ANOVA).

Ao analisarmos os resultados obtidos, podemos verificar que a Doxorrubicina,
em monoterapia, causa um bloqueio do ciclo celular em G2/M, de forma
independente da dose, aumentando em cerca de 20% as células em G2/M. Enquanto o
5-FU depende da dose, pois para doses mais elevadas, causa uma paragem em fase S
(100uM), com um aumento de cerca de 10% (apesar, de ndo ser estatisticamente
significativo), e para concentragdes inferiores (50uM) origina uma paragem em G2/M,

com um aumento de 30%.
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Para os farmacos dirigidos a alvos moleculares, podemos observar um ligeiro
bloqueio em G1 para o Everolimus, aumentando em cerca de 5% a percentagem de
células em G1, em relagdo ao controlo, enquanto no MG-262, em monoterapia, o
blogueio ocorre em G2/M, com um aumento de, sensivelmente, 20%, embora este
efeito ndo seja estatisticamente expressivo. Por outro lado, o L-744,832 numa
concentragdo mais elevada (50uM) ndo alteracgdo significativamente a distribuicdo das
células nas varias fases do ciclo celular, mas para uma concentracdo mais baixa mais
baixa, observa-se um aumento ligeiramente inferior a 20% de células em G2/M, apesar
de ndo se verificar o seu significado estatistico.

Nas combinagdes de qualquer um dos fdrmacos com a Doxorrubicina, observa-
se um aumento de aproximadamente 30% na percentagem de células em G2/M.
Quando se realizaram combinag¢des com 5-FU e novos farmacos em estudo, observa-se
um aumento na fase S, correspondente a cerca de 20%, apesar de ndo ser
estatisticamente relevante.

Quando se analisa a combinac¢do dos trés farmacos em estudo, percebe-se que
a combinacdo de Everolimus com L-744,832 e/ou MG-262, hda um aumento de
aproximadamente 15% de células em G1, por outro lado, a combinagdo de L-744,832
com MG-262 causa um bloqueio em G2/M, com um aumento de 5%, em relacdo ao

controlo, embora ndo seja significativo estatisticamente.

3.3.2- Avaliagao da expressao de Ciclina D1

A ciclina D1 é um regulador positivo da passagem de G1 para S, cuja expressao
pode resultar da activacdao de vias de proliferacdo celular mediadas por factores de
crescimento. Deste modo, e visto a sua importancia no ciclo celular, o efeito
antiproliferativo dos farmacos pode refletir-se na alteracdo da sua expressao. Para o
efeito analisamos por citometria de fluxo a expressao de ciclina D1, recorrendo a um

anticorpo anti-ciclina D1-PE (Figura 21).
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Normalizac&o ao controlo

Figura 21- Avaliagao da expressao de ciclina D1 nas células HepG2 por citometria de
fluxo. As células foram incubadas na auséncia (Controlo) e na presenca dos farmacos,
guer em monoterapia, quer em terapia combinada, nas concentrac¢des referidas na
figura. A ciclina encontra-se expressa em média de intensidade de fluorescéncia (MIF)
normalizada ao controlo, e representa a média de 2 ensaios independentes. Ndo se
observou diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controlo (p>0.05, teste
ANOVA).

Na figura 21, podemos verificar um aumento da expressao de ciclina D1 em
quase todas as condic¢des, a excepgao das células tratadas com Everolimus e com os
farmacos convencionais, Doxorrubicina e 5-FU em monoterapia. Contudo, os

resultados ndo tém significado estatistico.

3.4- Avaliagcao da expressao de laminas, conjugados de
ubiquitina e de NF-kB por citometria de fluxo

De forma a se compreender melhor os mecanismos subjacentes ao efeito
antiproliferativo do L-744,832 e MG262, avaliou-se a expressao das laminas, e de

conjugados de ubiquitina e de NF-kB fosforilado, respectivamente (Figura 22 a 24).
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3.4.1- Avaliacao da expressao de laminas

Uma vez que a inibicdo da farnesilacao pelo IFT utilizado ndo é especifica da
proteina RAS, pode-se inferir sobre a actividade deste composto pelas diferencas
verificadas noutras proteinas que requerem farnesilacgdo, como as laminas. Assim,
avaliou-se a sua expressdao, por citometria de fluxo, recorrendo a marcagcdo por

anticorpo anti-lamina A/C acoplado ao fluorocromo PE (Figura 22).
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Figura 22- Avaliacdo da expressao de laminas, nas células HepG2, incubadas com o
inibidor da farnesiltransferas (L-744,832), em monoterapia, e em combina¢ao com
Doxorrubicina e 5-FU. As células HepG2 foram incubadas na auséncia (Controlo) e na
presenca dos farmacos nas concentracdes referidas na figura. A expressao intracelular
de laminas encontra-se expressa em média de intensidade de fluorescéncia (MIF), com
normalizacdo ao controlo, e representam a média de 2 ensaios independentes. N3o se
observou diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controlo (p>0.05, teste
ANOVA).

Como se pode observar na figura 22, ocorreu um aumento da expressao de
laminas, em todas as condicdes, quer seja em monoterapia com L-744,832, quer em
combinag¢do. No entanto, o efeito é mais acentuado nas células tratadas com o

farmaco isolado, embora sem significado estastistico.
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3.4.2- Avaliagao de marcadores de inibigao do proteasoma.

3.4.2.2-Avaliagao da expressao de conjugados de ubiquitina

O efeito do MG-262 (inibidor do proteasoma) na inibicdo do complexo SUP, foi
avaliado pela expressao de conjugados de ubiquitina, por anticorpos anti-conjugados
de ubiquitina acoplados ao fluorocromo FITC, por citometria de fluxo. Uma vez que, as
proteinas que sofreram ubiquitinacdo e que devido a inibicdo do proteasoma ndo sao
degradadas pelo sistema ubiquitina-proteasoma, permanecendo assim na sua forma

conjugada a ubiquitina, e acumulando-se no citoplasma (Figura 23).
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Figura 23- Avaliacao da expressao dos conjugados de ubiquitina por citometria de
fluxo, nas células HepG2, incubadas com o farmaco MG-262, em monoterapia e em
terapia combinada. As células foram incubadas na auséncia (Controlo) e na presenca
de fdrmaco nas concentragbes referidas na figura, sendo que, a formagdo de
conjugados de ubiquitina, se encontra expressa em média de intensidade de
fluorescéncia (MIF), e representam a média * desvio padrdo de 2 ensaios
independentes. Observou-se algumas diferencas estatisticamente significativas entre
as diferentes condi¢gdes em relagdo ao controlo (*, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001,
teste ANOVA).

Como se pode observar na Figura 23, nas células tratadas com MG-262,

apresenta uma ligeira tendéncia de aumento na quantidade de conjugados de
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ubiquitina, particularmente para a concentragao de 25nM de MG-262. No entanto, em
combinagdao com outros agentes anticancerigenos, ocorre um aumento muito mais
significativo dos niveis de ubiquitina, particularmente em combinacdo com a
Doxorrubicina, que se revelou estatisticamente relevante, tal como a combinagao do

MG-262 17,5nM com Everolimus 100nM e/ou L-744,832 (25uM)

3.4.2.3-Avaliagao da expressao do NF-kB

A activacdo do NF-kB estd dependente da ubiquitinacdo e degradacdo da sua
proteina reguladora (IkB), sendo o NF-kB fosforilado e translocando-se para o nucleo.
Assim, a inibicdo do proteossoma pode estar relacionada com a expressdo do NF-kB. A
sua expressdao foi avaliada, por citometria de fluxo, recorrendo a marcagdao por

anticorpo anti-NF-kB na sua forma fosforilafa (PE) (Figura 24).
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Figura 24- Avalia¢ao da expressao de NF-kB fosforilado, nas células HepG2, incubadas
com o farmaco MG-262, em monoterapia e em terapia combinada, As células foram
incubadas na auséncia (Controlo) e na presenca de farmaco nas concentragdes
referidas na figura, sendo que, a formagao de conjugados de ubiquitina, se encontra
expressa em média de intensidade de fluorescéncia (MIF), e representam a média *
desvio padrdo de 2 ensaios independentes. Observou-se algumas diferencgas
estatisticamente significativas entre as diferentes condi¢des em relagdo ao controlo (*,
p<0.05; ***, p<0.001, teste ANOVA).
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Ao analisar-se a figura 24, observa-se um ligeiro aumento na expressao de NF-
kB nas células tratadas com o MG-262, particularmente, na concentragao de 25nM. Em
terapia combinada hd um aumento na quantidade de NF-kB fosforilado, sendo este
aumento mais expresso para a combina¢do da Doxorrubicina com o MG-262,

estatisticamente relevante.
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Capitulo 4. Discussao
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O Carcinoma Hepatocelular (CHC) é um dos tumores com maior incidéncia
global, apesar do seu tratamento em estddios iniciais ter melhorado
significativamente, o seu progndstico ainda é extremamente reservado (Maluccio, M &
Covey, A, 2012). O CHC é uma doenca complexa, que pode ter diferentes origens
etioldgicas, e, normalmente, necessita de varias mutacdes genéticas e/ou epigenéticas
que se desenvolvem ao longo de muitos anos, o que leva a um diagndstico em estadios
mais avancados (Severi, T. et al., 2010)

O CHC avancado é um tumor altamente agressivo com baixa ou nenhuma
resposta as terapias comuns (Cervello, M. et al., 2012). Assim, o desenvolvimento de
terapias sistémicas tem sido dificil, devido a sua baixa quimiosensibilidade que esta
muitas vezes associada com a expressao de genes de resisténcia a farmacos. Entre
estes salientamos a sobre-expressdao de bombas de efluxo de farmacos, como a
glicoproteina-P e a proteina relacionada com a multi-resisténcia a farmacos (MRP), que
aumentam o efluxo celular de agentes citotéxicos, diminuindo a sua concentracao
intracelular e, portanto a sua eficacia.

Para além disso, a disfuncdo hepatica, que contribui para o desenvolvimento da
maior parte dos casos de CHC, diminui a eficacia da terapéutica. A cirrose afecta ndo sé
o metabolismo hepdtico, como a producdo de proteinas que se ligam ao plasma, que
influenciam a proporg¢ao de farmaco activo no soro. Além disso, a acumulagao de
fluidos que ocorre na cirrose, pode alterar a distribuicao de volumes (Giglia, J. et al.,
2010)

Infelizmente, todos os doentes com CHC avangado continuam a morrer devido
a esta doenca e existe uma necessidade, sem paralelo, de se desenvolver novos
farmacos, que se apresentem como uma terapéutica eficaz e bem tolerada,
isoladamente ou em combinacdo com outros agentes terapéuticos (Marra, M. et al.,
2011 e Severi, T. et al., 2010).

A terapia dirigida tem um papel importante no tratamento de CHC,
particularmente em estadios avancados, como é o caso do Sorafenib, um inibidor de
multi-cinases, aprovado para o tratamento de CHC avangado (Llovet, J. et al., 2008).
Varios agentes que actuam sobre moléculas especificas envolvidas na carcinogénese
tém vindo a ser desenvolvidos nos ultimos anos, sendo que o maior esforgo se centra

nos factores de crescimento, bem como nos seus receptores (Spangenberg, H. et al.,
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2008). De facto, a maior parte dos farmacos é dirigida as interac¢des tumor-estroma,
através da inibicdo dos seus receptores ou componentes das suas vias de sinalizacdo
(Yang, )., et al., 2011)

Assim, o objectivo deste trabalho, foi avaliar o efeito in vitro, numa linha de
CHC, de trés terapéuticas dirigidas a alvos moleculares, um inibidor do mTOR
(Everolimus), da farnesiltransferase (L-744,832) e do proteasoma (MG-262), quer em
monoterapia, quer em combinacdo com farmacos utilizados na terapia convencional
(Doxorrubicina e 5-FU).

Os inibidores da via mTOR, como o Everolimus ou o Temsirolimus, estdo a ser
avaliados em estudos clinicos, tanto em neoplasias hematoldgicas, como em tumores
solidos (Strimpakos, A. et al., 2009 e Garcia, J. et al.,, 2008). O Tensirolimus esta
aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento de cancro do
rim avancado. O AZD8055 e o Sirolimus estdo em estudos clinicos de fase I/Il e lll,
respectivamente, em doentes com CHC. Em 2008 um estudo clinico de fase II/ll estava
a recrutar doentes com CHC avanc¢ado (Spangenberg, H. et al., 2008).

O Tipifarnib e Lonafarmib, inibidores da farnesiltranferase, demonstraram a
capacidade de inibir da proliferacdo numa série de células tumorais, in vitro e in vivo.
Os inibidores da farnesiltransferase estdo em estudos clinicos em varias neoplasias
hematoldgicas e tumores sélidos, tais como o pancreas, pulmao, prdstata e bexiga
(Costa, C. et al., 2012, Harousseau,J. , 2006, Perabo, F. & Miiller, S., 2007 e Li, T. et al,,
2009). O Lonafarmib estd em fase IB de estudos clinicos para neoplasia primdria do
figado ressecavel.

A inibicdo do proteasoma, com Bortezomib, foi avaliada em alguns estudos
publicados e em estudos clinicos decorrentes, em cancros sélidos e hematoldgicos,
tendo sido aprovado, em 2004, para o tratamento do Mieloma Multiplo. Para além do
seu papel proeminente no mieloma multiplo, o Bortezomib estad aprovado pela FDA
para o tratamento do linfoma de células manto. Este farmaco também apresenta uma
actividade consideravel no cancro do pulmao de células ndo-pequenas (Armeanu, S. et
al., 2008) e em linhas celulares do CHC (Baiz, D. et al., 2009).

Existem poucos estudos sobre os efeitos das novas moléculas no CHC, sendo

gue na maioria dos estudos in vitro, in vivo e em ensaios clinicos, os autores referem
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gue existe uma necessidade de testar as terapéuticas dirigidas a alvos moleculares em
associacdo com citostaticos relevantes no CHC, como a Doxorrubicina, ou outros
farmacos convencionais. Assim, neste estudo pretende-se avaliar a eficacia terapéutica
do inibidor do mTOR, Everolimus, de um inibidor da farnesiltransferase, L-744,832, e
do proteasoma, MG-262, bem como um possivel efeito sinérgico entre eles ou em
combinag¢dao com Doxorrubicina ou 5-Fluorouracilo, numa linha celular de Carcinoma
Hepatocelular, as células HepG2, como mencionado. Além disso, pretendemos elucidar
alguns dos mecanismos subjacentes a accdo de cada farmaco, quer em monoterapia

qguer em terapia combinada.

Os resultados obtidos neste estudo, demonstram que o Everolimus, o L-
744,832 e o MG-262 tém a capacidade de reduzir a viabilidade celular, nas células
HepG2 (linha celular de CHC) de uma forma dependente da concentracao e do tempo,
guer em monoterapia quer em combinacdo com a terapia convencional,
nomeadamente, Doxorrubicina e 5-Fluorouracilo, ou entre eles.

Em terapia combinada, o efeito anti-proliferativo é obtido com concentracdes
mais baixas dos trés farmacos dirigidos a alvos moleculares, do que em monoterapia,
sendo que a associa¢do do inibidor do mTOR, da farnesiltranferase e do proteasoma
com Doxorrubicina, demonstrou um efeito sinérgico. No entanto, com o 5-FU este
efeito foi evidente para a sua combina¢cdo com o MG-262 (inibidor do proteasoma). A
reducdo das concentracdes de fdrmacos novos ou convencionais, é bastante benéfica,
pois diminui os potenciais efeitos secundarios destes farmacos anticancerigenos.

Para além disso, a combinacdo do inibidor do mTOR com inibidor da
farnesiltransferase que demonstrou a existéncia de efeito sinérgico, sendo que, o
mesmo ndo aconteceu para as combinacdes dos tés inibidores ou da associacdo do
inibidor do proteasoma com o do mTOR ou da farnesiltransferase.

Os resultados obtidos por citometria de fluxo, recorrendo a dupla marcagao
AV/IP, para o Everolimus, mostram que induz morte celular, principalmente, por
apoptose. Sendo que, estes resultados foram confirmados por andlise morfoldgica,
demonstrando caracteristicas morfoldgicas tipicas de apoptose, numa fase mais inicial,
entre as quais, projeccoes citoplasmaticas (blebs) e vacuolizagao, bem como contragao

e fragmentagao nuclear, caracteristicas tipicas de estadios mais avangados de morte
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celular por apoptose. No entanto a sua combina¢ao com Doxorrubicina ou 5-FU, ndo
demonstrou um aumento no efeito citotdxico. O aumento do efeito citotdxico esta de
acordo com o aumento da expressao de BAX, o que pode contribuir para a
sensibilidade das células HepG2 ao Everolimus. Estes resultados estdo em
conformidade com a literatura, como mostram os estudos de Wangpaichitr, M. et al.,
(2008), cujos autores descreveram um aumento da expressdo de moléculas pré-
apoptadticas, nas quais se incluiam a proteina BAX, e diminuicdo de moléculas anti-
apoptoticas. Assim, seria interessante, avaliar-se também a expressao de BCL-2, uma
proteina anti-apoptética, de forma a tentarmos compreender se o aumento da
expressao de BAX é seguido com uma diminuicdo de BCL-2, tal como reportado em
Araujo, A. (2010), para as células HUH-7.

Este aumento de expressdao de BAX, sugere que a via de apoptose activada é a
mitocondrial, que estd relacionada com a permeabilizacdio da mitocondria e é
estritamente regulada pela familia de proteinas BCL-2, em particular por proteinas pré-
apoptoéticas, como a BAX, BAK, BID, e por proteinas anti-apoptdticas, como a BCL-2, a
BCL-XL e a MCL1, através da inducdo ou inibicdo da heterodimerizacdo dos seus
membros. Apds permeabilizacgdo da membrana mitocondrial (com abertura do
chamado poro de permeabilidade transitério) ocorre libertacdo de proteinas
apoptogénicas ou pro-apoptoticas, do espago intermembranar mitocondrial para o
citosol, como é o caso do citocromo c¢ e das proteinas second mitochondria-derived
activator of caspase (SMAC) e direct IAP binding protein with low pl (DIABLO). Uma vez
no citosol, o citocromo ¢ funciona como co-factor para a formacao, dependente de
ATP, de um complexo proteico circular constituido pelas proteinas apoptosis protease
activating factor-1 (APAF-1) e pré-caspase 9, o apoptossoma, que conduz a activagao
da caspase 9, que subsequentemente activa a caspase 3. Desta forma ocorre uma
rapida amplificacdo do sinal de morte, através da activacdo massiva de outras
caspases. Por outro lado, a SMAC promove a activacdo das caspases, por se ligar e
inibir multiplas proteinas inibidoras da apoptose, as inhibitor of apoptosis proteins
(IAP) (Fulda, S. & Vucic, D., 2012).

Assim, na continuacdo deste estudo, seria interessante analisar a expressdo de

citocromo c e da caspase 3, de forma a perceber se o sinal de apoptose, mediado pelo
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aumento de BAX é efectivo nestas células ou se existe outra via apoptética activada,
como por exemplo da via extrinseca ou membranar.

Varios estudos para outros cancros, tanto tumores sélidos (Gorshtein, A. et al,,
2009), como neoplasias hematoldgicas (Athar, U. & A. Gajra, 2008), demonstram que
inibidores de mTOR, tal como o Everolimus, produzem um bloqueio do ciclo celular em
G1, produzindo um efeito citostatico. Assim, os nossos resultados estdo de acordo com
o verificado por estes autores noutros tumores. De facto, a analise do ciclo celular,
mostra que o efeito anti-proliferativo (citostatico) do Everolimus pode estar
relacionado com o bloqueio do ciclo celular em fase G1 em células de CHC. Estes
resultados podem estar relacionados com a diminuicdo dos niveis de ciclina D1, como
descrito em varios artigos (Hashemolhosseini, S. et al, 1995, Grewe, M. et al, 1999) e
Law, B. et al, 2000) que mostram, em diferentes linhas celulares, que a Rapamicina (da
qual o Everolimus é um analogo) diminui os niveis de ciclina D1 (, S. et al, 1995, Grewe,
M. et al, 1999), sugerindo que esta molécula pode ser um dos principais alvos da ac¢cdo
da Rapamicina. Estas observac¢des foram confirmadas por Nelsen, C. et al. (2003), ao
evidenciarem que a sobreexpresssdo de ciclina D1 anula os efeitos anti-proliferativos
da Rapamicina.

A ciclina D1 é uma das moléculas reguladoras do ciclo celular essencialmente
envolvida na passagem entre a fase G1 para a fase S e apresenta niveis de expressao
variaveis de acordo com a fase do ciclo celular em que se encontram as células. Apds a
fase G2/M verifica-se, quando necessaria a proliferacdo, um estimulo na producdo de
ciclina D1, que aumenta durante a toda a fase G1 até uma reducdo abrupta
concordante com a passagem para a fase de sintese do ciclo. Contudo, esta mesma
molécula pode funcionar como oncogene, gerando proliferacdao desregulada, e estar
envolvida no processo carcinogénico de alguns tumores, como descrito por Tashiro et
al. (2007).

Os nossos resultados obtidos apés o tratamento das células HepG2 com
Everolimus também evidenciam tendéncia para diminuicdo da expressao de ciclina D1,
o que estd de acordo com o efeito citostatico do Everolimus, também evidente na
analise do ciclo celular com um bloqueio do ciclo celular em G1. Ao analisarmos o ciclo

celular, para as combinag¢des do Everolimus com Doxorrubicina e 5-FU, observou-se
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um bloqueio em G2/M e S, respectivamente, o que esta de acordo com os resultados

da expressdo da ciclina D1, em que se observou um aumento.

Os resultados obtidos por citometria de fluxo, recorrendo a dupla marcacao
AV/IP, mostraram que ndo ha um aumento da morte celular para o tratamento com L-
744,832. No entanto, o L-744,832, em combinagdo com 5-FU, é capaz de induzir morte
celular por apoptose, comprovada por citometria de fluxo, recorrendo a dupla
marcac¢do AV/IP, bem como por microscopia éptica.

Existem algumas publicacGes, até relativamente antigas (1999), que
demonstraram que a apoptose de células em tumores sélidos (astrocitomas) mediada
pelo L-744,832 estd relacionada com um aumento de BAX, tal como se verificou neste
estudo. A morte induzida pela via mitocondrial ou intrinseca também esta descrita
para a accdo dos inibidores da farnesiltransferase em neoplasias hematoldgicas
(Reuter C. et al.,2000; Costa C et al., 2012).

A maioria dos estudos em tumores sélidos, revelam que o efeito dos IFT’s ndo é
citotéxico mas citostatico (Mégnin-Chanet, F. et al., 2002), acompanhado por uma
acumulacdo de células na fase G2/M. Este efeito foi descrito pela primeira vez por
Miquel K. et al., (1997), para células de cancro do pulmdo (A549) tratado com um
inibidor da farnesiltransferase de tipo peptidomimético, sendo que este efeito
também ja foi descrito para o L-744,832 em células humanas de tumor pancreatico
(Song, S. et al., 2000). A acumulagdo de células na fase G2/M também foi observada
neste estudo, o que vai ao encontro do descrito na literatura. A prenilagao da proteina
RAS pode ocorrer através da ac¢do da farnesiltranferase (FT) ou da geranilgeranil
transferase, conforme a isoforma da RAS. Assim, em certas isoformas desta proteina,
pode ocorrer a geranilgeranilacdo, mas as linhas celulares continuam sensiveis a ac¢ao
dos IFT’s, o que sugere a existéncia de outras proteinas farnesiladas, que também vao
ser alvos terapéuticos dos IFT’s (Haluska, P. et al., 2002). Existem varias proteinas que
sdo potenciais substratos da farnesiltransferase, devido a presengca de um motivo
CAAX no terminal carboxilico e que tém um papel na transducdo de sinais, proliferacao
e divisdo celular. Estas proteinas incluem a proteina RHOB e proteinas nucleares, tais

como a centromere associated proteins E (CENP-E) e F (CENP-F), que estdo associadas
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com o processo mitético, sendo que a CENP-F estd implicada na progressdo do ciclo
celular em G2/M (Bishop, W. et al., 2003).

Nas células tratadas com L-744,832 (50 e 25uM) isoladamente e em
combina¢dao com a Doxorrubicina e 5-FU ou MG-262, verificou-se ainda um aumento
da ciclina D1. Estes resultados estdo em concordancia com os resultados obtidos para
o ciclo celular, uma vez que ha progressao do ciclo em G1, onde a ciclina D1 actua, tal
como referido anteriormente. No entanto, existe uma discrepancia clara nos niveis de
expressao da ciclina D1 para as combinac¢des do IFT com Everolimus ou com MG-262,
em que se verifica um aumento nos niveis de ciclina D1 onde ocorre uma paragem no
ciclo celular em G1. Sera necessério portanto repetir este ensaio de forma a confirmar
este resultado ou realizar novos estudos de forma a explicar um possivel mecanismo
alternativo subjacente a este efeito.

Nestes estudos, as laminas foram utilizadas como marcador da actividade de
FTase, pois os autores Adjei et al. (2000), demonstraram que o processamento de
prelamina A para lamina madura necessita da ac¢ao da FT. No entanto, os nossos
resultados ndo demonstraram uma diminuicdo de laminas nucleares, tal como
observou Araujo A. (2010), em células HUH-7 (outra linha celular de CHC) tratadas com
L-744,832. Estes resultados podem parecer discordantes da diminui¢cdo da proliferagao
celular observada neste estudo com as células HepG2 tratadas com L-744,832.
Provavelmente, este facto poderd estar relacionado com a dose do IFT utilizada, pois a
inibicao da farnesiltransferase nao é imediatamente correlacionada com a diminuigao
da viabilidade celular, sendo que, alguns estudos demonstram que a dose necessaria
para obter um efeito bioldgico sdo consistentemente superiores as necessdrias para
inibinir a farnesilacdo (Apples, N. et al., 2005; Costa C et al., 2012). Assim, seria
interessante, analisar os niveis de expressdo de laminas A para concentracdes mais

baixas de L-744,832.

Os resultados obtidos revelaram que o inibidor de proteasoma MG-262,
guando em associagdao com a Doxorrubicina ou 5-FU, ndo induz um aumento da morte
celular, no entanto, em monoterapia, induz morte celular principalmente por
apoptose, demonstrado por citometria de fluxo com a dupla marcagdo com AV/Pl e

por andlise morfoldgica. A capacidade citotdéxica demonstrada pelo MG-262 neste
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estudo, vai ao encontro do que estd descrito para o efeito dos inibidores do
proteasoma quer em tumores soélidos, quer em neoplasias hematoldgicas, sendo que a
maior parte dos estudos sdo realizados em neoplasias hematoldgicas. Nestes estudos
foi demonstrado que o inibidor de proteasoma, PS-341, tem a capacidade de induzir
directamente a apoptose em linhas celulares e células isoladas de doentes com
mieloma multiplo, bem como superar a resisténcia de células a terapia convencional
conduzindo a sua apoptose (D’Alessandro, A. et al., 2009) tendo sido aprovado para o
tratamento de mieloma multiplo e linfoma do manto, como referido. Da mesma
forma, existem estudos que demonstram a actividade anti-tumoral destes compostos
no carcinoma da mama, pulmado, colén, bexiga, ovdrio, prostata, pancreas e
neuroblastoma infantil. Para além disso, as células transformadas sdo mais sensiveis a
apoptose induzida por inibidores do proteasoma do que as que nao sofreram
transformacdo maligna (Dolcet, X. et al., 2006).

Uma caracteristica interessante destes farmacos é o facto de parecerem
sensibilizar as células de CHC a apoptose induzida por TRAIL, um membro da familia do
factor de necrose tumoral (TNF), provocando toxicidade selectiva nas células de
cancro, pois a maioria das células normais sdo resistentes a apoptose mediada pelo
TRAIL (Inoue, T. et al., 2005). Assim, consideramos interessante avaliar se a expressao
dos receptores de TRAIL nesta linha celular antes e apds o tratamento com MG-262, de
forma a compreender se este podera ser um mecanismo envolvido na morte celular
das células HepG2 mediada por este inibidor do proteasoma. Outros autores também
referem que o mecanismo de apoptose mediado por estes farmacos poderd estar
relacionado com a activacdo da via intrinseca da apoptose, através da acumulagao de
proteinas pré-apoptdticas, da familia BCL-2, como a proteina BAX, e redugao dos niveis
de proteinas anti-apoptéticas, como a proteina BCL-2 (Chen, K. et al., 2008 e Orlowski,
R. & Kuhn, J., 2008). Assim, também poderiamos avaliar a expressdao de algumas
proteinas da familia BCL-2 e do citocromo ¢, bem como a caspase 9 (que esta
relacionada com a via intrinseca da apoptose) e caspase 8 (que estd relacionada com a
via extrinseca da apoptose), ou mesmo dos receptores de morte da familia do TNF.

Uma vez que alguns inibidores do proteasoma podem regular o ciclo celular

(Orlowski, R. & Kuhn, J., 2008) avaliou-se, também, a percentagem de células em cada
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fase do ciclo celular. Os resultados demonstraram um aumento de células na fase G2,
0 que pode estar associado a fosforilacdo e clivagem da proteina BCL-2 levando a um
blogueio do ciclo celular (Chen, K. et al.,, 2008). Para além disso, pode estar
relacionado com a degradacdo de proteinas reguladoras do ciclo celular (D’Alessandro,
A. et al., 2009).

Ao fazer uma anadlise comparativa entre o ciclo celular e a expressao de ciclina
D1, pelos motivos expressos anteriormente, verificamos que ocorre aumento da
expressao desta ciclina, tal como se esperava, quer nas células tratadas com este
farmaco isoladamente quer em combina¢do com a Doxorrubicina, 5-FU ou mesmo o L-
744,832, o que esta de acordo com o bloqueio do ciclo celular na fase G2, uma vez que
a ciclina D1 regula a passagem de fase G1 para S. Os Unicos resultados em que ndo
observamos esta correlacdo, envolvem a combinacdo do MG-262 com o Everolimus
e/ou L-744,832, uma vez que se observa nestas condicdes um aumento da
percentagem de células em G1 e de ciclina D1. Assim, seria interessante repetir-se
estes resultados pelos mesmos motivos explicitados para os outros farmacos.

O sistema ubiquitina-proteasoma é a principal via de degradacdo catabdlica de
proteinas de curta duracdo e proteinas misfolded. As proteinas que sdo degradadas
por esta via, sofrem um processo de poli-ubiquitina¢ao, seguida de reconhecimento e
degradacado pelo proteasoma (Wu et al., 2010), um complexo enzimatico constituido
por duas subunidades, 20 e 19S. Deste modo, um dos mecanismos propostos para a
accdo anti-cancerigena dos inibidores do proteasoma é a acumulacdo de proteinas
ubiquitinadas. Os resultados deste estudo demonstraram um aumento de conjugados
de ubiquitina, particularmente para a terapia combinada, sendo que esse aumento
pode estar relacionado com o aumento da morte celular, pois além do aumento
verificado na expressao de BAX (uma proteina degradada nesta via), poderd ocorrer
acumulacdo de proteinas andmalas que podem induzir a expressdo de proteinas de
choque térmico, proteinas de stresse do reticulo endoplasmatico, conduzindo as
células a apoptose (D’Alessandro, A. et al., 2009).

Paralelamente, o NF-kB, um factor de transcri¢cdao pleiotrépico, com multiplas
funcdes celulares, constituido por duas sub-unidades, p65 e p50, estd descrito como
um dos principais alvos dos inibidores do proteasoma em quase todos os tipos de

cancro, uma vez que o kB, o inibidor do NF-kB é degradado na via da ubiquitina-
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proteasoma (D’Alessandro, A. et al., 2009, Chen, K. et al., 2008). No nosso estudo nao
verificdmos diminuicdo significativa da fosforilacdo e, consequente activacao do NF-kB,
nas células tratadas com o inibidor do proteasoma, quer em monoterapia, quer em
terapia combinada (tendo-se verificado nesta modalidade terapéutica uma tendéncia
para o aumento da sua expressdo). No entanto, houve morte celular por apoptose, na
combina¢dao do MG-262 com Doxorrubicina, comprovada quer por citometria de fluxo,
recorrendo a dupla marcacdo com AV e IP, quer por andlise morfoldgica. Esta aparente
contradi¢do poderd ser explicada pelo mecanismo proposto por Dulcet, X. et al (2006),
em linhas celulares do carcinoma do endométrio tratadas com quatro inibidores de
proteasoma diferentes, em que verificaram activagdao da expressao de NF-kB. Assim,
estes autores propdem que a fosforilacdo da subunidade p65 podera estar relacionada
com a activacdao do NF-kB induzida pelo inibidor do proteasoma, uma vez que estes
induzem a fosforilagcdo do IKKa/B, fosforilagcdo e degradacdo do IkBa e fosforilagdo da
sub-unidade p65 do NF-kB na serina 536, levando ao aumento da expressao do NF-kB.
Assim, seria interessante, utilizar uma estratégia de silenciamento da p65, como por
exemplo a utilizagdao de siARN’s, de forma a avaliar se a activagao do NF-kB pelos
inibidores do proteasoma estd efectivamente relacionada com este processo, em linha
celulares de CHC.

Assim, o conceito de que os inibidores do proteasoma s3ao bloqueadores da
activacdo do NF-kB tera de ser cuidadosamente avaliado e estudado para cada tipo de

células.

A terapéutica combinada de varios agentes tem vindo a ser utilizada na maioria
dos tratamentos do cancro. Até recentemente, para o CHC ndo havia nenhum agente
dirigido a um alvo molecular, no entanto o Sorafenib veio abrir o caminho para o
desenvolvimento desse tipo de agentes anticancerigenos, pois foi a proof-of-concept
necessaria. Ao analisar-se o mecanismo de ac¢do do Sorafenib, consegue-se
compreender que embora seja um Unico farmaco, actua em vdrios alvos,
principalmente em receptores de factores angiogénicos. Assim, a combinacdo de
terapias dirigidas a varios alvos moleculares faz todo o sentido no CHC, assim como

com a terapia convencional. Neste trabalho houve a avaliacdo dos dois tipos de
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estratégias e algumas das combinacdes tiveram sucesso na reducdo de viabilidade e
aumento da morte celular por apoptose, tais como a associacdao do inibidor da
farnesiltransferase (L-744,832) com o 5-FU e do inibidor do proteasoma (MG-262) com
a Doxorrubicina. Sendo que, normalmente, ha preferéncia por fdrmacos que
provoquem morte por apoptose, uma vez que a necrose causa uma inflamacao severa
nos tecidos préximos.

A associacdo dos trés farmacos, Everolimus, L-744,832 e MG-262 ndo revelou
um aumento do efeito citotdxico, em relacdo aos farmacos em monoterapia, como se
pode ver na andlise por citometria de fluxo com AV/PI. As combinag¢des do Everolimus
com MG-262 ou L-744,832, também ndo demonstraram um aumento de morte celular,
em relacgdo aos fdrmacos em monoterapia. Assim, a Unica combinag¢do que
efectivamente, tem a capacidade de aumentar o efeito citotdxico, em relacdo os
farmacos em monoterapia, é a do L-744,832 com o MG-262.

Tal como referido anteriormente, o Everolimus tem a capacidade de inibir a via
PI3K/AKT/mTOR, o L-744,832 a via RAS/MAPK e o MG-262 uma série de processos
bioldgicos e vias moleculares. Assim, a utilizacdo dos trés faz com que haja a inibicdo
de varios processos essenciais na progressdao da célula maligna. Para além, disso
existem varios estudos que demonstram um possivel cross-talk entre a acgdo destes
farmacos, que se pode materializar num sinal apoptético mais eficaz.

De facto, existem algumas evidéncias de que ocorre um cross-talk entre a via
RAS/MAPK e PI3K/AKT/mTOR (Aksamitiene, E. et al., 2012), sendo que é possivel que
os inibidores da farnesiltranferase, que tém como principal alvo terapéutico a proteina
RAS, também actuem também directamente na via PI3K/AKT/mTOR, pela inibicdo do
mTOR, através da alteracao da fosforilagdo da p70s6k, sendo que esta possibilidade foi
sugerida e confirmada para uma linha de queratindcitos por Law, B. et al. (2000), para
o efeito do L-744,832.

Para além disso, a via PI3K/AKT/mTOR, que é essencial para o balango entre a
sobrevivéncia da célula e a apoptose, como referido anteriormente, também pode ser
regulada pelos inibidores do proteasoma, pela inibicdo da fosforilagdo da AKT,
processo necessario para a activacdo da via, e de factores anti-apoptéticos (Inoue, T. et

al., 2006 e Chen, K. et al., 2008). Para além disso, como possivelmente causam um
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aumento na apoptose induzida pelo TRAIL, para além da via mitocondrial, podem
causar um aumento do sinal apoptético pela via membranar.

Uma forma de tentarmos perceber se efectivamente hd um cross-talk entre a
accdo dos farmacos, seria testar a fosforilacdo da AKT, bem como da p70s6k e a
expressao do mTOR.

Embora se tente analisar e esquematizar as vias moleculares, é importante nao
nos esquecermos que oS mecanismos subjacentes a accdo dos farmacos ndo sdo
isolados, pois nas células ocorre uma network de interac¢des, que raramente tem uma
via per se. Este efeito associativo ainda aumenta mais em tecidos ou organismos, pois

o grau de complexidade aumenta.

Em suma, os fdrmacos dirigidos a alvos moleculares utilizados neste estudo, o
inibidor do mTOR (Everolimus), o inibidor da farnesiltransferase (L-744,832) e inibidor
do proteossoma (MG-262), podem constituir uma abordagem terapéutica promissora
no Carcinoma Hepatocelular, quer em monoterapia para o Everolimus e MG-262, quer
em terapéutica combinada. Do mesmo modo, verificou-se que o Everolimus, L-744,832
e MG-262, apresentam um efeito sinérgico com a Doxorrubicina, que é o farmaco
anticancerigeno mais utilizado no tratamento de Cacinoma Hepatocelular, o que pode
contribuir para melhorar a eficdcia terapéutica com diminuicdo da toxicidade e dos

efeitos secundarios.
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Capitulo 5. Conclusao
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A definicdo de novas estratégias terapéuticas para o tratamento do cancro
constitui o ponto central na Oncobiologia Clinica.

Assim, os resultados obtidos com este trabalho revelam, de uma forma geral,
que os farmacos Everolimus, L-744,832 e MG-262 podem constituir uma abordagem
terapéutica promissora no tratamento de Carcinoma Hepatocelular quer em
monoterapia quer em associa¢ao entre si ou com a quimioterapia convencional,
nomeadamente, doxorrubicina e 5-Fluorouracilo.

Desta forma, este estudo permite-nos retirar as seguintes conclusdes:

e Os efeitos citotoxicos e/ou citostaticos do Everolimus, L-744,832 e MG-262 nas
células HepG2, sdo dependentes do tempo e dose administrada do farmaco.

e Estes farmacos induzem morte celular preferencialmente por apoptose. O
Everolimus e o L-744,832 induzem apoptose pela via mitocondrial intrinseca
uma vez que se verifica um aumento na expressdao de BAX, uma proteina pro-
apoptética envolvida nesta via.

e Estes farmacos apresentam um efeito citostdtico, uma vez que induzem uma
paragem no ciclo celular, tendo-se verificado um bloqueio do ciclo celular em
G2/M ap0ds incubagdo com L-744,832 e MG-262, e em G1 quando utilizado o
Everolimus.

e As combinacgdes terapéuticas do Everolimus, L-744,832 e MG-262 com a terapia
convencional, nomeadamente como a Doxorrubicina, bem como a associa¢ao
dos novos farmacos Everolimus e L-744,832, em baixas doses (inferiores ao
IC50), nas células HepG2, revelou efeito sinérgico, o que permite uma redugao
da toxicidade e dos efeitos secundarios. Assim, verifica-se que a aplicacao de
uma estratégia combinada de varios farmacos dirigidos a alvos moleculares
pode ser uma estratégia promissora como opg¢ao terapéutica do tratamento de
Carcinoma Hepatocelular, podendo constituir uma alternativa para ultrapassar

a faléncia da terapéutica convencional.
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