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Resumo

O microambiente medular sendo o principal suporte da hematopoiese normal, é a
estrutura que fornece protecdo as células estaminais hematopoiéticas de agressdes externas,
bem como indicacdes fisiologicas necessarias a regulagdo destas células. No entanto, esta
estrutura também é importante na formacdo, sustentacdo e desenvolvimento de clones

neoplasicos.

Um dos seus componentes, as metaloproteinases da matriz (MMPs), sdo enzimas que
sdo responsaveis pela degradacdo e modulacdo da matriz extracelular. Estas sdo enzimas
altamente reguladas no organismo e a mais pequena desregulagdo pode originar um
descontrolo dos processos celulares, promovendo a formacao de neoplasias. Uma vez que
as terapéuticas atuais ndo sdo eficazes em todos os doentes com neoplasias hematoldgicas e
as recidivas sdo frequentes, a inibicdo das MMPs podera constituir uma nova abordagem

terapéutica para os doentes com estas neoplasias.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial terapéutico do Batimastat (BB-

94), um inibidor das MMPs, em modelos in vitro de neoplasias hematolégicas.

Para o efeito, foram utilizadas quatro linhas celulares de neoplasias hematolégicas, 2
de Leucemia Promielocitica Aguda, sem e com a translocacdo t(15;17), as células HL-60 e
NB-4, respetivamente; 1 de Mieloma Madaltiplo, as células H929, e 1 de Sindrome
Mielodisplasica, as células F36-P. Primeiro foi determinada a expressao basal das MMPs,
por Citometria de Fluxo (CF), com recurso a anticorpos especificos marcados com sondas
fluorescentes. As células foram incubadas na auséncia e na presenca de diferentes

concentragdes de BB-94, entre 0,1 e 10uM, administrado em toma tnica ou fraccionada.

Para avaliar o efeito deste inibidor na viabilidade e na densidade celular foi usado o
teste de exclusdo por azul de tripano. A morte celular foi avaliada por microscopia 6ptica,
apos coloracao de esfregagos usando o método de May-Griinwald-Giemsa, e por CF, através
da dupla marcagao com Anexina V e lodeto de Propideo. Foi também avaliada a activagao
de caspases, utilizando a sonda Apostat, bem como o ciclo celular, com recurso a Iodeto de
Propideo, ambos avaliados por CF. Para confirmar a atividade gelatinolitica das MMPs,

utilizou-se também o método de zimografia em gelatina, antes e ap6s a incubacdao com o



inibidor. Por fim, verificou-se a influéncia do inibidor nas vias de sinalizacdo celular, através

da expressao das proteinas ERK 1/2 e AKT, por western blot.

Os resultados mostram que o BB-94 reduz a viabilidade e a proliferagdo celular de
uma forma dependente do tempo, da dose e das caracteristicas da linha celular. O ICsy do
farmaco, ap6s 48h de exposicao é, aproximadamente, 7,5 uM para a linha NB-4, 10 uM para
a linha F36-P e entre 7,5 e 10 uM para as linhas celulares HL-60 e H929. Além disso, os
resultados sugerem que a administracdo didria do farmaco é mais eficaz na reducdo da
viabilidade e da proliferacdo celular quando comparado a mesma dose (total) em
administracdo tnica. Por outro lado, o efeito citotéxico do BB-94 é mais acentuado na linha
celular de LPA que apresenta a translocagao t(15;17), e este efeito aparenta ser independente

da expressao de MMPs.

O BB-94 induz morte celular por apoptose com activagdo de caspases, de forma
dependente da dose. A analise do ciclo celular confirma a atividade anti-proliferativa do
farmaco, uma vez que é observado um bloqueio na fase Go/ G nas células HL-60 e H929, na
fase Snas células NB-4 e na fase Go/M nas células F36-P. A zimografia em gelatina confirma
a atividade do BB-94, ao ser possivel observar-se um bloqueio na atividade gelatinolitica
das MMPs diretamente proporcional a dose de faArmaco administrada. A anélise do western
blot indicam que ha um aumento da expressdo da ERK nas células tratadas com o BB-94,
quando comparado com as células sem tratamento, nas linhas celulares HL-60 e F36-P, nao
se observando diferencas significativas nas linhas NB-4. Por outro lado, o BB-94 induziu um
aumento na expressao de AKT nas células HL-60, enquanto nas H929 foi observada uma

diminui¢do, em comparagdo com o controlo.

Em conclusao, estes resultados sugerem que o BB-94 podera constituir uma potencial
e nova abordagem terapéutica no tratamento de neoplasias hematoldgicas, apresentando
um papel importante na regulacdo das vias de sinalizacdo celular que controlam papéis
fundamentais tanto no crescimento e desenvolvimento celular, como no controlo da morte
celular. Contudo, a eficacia terapéutica podera depender do tipo e das caracteristicas

genéticas da neoplasia, bem como do esquema terapéutico utilizado.
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Abstract

The bone microenvironment is the main support normal hematopoiesis, is the
structure that provides support, protection of hematopoietic stem cells from external
aggression, and provides the details required for the physiological regulation of these cells.

However, this structure also important in formation support and neoplastic clones.

One of its components, matrix metalloproteinases (MMPs) are enzymes that are
responsible for modulation and degradation of the extracellular matrix. These are highly
regulated enzymes in the body and the smallest disruption can lead to an uncontrolled
cellular processes, promoting the formation of neoplasms. Since current therapies are not
effective in all patients with hematological malignancies and relapses are frequent,
inhibition of MMPs may constitute a novel therapeutic approach to patients with these

malignancies.

The aim of this study was to evaluate the therapeutic potential of Batimastat (BB-94),

a matrix metalloproteinases inhibitor, in in vitro models of hematological neoplasias.

For this purpose, we used four hematological neoplasia cell lines, two Acute
Promyelocytic Leukemia cell lines (NB-4 and HL-60 cells, with and without the
translocation t(15;17), respectively), one Multiple Myeloma cell line (H929 cells), and one
Myelodysplastic Syndrome cell line (F-36P cells). We detected the protein basal expression
of MMP-2, -8 and -9, by Flow Cytometry (FC) using specific antibodies. All cell lines were
cultured in absence and presence of different concentrations of BB-94 ranged from 0,1 pM

to 10 pM, in a daily or single dose administration.

To evaluate the effect of this inhibitor on cell viability and cell density we used the
Trypan Blue Assay. Cell death was determined by optical microscopy, after staining smears
using the method of May-Griinwald-Giemsa, and by FC using the Annexin V and
Propidium Iodide double staining. It was also evaluated the activation of caspases, using
apostat probe as well as the progression through the cell cycle, using propidium iodide,
both by CF. We also used gelatin zymography to confirm the gelatinolytic activity of MMPs
before and after incubation with the inhibitor. In order to understand the role of BB-94 in

cell proliferation, we evaluated the ERK 1/2 and AKT expression by Western Blot.

Our results showed that BB-94 reduces cell viability and proliferation in a time, dose

and cell line dependent manner. We found that the half maximal inhibitory concentration

iX



(IC50) at 48 hours of exposure was, approximately, 7,5 pM for NB-4, 10 uM for F36-P, and
between 7,5 and 10 uM for HL-60 and H929. Furthermore, the results suggest that the daily
administration schedule is more effective in the reduction of cell viability and proliferation
when compared to the same doses in single administration, when compared to the same
dose (total) in a single administration. Moreover, the cytotoxic effect of BB-94 is more
pronounced in cell lines that presents APL translocation t(15; 17) , and this effect seems to

be independent of MMPs expression levels..

BB-94 induced cell death by apoptosis with activation of caspases, in a dose-
dependent manner. The antiproliferative effect is confirmed through of cell cycle analysis,
which revealed an arrest in Go/ G1 phase in HL-60 and H929 cells, in S phase in the NB-4 cell
and G2/M phase of the F36-P cells. The gelatin zymography confirmed the activity of BB-
94, to be possible to observe a block in gelatinolytic activity of MMPs directly proportional
to the dose of drug. In Western Blot analysis it was observed an increase of ERK expression
in the cells treated with BB-94 when compared to the cells without treatment, in HL-60 and
F36-P cell lines, while in NB-4 and H929 cell lines no significat differences were observed.
On the other hand, BB-94 induced an increase in AKT expression in HL-60 cell line, while

in H929 a decreased was observed, compared to control.

In conclusion, our results suggest that BB-94 is a potential new targeted therapy in
hematological neoplasias and also support a role for the ERK and AKT signaling pathway
in BB-94-induced apoptosis. However, therapeutic efficacy may depend on the cell type and

genetic characteristics of the neoplasia, as well as the therapeutic schedule used.

Key-words
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Avaliacao da inibicdo de Metaloproteinases da Matriz como alvo terapéutico em Neoplasias Hematolégicas

1.1 - Origem do Cancro

O desenvolvimento de cancro requer normalmente varios fatores estando bastante
assente na genética, no ambiente envolvente do tumor e na regulacdo do sistema
imunitario dentro de cada individuo. Diferentes tipos de cancros possuem diferentes
riscos ambientais e aproximadamente uma em cada cinco pessoas morre de cancro

(Alberts et al, 2007).

As células tumorais sao definidas por duas caracteristicas principais: reproduzem-
se em desafio as restricbes normais do crescimento e divisdo celulares, e invadem e
colonizam territérios normalmente reservados a outros tipos de células. A sua capacidade
de auto-renovagao é a que vai permitir manter pelo menos um descendente com o mesmo
potencial de desenvolvimento (Shackleton, 2010). A invasdo é uma caracteristica
fundamental das células cancerigenas por permitir a formagdo de metastases noutros
tecidos do organismo. Nas células filhas acumulam-se altera¢des que lhes permitem
elevado crescimento, divisdo e sobrevivéncia, quando comparadas com as células
vizinhas. O ambiente tumoral é normalmente constituido pelas células tumorais e por
outros tipos celulares, como é o caso dos fibroblastos, células endoteliais inflamatdrias

(Alberts et al, 2007).

As células estaminais normais conseguem alterar as suas capacidades de
proliferagdo e de diferenciagio em resposta a alteracdes ambientais, sendo esta
caracteristica a que faz com que o organismo consiga manter a sua homeostase. Assim, as
células estaminais cancerigenas, bem como as normais, conseguem adaptar-se a diferentes

ambientes, como a exposi¢do a agentes terapéuticos (Shackleton, 2010).

Foram propostos trés modelos para explicar a propagacao tumoral sendo eles o
modelo da célula estaminal cancerigena (CEC), o modelo da evolugdo clonal, ou
estocéstico, e o modelo da interconversao (Figura 1). O primeiro, o mais aceite, tem em
conta a possibilidade de uma perda irreversivel de potencial estaminal nalgumas células
cancerigenas através de mecanismos determinados hierarquicamente. O modelo da
evolucao clonal é baseado na instabilidade genética das células cancerigenas, em que
apenas algumas ganham vantagem, ao adquirirem muta¢des genéticas adicionais. Por
altimo, o terceiro modelo envolve a capacidade das células cancerigenas se

interconverterem entre estados mais proliferativos ou mais quiescentes (Shackleton, 2010).
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Figura 1 - Esquema representativo dos trés modelos de propagacdo tumoral. (A) Modelo das
Células Estaminais Cancerigenas (CEC), em que estas ddo origem nao s6 a mais CEC, como também
a células nado cancerigenas estaveis. (B) Modelo da evolugdo clonal, em que vérias células possuem
o potencial maligno, mas s6 algumas ganham vantagem na propagacdo da doenga, ao adquirirem
mutacOes genéticas adicionais. (C) Modelo da interconversdo, em que as células conseguem passar
de um estado maligno ativo para um estado relativamente quiescente, e vice-versa. As células
vermelhas representam as células tumorais com potencial de auto-renovagdo, as células azuis,
roxas e amarelas representam células ndo tumorais fenotipicamente distintas. As setas centrais
representam a ideia de que estes modelos ndo sdo exclusivos, e que as CEC podem sofrer
posteriores mutagdes genéticas ou podem ser interconvertidas num estado maligno menos ativo.

(Adaptado de Shackleton, 2010)

O modelo da CEC veio introduzir varias questdes, como a utilizacdo da célula
estaminal cancerigena como alvo de tratamento em neoplasias, uma vez que se estas
células clonais ndo forem removidas o tumor recidiva. Assim, a célula estaminal
cancerigena encontra-se atualmente no centro de varios estudos como potenciais alvos
terapéuticos para que se encontrem formas de eliminar estas células, de modo a minimizar

as recidivas ao longo do tempo.

1.2 - Sistema Hematopoiético

O sangue possui varios tipos de células com fungdes desde o transporte de oxigénio
até a producado de anticorpos. Todas elas sao originadas a partir de uma célula estaminal
comum na medula 6ssea (Figura 2). Esta célula estaminal hematopoiética (CEH) é
multipotente, originando todos os tipos de células sanguineas diferenciadas, bem como
outros tipos de células, como os osteoclastos nos ossos (Alberts et al, 2007). As CEHs sdo

células estaminais adultas que possuem caracteristicas tipicas, como auto-renovagao,
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quiescéncia, dorméncia e capacidade de diferenciacio em células do sangue
especializadas. A maioria das células encontram-se no seu estado quiescente no nicho,
mantendo assim a pool de CEHs. O distarbio da homeostase faz com que sejam enviados
sinais, intrinsecos ou extrinsecos, para que as CEHs possam responder de forma adequada
as necessidades do organismo (Celso e Scadden, 2011; Chotinantakul e Leeanansaksiri,
2012). Assim, o sistema hematopoiético vai permitir a criacdo de células completamente
diferenciadas e ao mesmo tempo manter a regulacio da homeostase das CEHs. A
diferenciacdo hematopoiética é principalmente regulada pela combinacdo entre véarios
fatores de transcricdo e de crescimento, e ao se dividirem, as células vao perdendo o seu
potencial de auto-renovacdo e ganham maior comprometimento com a respetiva

linhagem (Kanji et al, 2011).

Este sistema esta, entdo, organizado numa hierarquia que é sustentada por uma
populacdo de CEHs quiescentes, com um periodo de vida longo e capacidade de auto-
renovacao (Wang e Dick, 2005). As CEHs ndo se diferenciam diretamente de um estado
multipotente para um estado comprometido com uma tnica via de diferenciacdo. Estas
passam por uma série de restricdes especificas em que o primeiro passo é o
comprometimento para uma linha mieloide ou uma linha linfoide (Alberts et al, 2007). Os
progenitores multipotentes dao origem a progenitores oligopotentes, os progenitores
comuns mieldides (PCM) e progenitores comuns linféides (PCL). Estes progenitores
diferenciam-se em células comprometidas a uma linhagem: os PCM dao origem aos
megacariocitos, eritrécitos, granuldcitos, macréfagos e células dendriticas, os PCL dao
origem a linfécitos T, linfécitos B, células Natural-Killer e células dendriticas

(Chotinantakul e Leeanansaksiri, 2012) (Figura 2).
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Figura 2 - Esquema representativo da Hematopoiese. As células estaminais hematopoiéticas
possuem a capacidade de auto-renov¢ao, de forma a manterem a sua pool, e de diferenciacdo, dando
a sua primeira divisao origem aos progenitores comuns linfoide e mieloide. A diferenciacdo destas
células vai dar origem as células maduras, tanto da linhagem mieloide como da linhagem linfoide.
SCF, fator de células estaminais; TPO, trombopoietina; Epo, Eritropoietina (Adaptado de Alberts et
al, 2007)

1.3 - Microambiente Medular

Foi postulada por Schofield, em 1978, a hipétese do nicho celular, que diz que as
células estaminais residem em compartimentos fixos, os chamados nichos, que permitem
a manutencado das propriedades estaminais. Estes nichos sdo compartimentos anatémicos
definidos que produzem sinais para as células estaminais sob a forma de moléculas
secretadas ou membranares de forma a controlarem a proliferagdo, a determinar o
comprometimento com a descendéncia, e a proteger as células estaminais da exaustdo ou

morte. As principais fun¢des do nicho sdo o suporte estrutural e tréfico, a informagao
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topografica celular para a regulacdo da funcdo das células estaminais (Figura 3) (Jones e

Wagers, 2008).

O microambiente da medula 6ssea consiste numa estrutura complexa, altamente
especializada, composta tanto por células hematopoiéticas como por células nao-
hematopoiéticas (fibroblastos, adipdcitos, células endoteliais), uma matriz extracelular
constituida essencialmente e fatores membranares e soltveis que cooperam entre si de
forma a sustentarem a hematopoiese normal, uma vez que esta ndo ocorre sem um
ambiente de suporte (Blau, 2011). Este microambiente é constituido por dois nichos
diferentes, o nicho osteoblastico e o vascular, que apresentam fungdes distintas no que
toca a regulacdo da auto-renovacao e da diferenciacdo das CEHs. Apesar de diferentes,

trabalham em conjunto para um objetivo comum: a producdo de células maduras

sanguineas e a sua libertacao na corrente sanguinea (Jones e Wagers, 2008; Blau, 2011).

Matriz Extracelular

Fatores
Soliveis
4—\

o
o

Vaso sanguineo

Adesdo célula-célula
Ligagdo recetor-ligando

Fatores
coo- S (veis

/ \ o Célula estaminal

Suporte Suporte Informagdo Indicagdes
estrutural troéfico topografica fisiologicas

Figura 3 - Esquema hipotético de um nicho de células estaminais, com os componentes e
fungdes. O nicho é uma estrutura dindmica que recebe e transmite sinais. Os seus componentes
sdo, geralmente, as proprias células estaminais, as células do estroma, fatores soltveis, a matriz
extracelular, neurénios, a rede vascular e os componentes da adesédo celular. Nem todos os nichos
apresentam necessariamente todos os componentes, no entanto, todos eles apresentam os

suficientes para que possam ser exercidas as suas fungdes especificas (Adaptado de Jones e Wagers,
2008).

1.3.1 - Nichos hematopoiéticos

Para manterem a sua pool de células quiescentes, as CEHs necessitam de abrigo face

as agressdes externas. Por este motivo, varios estudos mostraram que a sua principal



Introdugéo

localizacdo é junto a superficie endosteal, particularmente nas regides trabeculares, sendo
também frequente a sua visualizagdo préximo dos vasos sanguineos (Figura 4). Sabe-se ja
também que quanto maior for a diferenciacdo das células, mais afastadas estas se
encontram do endésteo (Chotinantakul e Leeanansaksiri, 2012; Nwajei e Konopleva,

2013).

O nicho osteoblastico esta localizado na zona endosteal. Esta zona corresponde a
superficie interna da cavidade medular, é constituida por osso cortical e trabecular, onde
se encontra uma hematopoiese ativa. Esta superficie é delimitada por células
remodeladoras dos ossos, os osteoblastos e os osteoclastos, que trabalham em conjunto
para a formacdo e a reabsorcdo Ossea, respetivamente. Estas fun¢des sdo importantes
durante o crescimento, para uma correta mineralizagdo dssea, e na fase adulta, para que
seja recuperado o tecido 6sseo perdido. As CEHs que se encontram num estado
quiescente, associam-se a osteoblastos e adquirem a capacidade de sobreviver e contribuir
para a hematopoiese durante um grande periodo de tempo. Os osteoblastos ativos
formam, entdo, um microambiente informativo que controla a migracdo, a adesdo e a

proliferacdo das CEHs (Chotinantakul e Leeanansaksiri, 2012; Nwajei e Konopleva, 2013).

O nicho vascular estd localizado nos sinusoides. Estes sdo vasos sanguineos de
paredes finas, que fazem a comunicagdo entre a cavidade medular e a circulagdo
sanguinea. Outras células, como as células reticulares adventicias, células do estroma
perivascular, células estaminais mesenquimais e neurénios, associam-se aos sinusoides
para que haja uma maior regulacdo e manutengao das CEHs. Neste local da-se uma grande
libertagao de moléculas, como citocinas, fator de crescimento das células estaminais (SCF),
CXCL12 e fosfatase alcalina, que contribuem nao s6 para o suporte e a manutencdo das
CEHs, mas também para o controlo da hematopoiese (Blau, 2011; Nwajei e Konopleva,
2013). A integridade e a regeneracdo desta estrutura sdo fundamentais para que haja
recuperacao da medula apods transplantes mieloablativos (Celso e Scadden, 2011). O nicho
vascular é o local que abriga mais CEHs, sendo também aqui o local onde elas se

diferenciam e proliferam (Chotinantakul e Leeanansaksiri, 2012).
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Figura 4 - Microambiente medular: o nicho osteoblastico e vascular. O microambiente medular é
constituido por dois nichos - osteoblastico e vascular. O primeiro encontra-se na zona endosteal,
que é constituida principalmente por osteoblastos, osteoclastos e CEHs no seu estado quiescente.
O nicho vascular encontra-se situado na zona central da medula, onde ha bastante vascularizacio.
Aqui, as CEHs encontram-se no seu estado ativo, preparando-se assim para a proliferacao e
diferenciagdo celular. Durante as divisdes celulares, ocorrem divisdes assimétricas que dao origem
a duas células filhas com fungdes distintas: uma mantem-se no seu estado ativo de proliferacdo e
diferenciacao, enquanto a outra regride a um estado de quiescéncia, regressando assim ao nicho
osteoblastico. As CAR (CXCL-12 Abundant Reticular Cells) produzem fatores de adesdo celular,
auxiliando as CEHs na ancoragem aos nichos. (Adaptado de Suarez-Alvarez et al, 2012)

Assim, os osteoblastos conferem um contexto de dorméncia as CEHs, mantendo-as
inativas, enquanto o nicho vascular confere um ambiente intermediério, onde as CEHs
ativas estdo prontas para se diferenciarem ou reverterem para o estado quiescente,
dependendo das necessidades do organismo (Celso e Scadden, 2011). As divisdes
assimétricas destas células vao permitir que uma célula filha volte ao estado quiescente, e
se desloque para o nicho osteoblastico, enquanto a segunda célula filha segue o processo

de diferenciagdo hematopoiético (Chotinantakul e Leeanansaksiri, 2012).

As células estaminais mesenquimais sao consideradas o elemento chave neste
ambiente complexo (Konopleva et al, 2009; Blau, 2011). Estas sdo consideradas células ndo-

hematopoiéticas, estaminais multipotentes que, dependendo do estimulo, sdo capazes de
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se diferenciar em linhagens mesenquimais e ndo-mesenquimais. Esta capacidade de
diferenciacdo torna estas células essenciais, pois conseguem fornecer os mais importantes
componentes de suporte a hematopoiese. Os estimulos aumentam em caso de lesdo, o que

permite as células migrarem através da circulacdo para o local da lesao (Blau, 2011).

1.3.2 - Regulac¢ao do microambiente medular

Devido a sua elevada complexidade, é necessario que o microambiente seja
altamente regulado para conseguir responder de forma eficiente aos estimulos do

organismo.

As células estaminais mesenquimais apresentam um papel fundamental nesta
questdo, ao regularem o desenvolvimento das células hematopoiéticas através da
producao de citocinas, quimiocinas e sinais intracelulares iniciados pela adesao celular.
Dentro dos varios tipos de citocinas e quimiocinas produzidas salienta-se o fator derivado
do estroma (SDF-1 ou CXCL12) que regula a localizagdo das CEHs (Celso e Scadden, 2011),
e o ligando do recetor da tirosina cinase 3 tipo FMS (FLT-3), FL, que juntamente com a
angiopoietina-1 (ANG-1) controlam a interacdo com osteoblastos, a manutencao e o estado
de quiescéncia das CEHs (Konopleva et al, 2009; Celso e Scadden, 2011). As células
estaminais mesenquimais dao origem aos mais diversos tipos celulares, como por
exemplo, os osteoblastos, os osteoclastos, as células endoteliais e as células reticulares
perivasculares. Estes tipos celulares regulam a manutencao e a localiza¢do das CEHs

(Konopleva et al, 2009).

Ha também vadrias vias de sinalizagdo celular que estdao envolvidas na regulacdo das
CEHs e da hematopoiese. Exemplo disso sdo as vias de sinalizacao Wingless (WNT), Notch
e Hedgehog (HH). Os osteoblastos sobre-expressam um inibidor da via WNT, o qual tem
sido associado ao bloqueio da auto-renovagao das CEHs, indicando o papel desta via no
microambiente medular. A via Notch e a HH estdo envolvidas na proliferacao,
diferenciacdo e na manutencio das CEHs, no entanto, a HH esta envolvida de uma forma
indireta, ativando outra via, a via de sinalizagdo BMP (Bone Morphogenetic Protein). Foi
também proposta a via HH como sendo um regulador negativo da quiescéncia das CEHs.
Existe também a via de sinalizagdo SDF-1/CXCR4 que possui também um papel
importante na manutencdo e adesdo das CEHs ao nicho (Celso e Scadden, 2011;

Chotinantakul e Leeanansaksiri, 2012).
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Nao menos importantes nesta fungdo, sdo as proteinas de adesao que participam na
retencdo das CEHs aos seus nichos, como é o caso das integrinas. Estas interagem com
proteinas da matriz extracelular e, juntas, controlam a mobilizacdo das CEHs para o nicho.
Ha também vérios componentes da matriz extracelular que participam ativamente nesta
regulacdo, como é o caso dos glicanos e dos eicosandides. Por fim, e como peca
fundamental, os gradientes quimicos de calcio e oxigénio, e o pH. Os osteoclastos libertam
calcio durante a reabsorcdo dssea que vai ser posteriormente aproveitado para a atividade
de outras moléculas presentes no microambiente. O gradiente de oxigénio é fundamental
para o correto funcionamento das CEHs, visto que elas se encontram no seu estado
quiescente em &reas hipéxicas (nicho osteoblastico), mas apresentam-se ativas em areas

ricas em oxigénio (nicho vascular) (Celso e Scadden, 2011).

1.4 - Metaloproteinases da Matriz (MMPs)

Um dos principais constituintes do microambiente sdao as Metaloproteinases da
Matriz (MMPs). Estas sdo uma familia de endopeptidases secretadas por um elevado
numero de tipos celulares, capazes de clivar varias macromoléculas presentes na matriz
extracelular, bem como membranas basais. Esta familia é constituida por intmeras MMPs
diferentes (Tabela 1), no entanto, estas enzimas apresentam carateristicas comuns, como a
capacidade de hidrolisarem proteinas ou proteoglicanos da matriz extracelular, a
necessidade de ides de célcio e de zinco para a sua atividade catalitica, a tipica forma
latente em que todas sdo excretadas (Figura 5), e o facto de todas poderem ser inibidas
pelos seus inibidores naturais, os inibidores tecidulares das MMPs (TIMPs) (Klein et al,

2004; Sbardella, 2012).

1.4.1 - Caraterizacao das Metaloproteinases da Matriz

Apesar de ser uma familia bastante heterogénea, as MMPs apresentam uma
estrutura primdria comum, com trés dominios estruturalmente bem preservados: o
peptideo sinal, o propeptideo e o dominio catalitico (Figura 5-A). O primeiro esta

envolvido no processo de sintese e o propeptideo é auto-inibidor, conferindo a laténcia
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caracteristica destas enzimas. Para a ativagdo das MMPs é necessario que este dominio
seja clivado. A maioria das MMPs possuem ainda um terminal carboxilico tipo
hemopexina (PEX) que permite o reconhecimento e a posicdo dos substratos (Klein et al,

2004; Sbardella, 2012).

Hinge linker
PEX
A — Estrutura Basica das MMPs Pro I Catalitico Zn?* ]W
S$——S§
T™-1
Dominio
B — MMPs membranares [_[ 1 W citoplasmtico
s—S
11 MNPOO D
s——5

C — MMPs secretadas

Matrilisinas l ] l
Estromalisinas T
CBD

Gelatinases
AeB s——S§

Figura 5 - Estrutura e classificacao das Metaloproteinases da Matriz. (A) Todas as MMPs possuem
uma estrutura basica, comum entre elas. Esta estrutura é constituida pelo peptideo sinal (Pre) que
guia a MMP durante a sua sintese. O dominio propeptideo (Pro) é o que confere laténcia a MMP.
O dominio catalitico contém uma regido com ides Zn?* altamente conservada. A maioria das MMPs
possui também uma regido no terminal carboxilico tipo hemopexina (PEX) que se encontra ligada
ao dominio catalitico por um hinge linker. (B) As MMPs membranares possuem, a seguir a regido
PEX, ou um dominio transmembranar do tipo I (TM-I) ou um dominio de glicosilfosfatidilinositol
(GPI), que lhes permite ficarem ancoradas na membrana. (C) Das MMPs secretadas, matrilisinas,
colagenases, estromalisinas e gelatinases, as gelatinases sdo as que apresentam maior diferenca,
contendo um dominio com repeticdes de fibronectina tipo II, que interage com o colagénio e com a
gelatina (CBD). (Adaptado de Bauvois, 2012)

No geral, esta familia de proteinas apresenta fungdes de grande importancia na
morfogénese, no metabolismo de péptidos biologicamente ativos e de hormonas,
regulacdo do ciclo celular, na proliferacdo celular, na migragdo e na adesao celular. As
MMPs apresentam assim um papel regulatério, ao ativarem varios fatores de crescimento,
quimiocinas e citocinas que se encontram no estado latente (Bauvois, 2012). No entanto, a
desregulacdo destas enzimas pode estar envolvida em mdultiplas doengas como cancro,

neurodegeneracdo, inflamacao, artrite e doencas cardiovasculares (Sbardella, 2012).

As MMPs estdo tipicamente divididas segundo a sua estrutura e a sua especificidade

pelo substrato em 5 grupos principais: as colagenases, as gelatinases, as estromalisinas, as

12



Avaliacao da inibicdo de Metaloproteinases da Matriz como alvo terapéutico em Neoplasias Hematolégicas

matrilisinas e as MMPs membranares (Figura 5-B e C) (Tabela 1). Os quatro primeiros
grupos estdo divididos segundo a especifidade pelo substrato, enquanto as MMPs
membranares estdo separadas devido a sua estrutura. (Klein et al, 2004; Sbardella, 2012).
Para além da especificidade do substrato e da estrutura, esta familia apresenta outras
diferengas, principalmente na sua funcdo, sendo que algumas apresentam fun¢des mais

associadas a processos patologicos, como é o caso das gelatinases (Tabela 1).

1.4.2 - Regulacao das Metaloproteinases da Matriz

Tendo em conta a quantidade de processos fisiol6gicos em que as MMPs participam,
e a importancia destes processos, estas enzimas tém que ser altamente reguladas. A
regulagcdo das MMPs da-se a trés niveis principais: a nivel da transcricao, da ativagao das

MMPs latentes e da inibicdo das MMPs.

Existem varios fatores que alteram os niveis de expressdo basal e a estabilidade do
acido ribonucleico mensageiro (ARNm) das MMPs, quando é necessaria uma
remodelacdo da matriz extracelular. Sao exemplo destes fatores as citocinas, os fatores de
crescimento, as hormonas, os préprios componentes da matriz extracelular e os contactos
célula-célula (Klein et al, 2004; Yu e Han, 2006). Para além deste nivel de regulacao, as

gelatinases sdo ainda reguladas por modificagdes pés transcricionais (Yu e Han, 2006).

As MMPs sdo normalmente expressas como precursores latentes sob a forma solavel
ou membranar. Para que possam ser ativadas, é necessario que ocorra a clivagem do seu
terminal aminico, e que o ido zinco passe a estar disponivel para interacdes com os
substratos (Yu e Han, 2006). Esta clivagem é feita por proteases serinicas presentes no
plasma ou nos tecidos, como a plasmina e a urocinase, removendo o dominio
propeptidico, e induzindo uma ativacdo autocatalitica das MMPs. As MT-MMPs e a
proMMP-2 sdo a excecdo a esta regra, uma vez que as MT-MMPs sdo ativadas
intracelularmente antes do transporte para a superficie celular, e as proMMP-2 nao
apresentam um motivo basico de aminoécidos, ndao podendo ser ativadas desta forma
(Klein et al, 2004). Neste caso, outras formas da ativacdo ocorrem, sendo a mais comum a
ativagdo dependente de outras MMPs, normalmente as MT-MMPs, que necessita também
da colaboragdo de pequenas quantidades de TIMPs. Neste caso ocorre uma clivagem para
formar uma forma intermedidria da molécula e esta forma intermediaria é processada

novamente para a forma ativa (Yu e Han, 2006).
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Tabela 1 - Classificacdo das Metaloproteinases da Matriz. Caracterizacdo segundo o substrato,

Introdugéo

funcgdes no estado neoplasico e ndo-neoplasico e neoplasias associadas a sua desregulacao.

Classifica¢ao

Substrato

Neoplasias

associadas

Colagénio tipo I,

No tecido normal:
remodelacdo do
colagénio na matriz

Cancro da mama
Tumores no sistema

I, IIT, VII, X e XIV | extracelular - cicatrizacao digestivo MMP-1
Colagenases Fibronectina No tecido neoplésico: Cancr§ do ovério MMP-8
Reconhecimento libertagao de fatores de . MMP-13
. - Carcinoma das
pelo PEX crescimento; promogao P
. células escamosas
do crescimento tumoral;
invasao tumoral
Colagénio Maioritariamente
desnaturado associadas a processos
(gelatina), tipo I, Eat.ologlcos: Cancro da mama
I, IV,VeX propriedades pro- )
g . . - Cancro da prostata
Laminina V inflamatdrias; criagdo do .
. . . . < Tumores no sistema | MMP-2 (A)
Gelatinases Reconhecimento microambiente favoravel . .
. digestivo MMP-9 (B)
pelo CBD e pelo ao crescimento das
, . Cancro nos 0ssos
PEX células tumorais;
- . A Melanoma
Citocinas, sobrevivéncia celular;
recetores, fatores angiogénese; migragao
de crecimento celular
No tecido normal:
.. Impl a
Colagénio tipo III, m}z antacdo d? s
embrides, formacao do
IV,VelXeX, - .
.. cordao umbilical,
laminina, morfogénese, ovulagdo
fibronectina, osenese, Cancro da pele
. Ativacgéo de outras
elastina, MMDPs Cancro da mama MMP-3
Estromalisinas proteoglicanos No tecido neoplsico: Cancro do ttero MMP-10
Citocinas, fatores ] ~ b ’ Cancro da cabega e MMP-11
. Migracao celular
de crescimento, ..o - do pescogo
h Inicia¢do e progressao
moléculas
L. tumoral
soluaveis .
Angiogénese
reguladoras :
Propriedades pro-
apoptoéticas
.. Cancro das células
Maioria dos - .
Alteracdo da matriz escamosas do
componentes da .
matriz extracelular es6fago
e Correlacionadas com a Cancro do pulmao MMP-7
Matrilisisnas extracelular .. ~
L agressividade tumoral de ndo-pequenas MMP-26
Citocinas, fatores - . p
. Invasdo e metastizagao células
de crescimento e .
Angiogénese Cancro da mama
recetores
Cancro do colon
No tecido normal: Cancro da mama
Sinalizacao e localizagdo Cancro cervical
o sub—c}e%ular, dimerizacdo Cancro do colf)n MT-1 MMP
Colagénio tipo I, e trafico de MT-MMP, Cancro da bexiga
. L MT-2 MMP
MMelV ativacao de outras MMPs Cancro gastrico
Membranares Fibronectinas No tecido neoplésico: Glioma MT-3 MMP
(MT-MMPs) ectnas, -0 1e0p : i MT-4 MMP
lamininas, Invasao tumoral, Cancro pancreético
Fibrina metastizagdo Cancro do figado MT-5 MMP
5 MT-6 MMP

Modulagao da adesdo
celular e da organizagdo
do citosqueleto

Cancro do ovério
Cancro da prostata
Cancro da tiréide
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Quanto a inibicdo das MMPs, esta pode ocorrer de diferentes formas. Existem
inibidores end6genos que garantem o equilibrio da atividade das MMPs, em que os mais

comuns sdo os TIMPs e a az macroglobulina (a2M) (Klein et al, 2004).

Os TIMPs sdo um grupo de proteinas endégenas, constituido por quatro elementos,
TIMP-1 a 4. Estes ligam-se ao local ativo das MMPs resultando numa inibigao reversivel
da sua atividade enziméatica. Os TIMPs apresentam padrdes de inibi¢do especificos para
as MMPs, visto que a especificidade para as MMPs e a sua distribui¢do nos tecidos difere
entre os TIMPs. Foi j4 observado também que os TIMPs conseguem inibir as proMMPs
impedindo a correta ativagdo da enzima (Yu e Han, 2006). Para além da modulagado da
atividade das MMPs, e portanto influenciar a angiogénese e o crescimento tumoral, os
TIMPs também provocam a reducdo do crescimento celular e sdo capazes de induzir
apoptose (Klein et al, 2004). E necessario um correto equilibrio entre as MMPs e as TIMPs

para que haja a manuten¢do da homeostase da matriz extracelular (Yu e Han, 2006).

A aM é um inibidor de proteases nao especifico, expresso normalmente no plasma
sanguineo. A sua estrutura permite que se ligue ao local ativo das MMPs induzindo a
atividade catalitica destas. Assim que a aoM é clivada, sofre uma alteracdo estrutural que
lhes permite capturar as MMPs, e expor o préprio dominio recetor, sendo todo o complexo
rapidamente enviado para as vias de endocitose. Sabe-se também que a axM consegue

capturar também MMPs inativas (Klein ef al, 2004).

1.4.3 - O papel das Metaloproteinases da Matriz no cancro

Como referido anteriormente, as MMPs regulam uma série de processos celulares,
e a sua atividade necessita de uma estreita regulacdo. Quando ocorre desregulagdo das
MMPs ocorre um descontrolo de sinalizacdo celular, contribuindo para a formagdo de
neoplasias. Tem sido descrita a ligacdo das MMPs com vérios processos tumorais, em

particular no crescimento tumoral, na metastizacdo e angiogénese (Figura 6).
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TIMPs

|

MMPs
\ Processamento de:
_ Proteolise da Matriz / Chiadings
Extracelular Quimiocinas
Fatores de crescimento
1 Moléculas de adesdo
células celular
Libertagao de: endoteliais, Recetores
Fatores de crescimento inflamatorias
Fatores angiogénicos e tumorais

| Angiogénese Crescimento Sobrevivéncia
Inflamagdo Invasao Metastases

Figura 6 - Resumo esquematico do papel das Metaloproteinases da Matriz no cancro. As MMPs
processam moléculas sinalizadoras, como as citocinas e as quimiocinas, que tém como alvo as
células endoteliais, inflamatérias e tumorais, promovendo os processos de angiogénese,
inflamacdo, crescimento, invasdo, metastizacdo e sobrevivéncia. Por outro lado, as MMPs
degradam a matriz extracelular, permitindo a invasdo celular e a metastizacao, e libertando os
fatores de crescimento e angiogénicos que se encontram na matriz. No entanto, as MMPs também
libertam alguns inibidores como a endostatina. ( = regulagdo negativa, = regulacdo positiva).
(Adaptado de Bauvois, 2012.)

O processo de metastizagdo pode ser dividido em vérias etapas, que resumidamente
envolvem a dissociacdo das células do tumor, invasdo da matriz extracelular, migragao
pelo sistema circulatério para locais distantes do tumor original, invasdao do novo
ambiente e sobrevivéncia e crescimento das células tumorais no novo ambiente. Neste
caso, o papel das MMPs parece ser a degradacao da matriz extracelular para que as células

tumorais possam migrar e colonizar novos tecidos (Klein et al, 2004).

A angiogénese é definida como a formagdo de novos vasos sanguineos a partir dos
ja existentes, e é um pré-requisito para o crescimento e metastizagdo tumoral. Um dos
primeiros passos para a angiogénese tumoral é a degradacao da matriz extracelular pelas
MMPs. Depois disto, as células endoteliais conseguem migrar e proliferar para que haja a
formacado dos novos vasos. Para além disto, a degradacao da matriz vai libertar, clivar e
ativar fatores de crescimento que vao promover o crescimento tumoral. No entanto, as
MMPs nado tém apenas um efeito positivo na angiogénese. A degradacdo da matriz liberta
também alguns fragmentos da propria matriz, fragmentos de plasminogéneos, e mesmo
alguns dominios das MMPs (PEX) que tem sido associados na inibi¢do da angiogénese.

Por outro lado, os TIMPs, ao inibirem as MMPs, vao indiretamente inibir a degradacao da
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matriz e por sua vez inibir a angiogénese. Assim, o processo de formagdo de novos vasos

mantém-se controlado (Klein et al, 2004).

O principal papel das MMPs na progressao tumoral é, entdo, a degradagado da matriz
extracelular e a libertagdo e ativacdo de fatores de crescimento, em que os produtos
resultantes desta atividade sdo capazes de afetar esta progressao (Klein et al, 2004). No
entanto, sabe-se que algumas MMPs, nomeadamente as gelatinases ndo promovem a
invasdo das membranas basais, possuindo antes um papel indireto na regulacao do ciclo
celular, ao controlar a biodisponibilidade e a bioatividade das moléculas que regulam

processos como crescimento celular, migracdo, inflamacao e angiogénese (Bauvois, 2012).

Na Tabela 1 estao descritas as fun¢des de cada grupo de MMPs no tecido tumoral,

bem como as neoplasias em que ocorre a alteragdo da sua expressdo e/ou atividade.

1.4.4 - O papel das MMPs nas neoplasias hematoldgicas

2

Durante a hematpoiese normal, o microambiente é a entidade responsavel por
regular a proliferacdo, diferenciacdo e migracdo das CEHs, através das suas interacoes
com estas. Sendo as MMPs um constituinte importante do microambiente, estas enzimas
tornam-se também responsdveis pelo controlo destes processos. Por exemplo, ao
degradarem a matriz libertam citocinas e fatores de crescimento que vao alterar as
interagdes das CEHs com o microambiente e, a0 mesmo tempo, promovem a migracao e
a diferenciagdo das CEHs. Sabe-se também que as MMPs participam no processo de
reconstrucdo hematopoiética depois de eventos mieloablativos. Para além disto,
participam também em processosque envolvem células mais diferenciadas, como é o caso

da migracao dos megacariécitos e libertacdo de plaquetas (Yu e Han, 2006).

Como foi referido, é necessdria uma regulacao estreita das MMPs para garantir uma
correta alteracdo da matriz, de forma a manter a homeostase da medula 6ssea. Uma
simples alteracdo na expressdo ou na atividade destas enzimas é o suficiente para alterar
o microambiente hematopoiético, resultando numa hematopoiese anormal (Yu e Han,

2006).

Nas neoplasias hematolégicas sabe-se que as MMPs participam na maioria dos

processos de progressdo leucémica da mesma forma que contribuem para a progressao de
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qualquer outro tumor, através da degradagdo da matriz e libertacdo de citocinas e fatores
de crescimento, podendo também ter um papel contrario, ao inibirem a angiogénese
através da libertacdo de fragmentos de constituintes da matriz e das préoprias MMPs. Este
duplo papel é o que pode explicar em parte a diferenca de niveis de expressao entre varias
linhas celulares de neoplasias hematoldgicas e mesmo entre doentes com varias neoplasias

(Yu e Han, 2006).

As gelatinases sdo o grupo de MMPs que se encontra melhor estudado neste tipo de
neoplasias. Por serem as MMPs que estdo mais sobrexpressas em vérios tipos de cancro, e
pela sua expressdo estar associada com a agressividade tumoral e com o mau prognostico,
estas poderdao ser consideradas como biomarcadores tumorais. As neoplasias
hematolégicas ndo sdo excecdo, podendo ser observada uma desregulagdo na expressao
das MMPs na leucemia linfoblastica crénica, leucemia mieloide aguda, leucemia mieloide

crénica, sindrome mielodispléscia e linfoma de Hodgkin e ndo Hodgkin (Bauvois, 2012).

1.4.5 - Inibidores sintéticos das Metaloproteinases da Matriz

Desde a expressdao génica até a atividade da enzima, ha varios momentos onde as
MMPs podem ser reguladas, e é a partir desses pontos que se tém desenvolvido varias

abordagens terapéuticas (Figura 7).

Alguns estudos mostraram que a via das MAP cinases (MAPK) estd diretamente
envolvida na expressdo génica das MMPs. Assim, usando inibidores das MAPK é possivel
diminuir a expressao de MMPs (Hidalgo e Eckhardt, 2001). Uma outra forma de inibicao
encontra-se a nivel do ARNm através do uso de oligonucledtidos antisense. A principal
vantagem deste método é a especificidade para os tipos de MMPs, reduzindo assim os

efeitos secundarios sistémicos (Hidalgo e Eckhardt, 2001).
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RTK

Inibidores da transdugéo de sinal
(Inibidores de Tirosinas Cinases)
v

Gene MMP
Terapia génica Transcrigdo

v

ARNm MMP

MMP antisense
Ribozima
Tetraciclinas v

Pro-MMP

Tradugdo

Secrecdo

A 4

Pro-MMP

Ativagao
TIMPs v

Inibidores Peptidomiméticos MMP
Inibidores ndo-Peptidomiméticos

Tetraciclinas Degradacao
Bisfosfanatos

A 4

Matriz Extracelular

Figura 7 - Representacao esquemaitica de possiveis abordagens terapéuticas para inibir as
MMPs. Existem varios pontos onde as MMPs podem ser inibidas, desde a expressdo génica até a
sua atividade enzimética. Processos como a transcrigdo génica, a tradugdo, a secrecdo, a ativagdo e
ainda a atividade enzimatica podem ser vistos como alvos terapéuticos. Do lado esquerdo do
esquema estdo indicados possiveis intervenientes aos varios niveis. (Adaptado de Hidalgo e
Eckhardt, 2001.) RKT - Recetores com atividade de Tirosina Cinase.

Apesar destas opgoes, inibir a fungdo das MMPs na matriz extracelular parece ser
uma melhor opcdo terapéutica. A primeira vista, os TIMPs seriam boas opcoes
terapéuticas, mas por apresentarem um periodo de meia-vida demasiado curto, e por ndo
ter sido encontrado um método eficiente de entrega de genes, foram excluidos. Assim,
comegaram a ser desenvolvidos inibidores sintéticos de MMPs. Estes sdo divididos em
quatro categorias principais: os peptidomiméticos de colagénio, os ndo-peptidomiméticos,

os derivados de tetraciclinas e os bisfosfonatos (Hidalgo e Eckhardt, 2001; Klein et al, 2004).

Os inibidores peptidomiméticos sdo sintetizados de forma a imitarem a estrutura do
colagénio no local onde as MMPs se ligam para o clivar. O inibidor liga-se reversivelmente
no local ativo das MMPs de uma forma esteroespecifica e induz a quelatacao do atomo de
zinco no local de ativagdo da enzima. Existem vérios grupos de ligacdo ao zinco, mas o

mais usado é o hidroxamato. Exemplos destes inibidores sdo o Batimastat e 0 Marimastat.
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O Batimastat foi o primeiro inibidor de MMPs a ser testado em doentes com cancro. E um
tarmaco de baixo peso molecular, que demonstrou efeitos anti-proliferativos em varias
linhas celulares, em modelos metastéticos e de crescimento tumoral (Hidalgo e Eckhardt,

2001).

Para superar os problemas da pouca biodisponibilidade oral no caso do Batimastat,
e da falta relativa de especificidade para as MMPs, foram introduzidos os inibidores nao-
peptidomiméticos. Estes sdo sintetizados com base na conformacado tridimensional da
cristalografia por raio-x do local ativo das MMPs (Hidalgo e Eckhardt, 2001; Klein et al,
2004). A maioria destas moléculas demonstrou possuir uma atividade anti-tumoral em
modelos pré-clinicos. Por exemplo, o AG3340, BAY 12-9566 e BMS-275291 sdo farmacos
desenhados especificamente para inibirem as MMP-2 (Hidalgo e Eckhardt, 2001).

Os derivados de tetraciclinas sdo antibidticos classicos como a tetraciclina, a
doxiciclina e a minociclina que foram modificados para eliminar a sua atividade
antibiética. A acdo destes inibidores é atingida através de diferentes mecanismos como o
bloqueio da atividade de MMPs maduras pela quelatacdo do &tomo de zinco, interferem
com a atividade proteolitica da enzima, reduzem a expressio de MMPs, e protegem as

MMPs de degradagao oxidativa e proteolitica (Hidalgo e Eckhardt, 2001).

Os bisfosfonatos sao compostos sintéticos que possuem uma elevada afinidade pela
hidroxiapatite nos ossos. Ainda ndo é bem conhecido o seu mecanismo de a¢do, no entanto
pensa-se que estes inibem diretamente os osteoclastos, e como a producao de citocinas.
Nas MMPs pensa-se possuirem fungdes inibitérias a nivel da atividade enzimética

(Hidalgo e Eckhardt, 2001).

E, no entanto, dificil obter a aprovacdo de um farmaco, pois existe uma grande
falibilidade nos ensaios clinicos. As principais causas sao a toxicidade dependente da
dose, o facto de os ensaios serem realizados em doentes em fase terminal, o que implica a
simultaneidade de varias vias afetadas, e o principal motivo, a dificuldade em ter
inibidores altamente especificos, visto o local ativo das MMPs ser muito semelhante entre
todos os tipos (Bauvois, 2012). Este tltimo ponto torna-se importante na medida em que

as diferentes neoplasias apresentam alteracdes em diferentes tipos de MMPs.
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1.4.6 - Batimastat

A nivel celular, estdo ja estudados alguns mecanismos moleculares deste farmaco.
O que est4d melhor descrito na literatura é o bloqueio da ativagdo do Recetor do Fator de
Crescimento Epidermal (EGFR). Este é um recetor que possui varios ligandos, e ao ser
ativado, sofre dimerizagao e autofosforilagao em vérios residuos de tirosina. Este processo
vai ativar segundos mensageiros que ativam diversas vias de sinalizacdo intracelulares
como a via das MAPK e da fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K). Depois da fosforilagdo do
recetor, a via das MAPK ¢ ativada através da ativagdo da proteina G RAS, pela indugao
da ativagdo de serina/treonina cinase RAF e ativacdo das cinases reguladas
extracelularmente (ERK) 1 e 2. Sao estas tltimas que vao ativar fatores de transcricdo que
regulam a proliferacdo celular e a progressao do ciclo celular. A via da PI3K é ativada pela
fosforilagdo da molécula fosfatidilinositol-2-fosfato (PIP2), dando origem ao segundo
mensageiro fosfatidilinositol-3-fosfato (PIP3). Um dos alvos desta via, a proteina cinase B
(PKB), possui efeito anti-apoptético, envolvendo o fator de transcricdo NF-kB. Também
foi demonstrada a importancia desta via na progressao do ciclo celular ao envolver a
proteina cinase C (PKC). Simultaneamente, a PKB regula a via das MAPK ao inibir a RAF.
O EGEFR esta também envolvido nos mecanismos de adesao celular. Este recetor ativa as
cinases de adesao focal (FAK), o que vai levar a uma colaboragdo entre o EGFR e as
integrinas para que ocorram os processos de migracao e adesao celular (Prenzel et al, 2001).
O Batimastat, ao inibir a MT1-MMP, esta ndo consegue ativar os ligandos do EGFR e as
vias de sinalizacdo celular descritas ficam bloqueadas, inibindo também processos como
a migracao celular, a transcricao de genes, a progressao do ciclo celular, a sobrevivéncia e

a proliferacao celular (Prenzel et al, 2001).

A equipa de Uchiyama-Tanaka (2002) observou que o fator de crescimento
transformante B (TGF-P) estd envolvido na ativacdo das ERK, e que as MMPs ativam e
libertam o fator intermedidrio entre o TGF-f e as ERK - fator de ligacdo a heparina tipo
EGF (HB-EGF) (Uchiyama-Tanaka et al, 2002). Por sua vez, Fromigué e colaboradores
(2003), verificaram que a MMP-11 ndo cliva os componentes tipicos da matriz extracelular,
mas sim inibidores de proteases serinicas, bem como a proteina de ligacao ao fator de
crescimento tipo insulina-1 (IGF-BP1). Esta altima modula a atividade do IGF-1, que é um
conhecido fator de sobrevivéncia de células malignas, através da ativagdo das duas vias
acima descritas (Fromigué et al, 2003). Nestes dois casos, o Batimastat apresenta-se como

um inibidor da via de sinalizacdo das MAPK.
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Outro mecanismo de acdo do Batimastat estd ligado aos recetores de Interleucinas
(RIL). Quando sao libertados sinais anti-inflamatérios, observa-se um aumento da
expressao génica dos RIL armadilha e libertacdo destes nas células mielomonociticas.
Quando no meio estad presente Batimastat ocorre bloqueio tanto a nivel das vias de

producao dos RIL, como a nivel das vias de libertacdo dos mesmos (Orlando et al, 1997).

Foi observado por Erba e os seus colaboradores (1999), que o Batimastat apresenta
um efeito inibidor clonogénico, isto é, impede a proliferacdo dos clones malignos. Esta
equipa observou também que o Batimastat induz um bloqueio na fase Go/G1 numa linha

celular de cancro do ovario (Erba et al, 1999).

Todas estas observagdes apontam para a potencial relevancia do Batimastat no

tratamento do cancro, em particular de neoplasias hematolégicas.

1.5 - Neoplasias Hematolégicas

O objetivo principal da hematopoiese, como descrito na secgdo 1.2, é a producao de
células sanguineas diferenciadas que desempenhem as funcdes necessarias a homeostasia
do organismo. No entanto, elas possuem um periodo de vida limitado, sendo necessaria
uma producdo constante ao longo da vida (Alberts et al, 2007). Este processo de reposigao
constante implica uma acumulagdo de erros, que por vezes leva ao desenvolvimento de

neoplasias.

As Leucemias sao um grupo de neoplasias hematolégicas onde ocorre proliferacao
descontrolada das células hematopoiéticas na medula, bem como bloqueio da
diferenciacdo terminal devido a transformacdo maligna das CEHs. Estes processos vdo
culminar numa rédpida acumulagao de células imaturas e outras proliferativas na medula
(blastos). Com a agregacdo das células pode ocorrer um colapso das interacdes célula-
estroma, originando mobilizacao das células imaturas da medula para o sangue periférico.
Este processo pode levar a invasao destas células transformadas para outros tecidos (Yu e

Han, 2006).

A classificagdo deste tipo de neoplasias prende-se com o tipo de linhagem afetada,
a velocidade de progressao da doenca e com a presenga de alteragdes genéticas, como as

mutacdes ou as translocacdes (Alves, 2011). Apesar da existéncia de varios tipos de
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leucemias, ha varios aspetos comuns entre todas. O primeiro é a formacao deficiente de
células do sangue, levando a anemia, hemorragia por falta de plaquetas, e infegdes
relacionadas com deficiéncias na linhagem mieloide ou linfoide. Outro aspeto comum ¢é a
presenca de massas tumorais com elevados niveis de células leucémicas no sangue, 6rgaos

linfoides ou outros 6rgdos, como por exemplo o Sistema Nervoso Central (Thé et al, 2012).

1.5.1 - Leucemia Promielocitica Aguda (LPA)

A LPA é uma forma de Leucemia Mieloide Aguda (LMA), do subtipo M3, segundo
a classificacdo do grupo Franco-Americo-Britanico (FAB) (He et al, 2000). Apesar de rara,
é uma neoplasia bastante agressiva, visto que apresenta uma evolugao espontdnea muito
rapida (Thé et al, 2012). Carateriza-se pela acumulagao anormal na medula de precursores
mieloides bloqueados no estado de promielécito. Este bloqueio vai originar leucocitoses

severas e hemorragias (Lin et al, 1999).

Alteragdes genéticas e/ ou epigenéticas no gene do recetor nuclear do acido retindico
a (RARa) podem ocorrer, sendo a mais comum a translocacdo reciproca entre o gene
RARa (Cromossoma 17) e o PML (Cromossoma 15). Em resultado desta translocagdo
formam-se a proteina de fusio PML-RARa, presente em mais de 98% dos casos de LPA
(Thé et al, 2012). O gene PML (Promyelocitic Leukemia gene) funciona como organizador de
dominios nucleares, participando no controlo do crescimento celular, bem como no
processo de morte celular programada. Neste caso, é esta a proteina responsavel pelo
bloqueio da diferenciacdo mieléide (Lin et al, 1999; Thé et al, 2012). O RARa é o gene do
recetor a do 4cido retindico e estd implicado na regulacdo do desenvolvimento, da

diferenciacdo e da granulopoiese (Wang e Chen, 2008).

O Acido all-trans Retindico (ATRA) é o tratamento de primeira linha da LPA,
induzindo remissdo completa na maioria dos doentes. A remissao completa da doencga da-
se quando ha a diferenciacao terminal dos blastos leucémicos em neutréfilos. No entanto,
a maioria dos doentes adquirem resisténcia secundéria e consequentemente recidivas.
Estas recidivas podem ser ultrapassadas com o uso de triéxido de arsénio, no entanto este
revelou ser toxico para os fibroblastos (Lin et al, 1999). Neste sentido, é necessario

encontrar novas abordagens terapéuticas para o tratamento deste tipo de leucemia.

23



Introdugéo
1.5.2 - Sindrome Mielodisplasica (SMD)

A SMD constitui um grupo heterogéneo de doengas clonais da célula estaminal
hematopoiética, caracterizadas pela presenca de medula hipercelular e displasica com
hematopoiese ativa, mas ineficaz, que origina diminuicdo na producdo de células
sanguineas (citopenias) (Nimer, 2008). Esta hematopoiese ineficaz deve-se ao facto de
ocorrer apoptose intramedular excessiva (Raza e Galili, 2012). A SMD apresenta um
elevado risco de evolugao para LMA (Tefferi e Vardiman, 2009), e pode ser dividida em
duas categorias principais: a primaria e a secunddria (ou relacionada com terapia) (Foran

e Shammo, 2012).

Atualmente, a SMD segue a classificagdo estabelecida pela Organizacao Mundial de
Satde, em 2008, dividindo os doentes em sete grupos, entre eles Anemia Refrataria com
Sideroblastos em Anel (ARSA), Citopenia Refrataria com Displasia Uni- ou Multilinhagem
(CRDU ou CRDM), Anemia Refrataria com Excesso de Blastos-1 ou -2 (AREB-1 ou AREB-
2) e SMD associada a delecao isolada do cromossoma 5q (Sindrome 5q-). Esta classificagdo
é feita tendo por base as carateristicas displdsicas das células afetadas e a contagem de
blastos. Para avaliar o prognostico dos doentes utiliza-se o International Prognostic Scoring
System (IPSS), que se baseia na contagem de blastos, no cariétipo do doente e no nimero

de citopenias (Vardiman et al, 2009).

Devido a sua heterogeneidade morfoldgica e citogenética, a doenga nas suas varias
formas constitui um grupo de entidades molecularmente distintas com varios graus de
hematopoiese deficiente e de suscetibilidade de transformacao para leucemia. Mutagdes
secundarias, haploinsufuciéncia, alteracdes epigenéticas, respostas alteradas a citocinas,
bem como alteragdes do sistema imunitério contribuem para o fenétipo da doenca (Tefferi
e Vardiman, 2009). A progressdao da SMD pode ser definida pelo agravamento das
citopenias, aumento relativo do ntmero de blastos na medula com transformagao

leucémica (Hellstrom-Lindberg e Malcovati, 2008).

1.5.3 - Mieloma Multiplo (MM)

O MM é uma neoplasia das células B, progressiva e fatal, com maior incidéncia em
idades entre os 65 e os 70 anos. E caraterizada por proliferacio maligna de plasmocitos

monoclonais na medula, normalmente mais de 10%, sobreprodugao de imunoglobulinas
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(Ig) ou proteinas de cadeias leves (>30g/L) no soro ou na urina, por lesdo de 6rgao
(sintomas CRAB: hipercalcémia, insuficiéncia renal, anemia e lesdo 6ssea) (Hecht et al,

2007; Allegra et al, 2013; Oranger et al, 2013).

O MM normalmente surge pela evolugdo de uma condicdo pré-maligna, a
Gamapatia Monoclonal de Significado Indeterminado (MGUS). A progressao para o
estado maligno resulta de alteragdes no microambiente medular, onde ha um aumento da
angiogénese, da supressao da resposta imunitdria e reabsor¢do 6ssea elevada. O equilibrio
entre as fungdes dos osteoblastos e dos osteoclastos fica comprometido, pois ocorre
aumento da fungdo dos osteoclastos em detrimento da funcdo dos osteoblastos. Foi ja
observada uma produgdo de fatores pelas células malignas que as tornam impercetiveis
ao sistema imunitario, o que induz um agravamento rapido da doenca (Oranger et al,

2013).

Quanto as terapias, existem ja vdrios farmacos disponiveis, como o Bortezomib,
Lenalidomida e o Talidomida. No entanto tem sido relatadas intimeras recidivas, o que
tem feito com que continuem a ser procuradas novas estratégias terapéuticas (Allegra et

al, 2013).

1.6 - Objetivos

Um dos grandes problemas dos doentes hematolégicos sdo as recidivas e o
desenvolvimento de resisténcia as terapéuticas existentes, tornando-se necessario
procurar alternativas que superem este problema. A acdo dos inibidores das MMPs,
apesar de estarem bastante estudados em diferentes neoplasias, pouco se conhece no que
toca a neoplasias hematoldgicas. Assim, este trabalho tem como principal objetivo avaliar
o potencial terapéutico de um inibidor das MMPs, neste caso o Batimastat, em modelos in
vitro de diferentes neoplasias hematolégicas, em administragdo tinica ou fracionada, bem

como alguns dos seus mecanismos de agéo.
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2.1 - Descricao das linhas celulares

Neste estudo foram utilizadas quatro linhas celulares de neoplasias hematolégicas:
a linha HL-60 e a linha NB-4, ambas estabelecidas a partir de doentes com LPA, a linha F-
36P, estabelecida a partir de um doente com SMD, e a linha NCI-H929, estabelecida a

partir de um doente com MM.

A linha celular HL-60, obtida na ATCC, foi estabelecida por Collins e seus colegas,
em 1977, tendo sido uma das primeiras culturas em suspensdo a ser estabelecida. Esta
linha foi obtida de leucécitos do sangue periférico de uma doente do sexo feminino,
caucasiana, com 36 anos de idade, por meio de uma leucoferese. As células HL-60
apresentam a particularidade de nao possuirem a translocagao t(15;17) caracteristica da
LPA (Drexler, et al 1995). Quanto a morfologia, as células apresentam caracteristicas de
promielécitos, sdo redondas ou ovoéides, possuem um nicleo largo e redondo com
margens regulares e bem definidas, com a cromatina fina e entre 2 a 4 nucléolos (Gallagher

et al, 1979).

A segunda linha utilizada, NB-4, obtida na DSMZ, foi estabelecida a partir da
medula 6ssea de uma doente do sexo feminino, com 23 anos de idade que apresentava
caracteristicas morfologicas, tipos citogenéticos e clinicos de LPA em segunda recidiva e
resistente ao tratamento com ATRA. Esta linha celular apresenta a translocacdo t(15;17)
que da origem ao gene de fusao PML/RARa (Drexler et al, 1995). Morfologicamente, esta
linha caracteriza-se pela presenca de células isoladas em suspensdo, redondas e

polimoérficas, com a presenca de poucas células gigantes.

A linha celular F-36P, obtida na ECACC, foi estabelecida a partir do liquido pleural
de um doente do sexo masculino, diagnosticado com AREB-t, um subtipo de SMD, de
acordo com a classificagdo FAB. Morfologicamente, as células apresentam normalmente
nucleos multilobulados, com a cromatina em posi¢do marginal e alguns nucléolos
grandes, citoplasma proeminente contendo os mais diversos constituintes celulares. Em
termos citogenéticos, as células desta linha apresentam véarias anomalias cromossémicas,

incluindo varias delecdes e a presenca de 4 cromossomas marcadores (Chiba et al, 1991).

Por fim, a linha celular H929, obtida também na ATCC, foi estabelecida a partir do
liquido pleural de uma doente do sexo feminino, caucasiana, de 62 anos, diagnosticada

com mieloma maltiplo IgAk. Morfologicamente, estas células possuem reticulo
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endoplasmético rugoso e abundante, muitas mitocondrias, nucléolos proeminentes e a
cromatina encontra-se agregada. A nivel citogenético, a maioria das células sao

tetrapldides e apresentam rearranjo proximo do gene c-myc. (Gazdar et al, 1986)

Todas as linhas celulares foram mantidas em cultura no meio Roswell Park Memorial
Institute 1640 (RPMI 1640) (Gibco) a pH 7,4, contendo 2 mM de L-Glutamina, 20 mM de
HEPES-Na, 1,5 g/L de NaHCO, 100 U/mL de penicilina (Gibco), 100 png/mL de
estreptomicina (Gibco) e enriquecido com soro fetal bovino (Gibco) a 15%. O meio de
cultura da linha celular F-36P foi ainda suplementado com 10 ng/mL de IL-3. As células
foram mantidas em cultura a temperatura de 37°C numa atmosfera humedecida contendo
5% de CO,, numa densidade inicial de 0,3 milhdes de células/mL (10¢ cel/mL), no caso

das células HL-60 e NB-4, 0,5x10¢ cel/mL no caso das células H929 e das F-36P.

2.2 - Avaliacdo da expressao proteica de Metaloproteinases da Matriz

nas diferentes linhas celulares por citometria de fluxo

Para se realizarem os estudos com o inibidor das MMPs, foi necessério perceber os
niveis de expressdo basal das proteinas nas linhas celulares. Foram entdo avaliados os
niveis de expressao proteica por citometria de fluxo, recorrendo a anticorpos monoclonais

especificos para as MMPs marcados com sondas fluorescentes.

A citometria de fluxo é uma técnica que consegue avaliar caracteristicas celulares,
como o tamanho e a complexidade interna, baseada na dispersao da luz. Além disso, é
possivel identificar varios moléculas a superficie da célula e/ ou no seu interior, através da
fluorescéncia emitida a diferentes comprimentos de onda por fluorocromos associados aos
anticorpos monoclonais. O citémetro de fluxo faz uma andlise individual das células
quando estas passam num fluxo laminar, e ao serem intersectadas por uma fonte de luz
(raio laser), esta vai provocar a excitagdo das moléculas fluorescentes para um estado de
energia mais elevado. Os fluorocromos emitem assim energia a elevados comprimentos

de onda ao voltarem para um estado de repouso (Brown e Wittwer, 2000).

Assim, foi analisada a expressao proteica das MMP-2, MMP-8 e MMP-9 nas quatro
linhas celulares, sendo utilizados para tal anticorpos monoclonais conjugados diretamente

com sondas fluorescentes, no caso da MMP-2, o anti-hMMP-2-FITC (isiocianato de
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fluoresceina) (R&D Systems) e no caso da MMP-9, o anti-hMMP-9-PE (ficoeritrina) (R&D
Systems). Para a MMP-8 foi utilizada uma marcagdo indirecta recorrendo ao anti-hMMP8
(R&D Systems), tendo sido necesséria a utilizagdo de um anticorpo secundério, este Gltimo

conjugado com aloficocianina (APC) (Santa Cruz Biotechnology).

Para cada uma das linhas celulares, 0,5x10¢ células foram lavadas em PBS por
centrifugacdo durante 5 min a 300 xg. O sobrenadante foi decantado e o pellet foi incubado
durante 15 min ao abrigo da luz em 100 pL de solucdo de fixacdo (Solucdo A,
Immunostep). Posteriormente foi efetuada uma nova lavagem com PBS, como descrito
anteriormente, e o pellet foi incubado novamente durante 15 min ao abrigo da luz em 100
nL de solucdo de permeabilizacdo (Solu¢do B, Inmunostep) e 1 ug de anti-hMMP-8. Ap6s
uma nova lavagem com PBS, o pellet foi incubado durante 15 min ao abrigo da luz em 1
ng do anticorpo secunddrio goat anti-mouse IgG F(ab’),-APC. Procedeu-se a uma nova
lavagem com PBS, e o pellet foi incubado ao abrigo da luz durante 15 min em 10 pL com 1
ng de anti-hMMP-2 e de anti-hMMP-9. Realizou-se uma tltima lavagem com PBS, e as
células foram depois ressuspensas em 300 uL de Facsflow e analisadas num citémetro de
fluxo FACSCalibur equipado com um laser de Hélio e de Argon. Os comprimentos de
onda de emissao e de excitacao foram de 519 e 495 nm, respectivamente, para os anticorpos
conjugados com FITC, de 578 nm de emissdo e 480 nm de excitacdo para os anticorpos
conjugados com PE e 660 nm de emissdo e 650 nm de excitacdo para os anticorpos
conjugados com APC. Foram adquiridas 10 mil células através do programa CellQuest™
e os dados analisados com recurso ao programa Paint-a-Gate™. Os resultados sdo
apresentados, em percentagem de células que expressam as MMPs e em niveis de
expressao de MMPs por célula, através da Média de Intensidade de Fluorescéncia (MIF)
nas células em estudo. Os resultados representam a média + desvio padrdo de 3 ensaios

independentes.

2.3 - Incubacao das linhas celulares com Batimastat

As quatro linhas celulares foram mantidas em cultura, como descrito na seccao
anterior, na auséncia e na presenca do inibidor das MMPs, Batimastat (BB-94) (Tocris
Bioscience) com concentragdes deste farmaco na gama de 0,1 pM a 10 pM, durante um
periodo de 72h a 96h, a 37°C numa atmosfera humedecida contendo 5% de CO.. As células

foram mantidas em placas de cultura, numa densidade celular inicial de 0,3x10¢ cel/mL
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no caso da linha HL-60 e da linha NB-4, e de 0,5 x106 cel/mL no caso das células H929 e
F36-P. Procedeu-se também a avaliagdo de dois esquemas de administragao fracionada do
farmaco comparativamente a administracdo tnica. Para tal, foram wusadas as
concentragdes de 0,1 pM e de 0,5 uM em administragao diaria, comparando-se com 0,3 uM
e 1,5 uM (ou 04 pM e 2 uM, no caso da linha celular H929), respetivamente, em

administracdo tinica.

2.4 - Avaliacao da proliferacao e viabilidade celular pelo teste de
exclusao com azul de tripano

Os estudos de densidade e viabilidade celular permitem avaliar os efeitos do
farmaco na patologia em estudo, recorrendo a curvas de crescimento celular (densidade
celular) e de dose-resposta especificas do farmaco (através de viabilidade celular). Para a
elaboragdo destas curvas existem vdrios testes que proporcionam os dados necessarios,

sendo um deles o teste de exclusdo com azul de tripano.

O azul de tripano é um corante vital, que tem como base as diferengas de
permeabilidade membranar entre as células vidveis e as células mortas. Nas células
viaveis, a membrana celular encontra-se intacta, sendo portanto impermeavel ao corante;
ja as células mortas apresentam uma membrana danificada ao sofrerem rutura pelos
processos de morte celular, o que leva a entrada do corante na célula e a aquisicao da cor
azul (Durkin et al, 1979). Para determinar a densidade celular sdo contadas as células

viaveis e aplicada a Férmula 1, sendo o resultado expresso em 10¢ células/ml.

Férmula 1 Densidade Celular = Ntimero de células vidveis/10™*

Relativamente a viabilidade celular corresponde a percentagem de células vivas no

total de células, calculado através da Formula 2.

B} Numero de células vidveis
Férmula2  Viabiliddade celular = — - — X 100
Numero de células totais
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Para a determinacdo da proliferacdo e da viabilidade celular, as células foram
plaqueadas segundo as condi¢des descritas no ponto anterior, e a cada periodo de 24h foi
retirada uma aliquota de suspensao celular e determinada a densidade e a viabilidade
celular apds contagem das células, vivas e mortas, num hemocitémetro, depois de coradas
com azul de tripano (Sigma-Aldrich). Os resultados estdo apresentados pela média + erro

padrdo de 4 ensaios independentes.

2.5 - Avaliacao de morte celular por microscopia 6tica e citometria
de fluxo

A avaliacao do tipo de morte celular foi realizada por microscopia 6tica, através do
estudo das caracteristicas morfoldgicas, e por citometria de fluxo, auxiliada pela marcagao
com Anexina V e Iodeto de Propideo. Foi ainda utilizada a sonda Apostat, que permite

verificar a actividade das caspases.

2.5.1 - Avaliac¢ao da morte celular por microscopia optica

Para o estudo das caracteristicas morfolégicas, foram realizados esfregacos das
linhas celulares, sendo estes posteriormente submetidos a coloragdo de May-Griinwald-

Giemsa (Houwen, 2000), para avaliacdo ao microscépio 6tico.

Para a realizagdo dos esfregagos, foram recolhidas 50 mil células previamente
incubadas, durante um periodo de 48h, na auséncia e presenca de BB-94, e centrifugadas
a 500 x g durante 5 minutos. Depois de lavadas com tampao fosfato (PBS) (Gibco), por
centrifugacdo nas condi¢des anteriores, as células foram ressuspensas numa pequena
quantidade de FBS, para facilitar a adesdo celular as laminas, e por fim foi realizado o

esfregaco.

Para a coloracdo de May-Griinwald-Giemsa, os esfregagos obtidos foram corados
durante 3 minutos com a solu¢ao de May-Griinwald (Sigma-Aldrich) (preparada em 0,3 %

de metanol e diluida na proporcao de 1:1 com 4gua destilada, aquando da utilizacao).
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Seguidamente, adicionou-se a solucdo de Giemsa (Sigma-Aldrich) (1g de corante de
Giemsa dissolvido em 66 mL de glicerol e 66 mL de metanol; diluido de 1:8 com 4gua
destilada, aquando da utilizacdo) durante 15 minutos. Por fim, os esfregacos foram
lavados com 4gua destilada e apos secagem, foi realizada a anélise morfolégica das células
a0 microscépio 6tico. Para tal, utilizou-se um Microscépio Otico Zeiss Axioskop2 acopolado
a uma camara digital Zeiss Axiocam ICc3, que permitiu a aquisi¢do de imagens e o seu

processamento no programa AxioVision LE.

2.5.2 - Avaliacao de morte celular por citometria de fluxo

A morte celular torna-se possivel de ser detetada por citometria de fluxo, recorrendo
a marcadores caracteristicos dos processos de apoptose e necrose, como é o caso da
anexina V (AV) e do iodeto de propideo (IP), através de emissao de fluorescéncia. Assim,
é possivel distinguir com esta técnica as células vivas das células mortas, e dentro destas

altimas, as células em necrose e/ou apoptose.

Durante a apoptose, uma das caracteristicas das células é a alteragdo da distribuigao
dos fosfolipidos que compdem a bicamada lipidica. Quando se inicia a morte celular por
apoptose ocorre a translocacdo da fosfatidilserina, um fosfolipido com carga negativa,
localizado no folheto interno, para o folheto externo da membrana celular. A AV é uma
molécula que liga especificamente fosfolipidos com carga negativa na presenga de célcio
(Ca?). Esta, ao estar ligada a um fluorocromo, permite determinar a localizacdo da
fosfatidilserina na membrana e, assim, identificar as células em apoptose inicial (van
Engeland et al, 1998). Quanto ao IP, este ¢ um composto que se intercala na cadeia de ADN,
emitindo fluorescéncia. Durante a necrose, hd edema celular seguido de lise por rutura da
membrana celular, conduzindo ao extravasamento do contetido celular para o espago
extracelular. Durante a apoptose, ocorre contragdo celular, condensagdo da cromatina e
blebbing, sendo ativadas proteases e endonucleases que vao degradar todas as proteinas e

acidos nucleicos (fragmentacdo do ADN).

Como tal, nas células vidveis ndo ocorre marcagao, ou seja sao AV e IP negativas, as
células em apoptose inicial ficam marcadas com AV mas ndo com o IP, as células em
apoptose tardia/necrose ficam marcadas com AV e IP, e as células em necrose ficam

exclusivamente marcadas com IP (van Engeland et al, 1998) (Figura 8).
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1A

Figura 8 - Dot plot representativo da andlise da morte celular por citometria de fluxo com a dupla
marcac¢dao Anexina-V (AV) e iodeto de propideo (IP). A vermelho estdo representadas as células
viaveis, duplamente negativas para a marcacio com AV e IP; as células em apoptose inicial,
positivas para a AV, correspondem a populacdo a verde; a populacdo a azul corresponde as
células em necrose, apenas positivas para o IP; e as células a amarelo a populacao em apoptose
tardia/necrose, duplamente positivas.

Assim, a viabilidade e o tipo de morte celular induzida pelo BB-94 foi avaliada nas
quatro linhas celulares incubadas durante 48h, na auséncia e na presenca de farmaco.
Recolheu-se 0,5x10¢ células da suspensao celular e lavou-se com PBS por centrifugacdo
durante 5 min a 1000 xg. O sedimento foi ressuspenso em 100 uL de tampao de ligagdo
frio e incubado com 2,5 uL. de AV-APC (BD Biosciences) e 2 pL de IP (BioLegends), durante
15 minutos ao abrigo da luz. Posteriormente, adicionou-se 300 uL de tampao de ligagdo e
analisou-se no citémetro de fluxo ja descrito anteriormente. Os comprimentos de onda de

emissdo excitacao foram de 660 nm e 650 nm, respetivamente.

Foram adquiridas 10 mil células através do programa CellQuest™ e os dados foram
analisados com recurso ao programa Paint-a-Gate™. Os resultados sdo apresentados em
percentagem com base na positividade e/ou negatividade para a dupla marcacao,

representando média + desvio padrdo de 4 ensaios independentes.

2.5.3 - Avaliacao da expressao de caspases por citometria de fluxo

Os niveis de caspases foram avaliados por um kit de detecdo intracelular de
caspases, o ApoStat (R&D Systems). As células foram submetidas a uma lavagem inicial,

posteriormente ressuspensas em 1 mL de PBS e incubadas com 2 pL de ApoStat, durante
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15 minutos a 37°C. Seguidamente, as células foram lavadas em 2 mL de PBS por

centrifugacdo a 1000 x g durante 5 minutos e ressuspensas em 300 uL do mesmo tampao.

A detecgdo da expressdo de caspases foi efectuada por citometria de fluxo, usando o
equipamento j4 descrito anteriormente, com comprimentos de onda de emissdao de 519 nm
e de excitacdo de 488 nm, utilizando um laser de Argon. Foram adquiridas 10 mil células
através do programa CellQuest™ e os dados analisados com recurso ao programa Paint-
a-Gate™. Os resultados a percentagem de células positivas para caspases ativadas, e os
niveis de expressdao de caspases ativadas, através de Média de Intensidade de
Fluorescéncia (MIF) nas células em estudo. Os resultados representam a média + desvio

padrdo de 4 ensaios independentes.

2.6 - Avaliacao do Ciclo Celular por Citometria de Fluxo

A avaliagdo do Ciclo Celular foi realizada por citometria de fluxo, utilizando o kit de
detecdo PI/RNase (ImmunoStep). Recolheu-se 0,5x10¢ células da suspensdo celular e
lavou-se com PBS durante 5 min a 160 x g. O pellet foi ressuspenso em 200 uL de etanol a
70% frio, em agitacdo no vortex, sendo incubado durante 30 min no frio, com o objetivo
de fixar as células. De seguida, as células foram lavadas novamente com PBS nas mesmas
condigdes de centrifugacdo. Por fim colocou-se 300 pL de PI/RNase, e as células foram
analisadas com o mesmo equipamento anteriormente descrito, com comprimentos de
onda de emissdo de 617 nm e de exctitacdo de 488 nm. Foram adquiridas 25 mil células
através do programa CellQuest™ e os dados analisados com recurso ao programa
Modfit™. Os resultados representam a média da percentagem de células que se
encontram em cada fase do ciclo celular, representando a média + desvio padrdo de 4

ensaios independentes.

2.7 - Avaliacao da atividade das MMPs através de ensaios

zimograficos

Z

A zimografia de gelatina é uma técnica que permite identificar a atividade

gelatinolitica de amostras bioldgicas, e divide-se em trés fases fundamentais. Na primeira
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fase as amostras sdo separadas por electroforese, tirando partido de um gel de SDS (do
inglés Sodyum Dodecyl Sulfate) -poliacrilamida, que é co-polimerizado com gelatina de pele
de porco. Esta electroforese é realizada em condi¢des ndo redutoras para manter a
atividade enzimética. A segunda fase consiste numa remogao do SDS recorrendo ao uso
de Triton X-100 e incubagdo do gel num tampdo com célcio. Esta incubagdo permite a
renaturacdo parcial das proteinas, o suficiente para que hidrolisem a gelatina in situ. No
altimo passo, o gel é corado com uma solugdo de Comassie Brilliant Blue e descorado de
seguida. O resultado final é um gel azul com bandas transparentes, no local onde a
gelatina foi degradada. Estas bandas permitem identificar quais as MMPs que estdo ativas,
a partir da sua massa molecular relativa. As pro-MMPs podem também ser identificadas
por esta técnica, tendo em conta que o SDS faz o unfolding da proteina, bem como uma
dissociacdo irreversivel do pro-dominio do local ativo. Tendo em conta que a massa
molecular relativa do pro-dominio é de aproximadamente 10 kDa, torna-se possivel a sua

identificacao no gel (Toth et al, 2012).

Assim, para a determinacdo da atividade gelatinolitica, as linhas celulares foram
incubadas, na auséncia e na presenca de BB-94, durante 48h, num meio condicionado sem
soro fetal bovino. De seguida, o sobrenadante foi retirado e guardado para posterior

anélise.

A zimografia iniciou-se pela preparacdo do gel, com 1,5 M de Tris (Calbiochem) (pH
8,8), acrilamida (Sigma-Aldrich) a 40%, SDS (AppliChem) a 20%, solugdo de gelatina
(Sigma-Aldrich) a 10 mg/mL, 18 pL de TEMED (Sigma-Aldrich) e 100 pL de AMPS
(Calbiochem) por cada 10 mL, e d4gua bidestilada. De seguida, as amostras foram diluidas
no tampao de amostras para a zimografia, contendo 0,5 M de Tris-HCI (pH 6,8), 2 mL de
glicerol (Sigma-Aldrich), SDS a 10%, azul de bromofenol (AppliChem) e agua bidestilada,
e foram deixadas durante 10 min a temperatura ambiente. Seguidamente, procedeu-se a
electroforese que correu no frio durante 90 min a 140 V. Por fim, o gel foi colocado em
tampao de renaturacgdo, contendo 50 mM de Tris (pH 7,6), 150 mM de NaCl (Carlo Erba
Reagents), 5 mM de CaCl, (Sigma-Aldrich) e 0,25% de Triton X-100 (MP-Bio), com
agitacao, sendo substituido ao final de 30 min por novo tampao. No final deste periodo de
tempo, o tampao de renaturagdo foi substituido por tampao de digestdao, contendo 50 mM
de Tris (pH 7,6), 150 mM de NaCl, 5 mM de CaClz e 0,1% de Triton X-100, e incubado a
37°C durante 18h. No dia seguinte, o gel foi lavado duas vezes em 4gua bidestilada e

posteriormente colocado em solugdo corante, contendo 0,25% de Comassie Brilliant Blue
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(Sigma-Aldrich), 50% de Metanol (Sigma-Aldrich) e 10% de Acido Acético (Sigma-
Aldrich), durante 15 min num agitador. Posteriormente, o gel foi lavado novamente com
agua bidestilada, e colocado em solucdo descorante, contendo 25% de Metanol e 5% de
Acido Acético. Esta solugdo foi substituida periodicamente, até as bandas estarem bem
visiveis.

O gel foi posteriormente analisado pelo ChemiDoc, no programa Quantity One®,
permitindo a aquisicao de dados como a densidade das bandas de interesse. Os dados
foram normalizados ao controlo e os resultados apresentados representam média + desvio

padrao de 3 ensaios independentes.

2.8 - Analise da influéncia do inibidor das MMPs na expressao de

proteinas intracelulares (ERK 1/2 e AKT) por western blot

De seguida, avaliou-se a influéncia do inibidor das MMPs, Batimastat, na sinalizagdo
intracelular através da expressdao das proteinas ERK %2 e AKT na forma fosforilada por

western blog ap6s quantificagdo da proteina total.

A técnica de western blot é uma técnica bastante usada em biologia molecular, que
permite identificar, quantificar e determinar o tamanho de proteinas especificas, tendo
evoluido de duas outras técnicas semelhantes, o southern e northern blot, que separam e
identificam, respetivamente, fragmentos de ADN e ARN. Resumidamente, o
procedimento inicia-se com uma eletroforese em gel de poliacrilamida, com o objetivo de
separar as proteinas. Estas sdo de seguida transferidas para uma membrana de
nitrocelulose, onde sdo bloqueadas com um anticorpo especifico para a proteina em
estudo. Finalmente faz-se a detecdo e quantificacdo das bandas em questao, bem como a

analise dos dados (Jensen, 2012).

2.8.1 - Quantificacio proteica pelo método do acido bicinconinico

De forma a utilizar sempre a mesma quantidade de proteina no ensaio foi necessario
proceder a quantificagdo da mesma nos extratos celulares, utilizando o método do acido

bicinconinico (BCA). Este método baseia-se na formagdo de complexos entre a proteina e
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o Cu?* sob condicdes alcalinas, ocorrendo uma reducdo do Cu?* a Cu* pelo BCA, sendo
esta reducdo proporcional a quantidade de proteina presente em cada amostra. Esta
reacdo resulta na formagdo de um complexo azul/roxo que pode ser medido
posteriormente por espetrofotometria ao comprimento de onda de 562 nm (Smith et al,

1985).

Para isso, as células foram incubadas com 5pM de BB-94, durante 48h, sendo depois
lisadas com um tampao constituido por RIPA (tampao de sacarose), suplementado com
inibidores de proteases, Complete Mini (Roche), e de fosfatases, PhosphoSTOP (Roche). O
nucleo e os detritos celulares insoltiveis foram removidos por uma centrifugacao a 12 000
xg durante 10 min a 4°C. Os extratos foram recolhidos e usados como lisados celulares. Os
lisados celulares foram adicionados a uma mistura de sulfato de cobre II a 4%, com 50
volumes de BCA e foi feita uma curva padrao utilizando quantidades conhecidas de
albumina bovina sérica (BSA). A mistura foi incubada durante 30 min a 37°C, e no final
deste periodo de tempo foi realizada a leitura das absorvéancias no comprimento de onda
de 562 nm. Esta leitura foi realizada num espetofotometro leitor de placas (Synergy™ HT
Multi-Mode Microplate Reader, BioTek Instruments). Depois de preparada a curva

padrdo foram calculadas as concentracdes proteicas dos extratos.

Os lisados celulares foram desnaturados a 95°C, durante 5 min, no tampao de
amostras, contendo 0,125 mM Tris (pH 6,8), SDS a 2%, 100 mM de DTT, 10% de glicerol e
azul de bromofenol. A separagdo da proteina iniciou-se pela adi¢do a cada pogo do gel
SDS-PAGE a 12% de 30 pg de proteina total, e procedeu-se a electroforese que correu
durante 60 min a 130 V. Posteriormente as proteinas foram transferidas para uma
membrana de PVDEF. A imunodetecdo da expressao das proteinas foi realizada depois da
incubacdo da membrana durante a noite, na presenca de um anticorpo de coelho anti-p-
ERK 1/2 e anti-p-AKT (Cell Signalling Technology 1:1 000) sendo as proteinas depois
quantificadas pelo método de quimiofluorescéncia com substrato, ECF (Enhanced
Chemofluorescence Substrate). De modo a normalizar a quantidade de proteina em cada
poco, efetuou-se também a quantificacdo da ERK 1/2 e da AKT total, utilizando os
anticorpos anti-ERK e anti-AKT. Os dados foram normalizados ao controlo, estando
apresentados em percentagem sob a forma de média *+ desvio padrao, e representam 3

ensaios independentes.
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2.9 - Analise Estatistica

Para a determinacgdo dos respectivos ICso do BB-94 nas varias linhas celulares, foi
aplicada uma regressdo ndo linear logistica aos dados relativos a exposi¢do das células

durante 48h ou 72h no caso das células H929.

Na analise estatistica dos niveis de expressao das MMPs, das caspases, da atividade
das MMPs e da expressdo das proteinas ERK 1/2 e AKT, recorreu-se a andlises de
variancia (ANOVA de uma via) e, sempre que necessario, foram aplicados testes de
comparagdes multiplas. O teste de Dunnett foi aplicado para efectuar as comparacdes com
a condicdo controlo e o teste de Tukey para a comparacado entre todas as condicdes em

estudo.

Os resultados foram analisados utilizando o software GraphPad 5.0 e SPSS, sendo

considerado um nivel de significancia de 95% (p<0,05) para todas as andlises efetuadas.
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3.1 - Caracterizacao das linhas celulares

Neste estudo foram utilizadas quatro linhas celulares de neoplasias hematolégicas
humanas. As células HL-60 e as NB-4 sdo ambas modelos in vitro de LPA, apresentando
como principal diferenca a auséncia da translocacdo PML-RARa na primeira em relacdo
a segunda. As células F36-P sao modelo in vitro de Sindrome Mielodisplasica e as células

H929 sao modelo in vitro de Mieloma Mdltiplo.

As quatro linhas celulares crescem em suspensdo, quando mantidas em cultura
num meio nutritivo, sendo que no caso das células F36-P necessitam de um suplemento
de IL-3. As células necessitam também de uma temperatura de 37°C, numa atmosfera
humedecida, com 5% de CO.. O crescimento e a viabilidade celular de cada linha celular
encontram-se representados na Figura 9-A e 9-B, respetivamente. As carateristicas
principais de crescimento, como o tempo de duplicacdo das células e o seu crescimento

maximo, estdo representadas na Tabela 2.
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Figura 9 - Curvas de crescimento e de viabilidade celular das linhas celulares HL-60, NB-4,
F36-P e H929. Em (A) esta representada a curva de densidade celular das quatro linhas celulares,
incubadas nas condic¢des 6timas de crescimento descritas na sec¢do de Material e Métodos. Em (B)
estd representada a curva de viabilidade das quatro linhas celulares, incubadas também nas
condic¢des 6timas de cada linha. As células foram incubadas de acordo com o descrito na sec¢ao
2.2. A cada 24h, até perfazer 96h, foram retiradas amostras das suspensdes celulares e efetuou-se
o teste de exclusdo com azul de tripano. Os resultados sdo expressos em 10° cel/mL (A) e em
percentagem (B) e representam a média + desvio padrao de 4 ensaios.

Como se pode observar na Figura 9-A e na Tabela 2, as células F36-P apresentam a
maior taxa de crescimento, por ser a linha que se duplica mais rapidamente, cerca de 14h

de tempo de duplicacdao, e as HL-60 sdo as que apresentam menor velocidade de
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crescimento, aproximadamente 30h para a duplicagdo. Quanto a viabilidade celular, a
analise do gréfico (Figura 9-B) indica que apenas a linha celular H929 mantém a
viabilidade celular préxima dos 100% até as 96h de incubacdo, ao contrario de todas as
outras linhas. Além disso, na Figura 9-A, verifica-se também que todas as linhas
celulares apresentam a sua fase exponencial de crescimento até as 48h de incubagéo, ao
contrario da linha celular H929, que apresenta esta fase entre as 48h e as 72h de

incubagao, ndo se observando decréscimo da densidade celular apés 96h de incubacéo.

Assim, todos os estudos foram realizados até as 72h, exceto no caso da linha de

Mieloma Mudltiplo, as células H929, em que os estudos foram realizados até as 96h.

Tabela 2 - Carateristicas de crescimento celular das linhas celulares em estudo.

Linha Celular Tempo iﬁ lillzflicagﬁo Crescig:;aii;(:l :)telular
HL-60 30h 1 x 106 cél/mL
NB-4 20h 1,5 x 106 cél/mL
F36-P 14h 2,5 x 106 cél/mL
H929 23h 3 x 106 cél/mL

Na Figura 10 estdo representadas as carateristicas morfoldgicas das células. Como
se pode observar, as células HL-60 e as células NB-4 apresentam caracteristicas
morfoldgicas tipicas de LPA, nomeadamente células com elevada relacdo
ntcleo/citoplasma com ntcleo largo de margens bem definidas. E também possivel
observar-se alguns nucléolos, bem como um citoplasma granulado. As células F36-P
apresentam também elevada relagdo nucleo/citoplasma e nucléolos bem visiveis, no
entanto apresentam algumas protuberancias citoplasmaticas e citoplasma baséfilo.
Quanto as células H929, sendo de uma linhagem linféide/plasmocitéide, apresentam
algumas diferencas como a auséncia de granulos e a presenca de vactolos
citoplasmaticos, bem como acentuada basofilia citoplasmatica por presenca de
imunoglobulinas. Estas células apresentam também uma elevada relacdo

nucleo/citoplasma.
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Figura 10 - Aspetos morfolégicos das células em estudo. Os esfregagos das células foram
corados com solugdo de May-Griinwald-Giemsa e observados ao microscépio 6tico de acordo
com o descrito na seccao Material e Métodos (Ampliagdo de 500x).

F36-P

3.1.1 - Avaliagao da expressdo proteica de Metaloproteinases da Matriz

Antes dos ensaios com o inibidor das MMPs, verificaram-se os niveis de expressao

basal destas proteinas nas diferentes linhas celulares.

Na figura 11 estdo representados os niveis de expressao proteica das MMP-2, -8 e -
9 nas quatro linhas celulares. A andlise desta figura mostra-nos que todas as linhas
celulares expressam as trés proteinas existindo diferencas entre a percentagem de células
e da expressdo. De uma forma geral verifica-se que todas as células das linhas HL-60,
NB-4 e F36-P expressam MMP-2, enquanto que apenas 20% das células da linha celular
H929 expressam esta proteina (Figura 11-A). No entanto, e apesar de todas as linhas
celulares apresentam niveis de expressdao semelhante, a linha F36-P é a que expressa
niveis mais elevados, apresentando uma expressao 1,7 vezes superior as restantes, sendo

esta diferenca estatisticamente significativa (Figura 11-B).

Em relacdo a MMP-8, a linha celular HL-60 é a que apresenta um maior ntimero de

células a expressar esta proteina (cerca de 80% da populagdo), enquanto que em todas as
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outras linhas esta MMP é expressa por aproximadamente 30% da populacdo (Figura 11-

A).

No caso da MMP-9, a linha celular H929 apresenta a menor percentagem de
células positivas para esta MMP, com valores a rondar os 15%, seguida das linhas
celulares HL-60 e NB-4, com valores perto dos 30%, sendo as células F36-P as que
apresentam maior percentagem de células a expressar MMP-9, chegando a cerca de 60%
da populacdo. Quanto a expressio de MMP-8 e MMP-9 por célula, ndo existem
diferencas estatisticamente significativas entre as linhas celulares, apresentando niveis

de expressdo entre os 35 e os 30 MIFs, respetivamente.
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Figura 11 - Avaliacdo da expressdo basal das metaloproteinases da matriz por citometria de
fluxo em linhas celulares de neoplasias hematoldgicas. As linhas celulares HL-60, NB-4, F36-P e
H929 foram marcadas segundo o procedimento descrito na seccdo de material e métodos. Os
resultados apresentados encontram-se expressos em % de células marcadas positivamente para os
anticorpos anti-MMPs (A) e em Média de Intensidade de Fluorescéncia (MIF totais), sendo estes
diretamente proporcionais a expressdo (B), e representam a média + desvio padrdo de 3 ensaios
independentes. A andlise estatistica foi efetuada utilizando o teste de Tukey, sendo * p<0,05, **
p<0,01 e *** p<0,001.

3.2 - Avaliacido do potencial terapéutico do inibidor das
Metaloproteinases da Matriz, Batimastat, em linhas celulares de
neoplasias hematolégicas

Para avaliar o potencial terapéutico do inibidor das MMPs em neoplasias
hematoldgicas, estudou-se o efeito do Batimastat (BB-94) na viabilidade e na proliferagao

das linhas celulares HL-60, NB-4, F36-P e H929. Para além disto, avaliou-se também o

tipo de morte celular, através de citometria de fluxo, com o auxilio da dupla marcacdo
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com anexina V e iodeto de propideo, e das caracteristicas morfolégicas por microscopia
6tica. A ativagdo de caspases foi também avaliada por citometria de fluxo, com o auxilio
da sonda ApoStat. Finalmente, foi avaliado o efeito no ciclo celular, por citometria de

fluxo, através da marcagdo com iodeto de propideo.

3.2.1 - Curvas de Viabilidade e Proliferacao celular

Na figura 12 pode-se observar os efeitos citotoxicos do BB-94 nas diferentes linhas
celulares em estudo. Como se pode observar nesta figura, o BB-94 induz uma diminuigao
da viabilidade celular de uma forma dependente da concentracao do farmaco, do tempo
de exposicdo e da linha celular, sendo o seu efeito estatisticamente significativo e mais
acentuado a partir das 48h de incubacdo. Tendo estes fatores em conta, a linha celular

NB-4 mostrou-se a mais sensivel ao farmaco e as H929 as menos sensiveis.

De facto, observa-se reducao da viabilidade celular das células NB-4 para valores
proximos de 50% (ICso) nas células tratadas com 7,5 pM de BB-94 durante 48h, enquanto
para as linhas HL-60 e F36-P, o ICs foi entre 7,5 e 10 uM, respetivamente. Além disso,
nao se observa reducdo significativa da viabilidade celular apds incubagdo com doses
baixas do farmaco durante 72h. Nas células H929, o ICs é atingido mais tardiamente,
ap6s 72h de incubacdo, na presenga de concentracdes de BB-94 entre os 7,5 e os 10 uM.
No entanto, observa-se uma ligeira reversdao dos efeitos do farmaco apdés 96h de

incubacéo.

Na figura 13 estao representados os efeitos citostaticos do farmaco nas células HL-
60, NB-4, F36-P e H929. Estes efeitos antiproliferativos sdo também dependentes da
concentragdo, do tempo de exposicao e da linha celular. Quanto a dose, as linhas
celulares HL-60, NB-4 e F36-P, apresentam efeitos dependentes da dose, especialmente
as 72h, sendo as diferencas observadas estatisticamente significativas. No entanto, a
linha celular H929 apresenta efeito muito semelhante entre doses, sendo entao o efeito

citostéatico deste farmaco independente da dose administrada.
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Figura 12 - Efeito do Batimastat (BB-94) na viabilidade das células HL-60, NB-4, F36-P e H929.
As células foram incubadas de acordo com o descrito na secgdo 2.2. A cada 24h, durante um
periodo de tempo de 72h, ou 96h no caso da linha celular H929, foram retiradas amostras das
suspensoes celulares e efetuou-se o teste de exclusdo com azul de tripano. Os resultados
representam a média + erro padrdo de 3 a 4 ensaios independentes e estdo expressos em
percentagem. A andlise estatistica foi efetuada por comparagéo a condicao ndo tratada (Controlo)
utilizando o teste de Dunnet, sendo * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001.
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Figura 13 - Efeito do Batimastat (BB-94) na proliferacao das células HL-60, NB-4, F36-P e H929.
As células foram incubadas de acordo com o descrito na seccdo 2.2. A cada 24h, durante um
periodo de tempo de 72h, ou 96h no caso da linha celular H929, foram retiradas amostras das
suspensodes celulares e efetuou-se o teste de exclusdo com azul de tripano. Os resultados
representam a média + erro padrdo de 4 ensaios independentes e estdo expressos em numero de
células (106 cel/mL). A anélise estatistica foi efetuada por comparagdo a condicdo nao tratada
(Controlo) utilizando o teste de Dunnet, sendo * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001.

Para determinar com maior exatiddo o ICsp ao final de 48h de incubacéo nas linhas
celulares HL-60, NB-4 e F36-P, e ao final de 72h de incubacdo na linha celular H929,
efetuou-se a regressao linear do Log da concentracdo (uM) em fun¢do da percentagem de
viabilidade celular (Figura 14 e Tabela 3). Analisando a Tabela 3, verifica-se que a

concentracdo de BB-94 necessdria para reduzir a viabilidade celular a 50% é 1,8 vezes
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superior nas células HL-60 (8,31 pM), 2,1 vezes nas células F36-P (9,69 uM), em

comparacao com as células mais sensiveis, as NB-4 (4,66 pM).
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Figura 14 - Regressdo logaritmica do ICsy do Batimastat nas linhas celulares de neoplasias
hematologicas. A figura representa a regressdo logaritmica do ICsp do Batimastat nas linhas
celulares HL-60, NB-4 e F36-P, as 48h de incubagao (A), e da linha H929, as 72h de incubagéo (B).
Ap6s a incubacdo foi avaliada a viabilidade celular pelo teste de exclusdo por azul de tripano. Os
resultados representam média + desvio padrao de 4 ensaios independentes.

Tabela 3 - Analise do ICsp do Batimastat nas linhas celulares de neoplasias hematolégicas.

Linha Celular ‘ I1Cso BB-94
HL-60 8,31 uM
NB-4 4,66 M
F36-P 9,69 uM
H929 7,73 uM

ICso, concentragdo de farmaco necesséria para induzir morte em 50% das
células em estudo; BB-94, Batimastat.

Uma vez que o efeito citostatico e citotéxico observado nas linhas celulares em
estudo diminuia ao longo do tempo, e no caso especifico das células H929 se observa
mesmo reversdo destes efeitos, avaliou-se se 0 modo de administracdo deste farmaco
tinha influéncia nos efeitos citotoxicos e citostaticos nas células. Assim, o Batimastat foi
adicionado a cultura, a cada 24h, em concentracdes inferiores as utilizadas em

administracdo tnica. Os efeitos deste modo de administracdo podem ser observados nas

Figuras 15 e 16.

Assim, pode-se observar que ha uma diminuicdo acentuada da viabilidade das
células quando tratadas com pequenas doses em administracao diaria

comparativamente com as doses equivalentes em toma unica, apés 72h de incubacao.
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Relativamente as células HL-60 e H929, observa-se aumento de cerca de 50% do efeito
citotéxico na administracdo didria de (0,5 pM) comparativamente com a dose tnica de
BB-94 (15 e 20 uM, respetivamente), sendo estas diferencas estatisticamente
significativas. Este efeito foi mais acentuado nas linhas F36-P e NB-4, observando-se uma
reducdo de aproximadamente 40-50% nas células F36-P e de cerca de 70% nas células
NB-4, quer para a dose total de 0,3 uM como na dose de 1,5 uM de BB-94, sendo as
diferencas observadas significativas (Figura 15). O mesmo efeito é também observado na
proliferagdo celular, em que as maiores diferencas entre doses fracionadas e tinicas sdo

observadas também nas linhas celulares NB-4 e F36-P.
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Figura 15 - Efeito do Batimastat (BB-94) em administracdo fracionada na viabilidade das
células HL-60, NB-4, F36-P e H929. A figura representa o efeito do Batimastat na viabilidade nas
linhas celulares em estudo. As células foram incubadas segundo as condicdes descritas na seccao
Material e Métodos. Ap6s a incubacao foi avaliada a viabilidade celular pelo teste de exclusdo por
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azul de tripano. Os resultados representam média * erro padrdo de 4 ensaios independentes. * -
dose em administracdo didria. A andlise estatistica foi efetuada por comparacao a condi¢do nao
tratada (Controlo) utilizando o teste de Dunnet, e por comparacdo entre administracdes
fracionadas e tnicas sendo # p<0,05, ##p<0,01 e ### p<0,001.

No caso dos efeitos do BB-94 na proliferacao celular, quando comparadas com a
condigdo controlo, todas as linhas celulares apresentam diferencas significativas as 72h
de incubacdo nas condi¢des de administracdo fracionada e na condicdo com a
concentra¢do mais elevada de fairmaco em administra¢do tinica, exceto as células HL-60,
em que as Unicas diferencas significativas sdo entre a condicdo controlo e a dose
fracionada de 0,5 uM, as 72h de incubagdo. Fazendo a comparacao entre a condi¢cdo em
administracdo fracionada com a dose equivalente em toma tnica, a diferenca entre a
dose fracionada de 0,1 uM e a dose tnica de 0,3 uM encontra-se apenas as 72h de
incubacdo, e entre a dose fracionada de 0,5 uM e a dose tinica de 1,5 uM as 48h de

incubacdo, ambas na linha celular NB-4 (Figura 16).
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Figura 16 - Efeito do Batimastat (BB-94) em administracdo fracionada na proliferacio das
células em estudo. A figura representa o efeito do Batimastat nas linhas celulares em estudo. As
células foram incubadas segundo as condi¢des descritas na seccdo Material e Métodos. Apods a
incubacdo foi avaliada a viabilidade celular pelo teste de exclusdo por azul de tripano. Os
resultados representam média * erro padrdao de 4 ensaios independentes. * - dose em
administragdo fracionada. A andlise estatistica foi efetuada por comparagdo a condicdo ndo
tratada (Controlo) utilizando o teste de Dunnet, e por comparacdo entre administracdes
fracionadas e tnicas sendo # p<0,05, #p<0,01 e ### p<0,001.

3.2.2 - Avaliagdo do efeito citotéxico induzido pelo Batimastat por citometria de fluxo

Os efeitos citotoxicos do inibidor das MMPs foram avaliados por citometria de

fluxo com recurso a dupla marcagdo com anexina V e iodeto de propideo. Esta técnica
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permite distinguir as células vidveis das mortas, bem como o tipo de morte celular

predominante induzido pelo composto.

Na Figura 17 estdo representados o efeito do BB-94 na viabilidade celular e o tipo
de morte induzido pelas diferentes concentragdes de Batimastat nas linhas celulares em
estudo. Como se pode observar, o Batimastat induz morte celular predominantemente
por apoptose, sendo a percentagem de células em morte celular dependente da
concentracdo do farmaco a que as células sdo submetidas. A anélise estatistica confirma

esta dependéncia da dose e da linha celular.
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Figura 17 - Avaliagido do efeito citotoxico do Batimastat nas linhas celulares HL-60, NB-4, F36-P
e H929. As linhas celulares foram incubadas com o fadrmaco de acordo com o descrito na sec¢do
de materiais e métodos, nas concentragdes indicadas na legenda. Posteriormente, foi realizada a
marcacdo das células com anexina V e iodeto de propideo, tal como descrito também na secgdo de
materiais e métodos. Os resultados apresentados sdo expressos em percentagem (%) e
representam a média = desvio padrdo de 3 ensaios independentes. A andlise estatistica foi
efetuada por comparacao a condicdo ndo tratada (Controlo) utilizando o teste de Tukey, sendo *
p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001. V, células viaveis (azul); Al células em apoptose inicial
(vermelho); AT/N, células em apoptose tardia/necrose (verde); N, células em necrose (roxo).
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3.2.3 - Analise do tipo de morte celular induzida pelo Batimastat por microscopia

optica

O efeito citotéxico induzido pelo Batimastat nas linhas celulares de neoplasias
hematolégicas foi também caraterizado pela analise dos aspetos morfolégicos, por
microscopia 6tica, das células na auséncia e na presenga do composto, apds a realizagdo

de esfregacos corados com a solucdo de May-Griinwald-Giemsa.

E possivel observar na Figura 18, que a incubagdo com o Batimastat induz
alteragdes morfoldgicas nas células que sdo caracteristicas do processo de morte celular
por apoptose. Comparando as células tratadas com o BB-94com as nao tratadas, pode
verificar-se que em todas as linhas celulares ha a formacdo de blebbings, ou seja,
evaginacdes da membrana celular que englobam organelos celulares e fragmentos do
nucleo, que posteriormente se destacam das células formando os corpos apoptoéticos.
Outra carateristica morfolégica da apoptose é a contracdo e posterior fragmentagao
nuclear, sendo possivel observar estes processos também na figura 18. A maioria dos
esfregacos das quatro linhas celulares tratadas com Batimastat apresentam células com
vactolos no citoplasma, que podem dever-se quer a toxicidade induzida pelo farmaco,
quer ao inicio do processo autofagico ou lisossémico. Pode também observar-se nestes
esfregacos a presenca de mitoses catastréficas, que representam paragem bloqueio do
ciclo celular. De notar que as células das linhas celulares HL-60 e NB-4 apresentam uma
morfologia bastante semelhante, quer em condi¢des normais, quer sob o tratamento com
Batimastat, o que seria de esperar tendo em conta que sdo células da mesma patologia

(Leucemia Promielocitica Aguda).

55



Resultados

Controlo BB-94
k. ‘
o
P
-
D -
¥
e
Z ’ ‘
'r ' - |
m ‘
O
m .
m . '
oy
I
o) .
:I: ‘

Figura 18 - Aspeto morfolégico das diferentes linhas celulares de neoplasias hematolégicas na
auséncia (controlo) e ap6s o tratamento com Batimastat (BB-94). A Figura representa os aspetos
morfolégicos carateristicos das linhas celulares em estudo na auséncia de (A, C, E e G) e apés
tratamento com BB-94 (B, D, F e H). As linhas celulares foram incubadas durante 48h na auséncia,
HL-60 (A), NB-4 (C), F36-P (E) e H929 (G) e na presenca do BB-94 nas concentracdes referidas na
Figura, 5 pM (B), 7,5 uM (D) e 10 pM (F e H). Apds o periodo de incubacado, efetuaram-se
esfregacos de células, que foram corados com a solugdo de May-Griinwald-Giemsa de acordo
com o descrito na sec¢do de materiais e métodos. As células foram observadas ao microscépio
6tico a uma ampliagdo de 500x.
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3.2.4 - Avaliacao da expressao de caspases por citometria de fluxo

Para confirmar o processo de morte celular por apoptose, foram também avaliados
os niveis de expressdo e activacdo de caspases por citometria de fluxo, com recurso a
marcacdo com a sonda ApoStat. Os resultados representados na figura 18 indicam que
nas células tratadas com Batimastat hd aumento da expressdo de caspases
comparativamente as condigdes controlo (Figura 19-A), bem como da percentagem de
células com marcagdo positiva para esta sonda (Figura 19-B), sendo as diferencas
estatisticamente significativas. Este aumento é diretamente proporcional a dose de

Batimastat administrada, resultado confirmado pela anélise estatistica.
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Figura 19 - Avaliacdo da expressdo de caspases por citometria de fluxo em células de
neoplasias hematolégicas tratadas com Batimastat (BB-94). As linhas celulares, HL-60, NB-4,
F36-P e H929, foram incubadas, com BB-94 nas concentra¢des indicadas na legenda, de acordo
com o descrito na sec¢ao de materiais e métodos. Posteriormente, foi realizada a marcacao das
células com a sonda ApoStat. Os resultados apresentados sdo expressos em % de células
marcadas positivamente para a sonda (A) e em niveis de expressdao expressos em MIF totais, os
quais sdo diretamente proporcionais ao nimero de anticorpos associados ao alvo, na populacdo
total (B), e representam a média * desvio padrdo de 3 a 4 ensaios independentes. A andlise
estatistica foi efetuada por comparacdo a condigdo nao tratada (Controlo) utilizando o teste de
Dunnet, sendo * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 e **** p<0,0001.

3.2.5 - Avaliacdo do efeito do Batimastat no Ciclo Celular

Para avaliar se o efeito citostatico do Batimastat é devido a ativacdo de check-points
celulares, induzindo assim o bloqueio do ciclo celular, foi analisada por citometria de

fluxo, a distribuicao das células pelas diferentes fases do ciclo celular. Analisou-se entdo
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o conteido de ADN apdés marcacdo das células com solucdo de iodeto de

propideo/RNAse, de acordo com o descrito na seccao de materiais e métodos.

A Tabela 4 apresenta a distribuicdo das células pelas diferentes fases do ciclo
celular. Como se pode verificar, quando as células HL-60 sao incubadas com Batimastat,
observa-se aumento da percentagem de células que se encontram na fase Go/Gi, sendo
este efeito menos visivel na dose mais elevada do farmaco. Nas células H929, o bloqueio
é também na mesma fase do ciclo, no entanto, o efeito é mais visivel quando as células
sdo incubadas com concentracdes mais elevadas de BB-94. No caso das células NB-4,
observa-se aumento significativo da percentagem de células na fase S (bloqueio em fase
S), sendo este efeito mais acentuado nas células tratadas com a concentragao de 7,5 pM..

Nas células F36-P, observa-se tendéncia para um ligeiro bloqueio em fase G>/ M.

Tabela 4 - Andlise do efeito do Batimastat (BB-94) na distribuicdo das células pelas fases do
ciclo celular.

Pico pré-G1

Controlo 2,7+1,2 43,0+1,7 47,0+2,6 10,0 £4,4

3 5 uM BB-94 12,7 £3,5 53,0+1,0 **| 363%21 10,0+1,0
E 7,5 uM BB-94 | 17,7+6,1 53,0+1,0 **| 40,0+2,6 70+£2,0
10 uM BB-94 | 21,7 +11,2 * 48,0+ 3,6 45,7 £ 8,5 6,0+5,0

] Controlo 00+£0,0 533+23 36,7+3,1 10,0 £5,3
1| 5 uM BB-94 70+£2,0 148315 490+1,7 > | 2731
; 75uMBB-94 | 7,7+2]1 144321 ** | 51,3+1,5 Y| 43x0,6
10 uM BB-94 | 140+1,7 *** | 46017 **| 473+06 *** | 6715

N Controlo 03+05 55,8 +3,2 37,0+4,4 7,3+3,3
2 5 1M BB-94 35+17 53,8+5,6 36,0+6,1 10,3+2,6
§ 75uMBB-94 | 7,8+49 53,0+4,8 34,8+4,9 12,0+1,8
10 uM BB-94 13,3+9 * 483+34 39,5+5,3 12,3+7,5

N Controlo 1,8+29 46,0+24 403+1,7 13,8 +4,1
Q 5 uM BB-94 55+3,1 49,0+1,6 37,3+1,0 13,8+2,5
E 75uMBB-94 | 95+4,2 * 50,0+1,6 37,8+1,3 11,8+1,7
10 M BB-94 | 11,0+2,7 o 51,3+3 * | 36826 11,8+1,7

Os resultados apresentados sdo expressos em % de células presentes em cada fase do ciclo, e
representam a média * desvio padrdo de 3 a 4 ensaios independentes. A andlise estatistica foi
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efetuada por comparacdo a condigdo ndo tratada (Controlo) utilizando o teste de Dunnet, sendo *
p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 e **** p<0,0001.

3.3 - Avaliacao da atividade das metaloproteinases da matriz por

zimografia de gelatina

Para confirmar os efeitos do Batimastat na atividade das MMPs nas diferentes
linhas celulares de neoplasias hematolégicas, foram usados meios de cultura
condicionados em zimografia de gelatina. As células foram incubadas previamente com
o farmaco durante 48h, num meio de cultura sem soro bovino fetal. No final deste
periodo de incubagdo, procedeu-se a recolha do meio celular, sendo estes posteriormente
utilizados numa electroforese em gel enriquecido com gelatina, segundo o procedimento

descrito na sec¢do de material e métodos.

Através da analise dos géis (Figura 20) é possivel identificar a presenca de duas bandas
por amostra, uma com um peso molecular entre os 75 e 0s 100 kDa, que corresponde a
MMP-9 (com um peso molecular de 82 kDa), e outra banda com um peso molecular de
63 kDa, correspondendo a MMP-2, por ser o peso exato desta enzima. Neste gel é
possivel distinguir diferentes densidades das bandas entre as linhas celulares, sendo as

células HL-60 as que apresentam niveis basais de atividade das enzimas mais elevados.

100 kDa

75 kDa
63 kDa

Figura 20 - Gel representativo de zimografia em gelatina para avaliar a influéncia do
Batimastat (BB-94) na atividade das Metaloproteinases da Matriz. Ap6s incubagdo das células
HL-60 e NB-4 com o farmaco durante 48h, foi recolhido o meio celular e os extratos das varias
condi¢Ges foram obtidos, como descrito na sec¢dao de material e métodos
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Quando as células sdo tratadas com diferentes concentracdes de BB-94, observar-se
inibicdo da atividade enzimatica da MMP-2 e MMP-9 em todas as linhas celulares, de
modo dependente da dose, sendo as diferencas estatisticamente significativas.
Concentragoes crescentes do farmaco induzem maior inibi¢do da atividade enzimética,

como representado na Figura 21.
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Figura 21 - Efeito do Batimastat na atividade enzimatica das gelatinases. Apos zimografia
em gelatina, o gel foi analisado com o programa Quantity One®, obtendo assim os valores da
densidade das bandas em intensidade (Int)/mm? que foram posteriormente normalizados ao
controlo. Os resultados representam a média + desvio padrao de 3 ensaios independentes. A
analise estatistica foi efetuada por comparagdo a condigdo ndo tratada (Controlo) utilizando o
teste de Dunnet, sendo * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001. BB-94, Batimastat.

3.4 - Analise da acao do Batimastat na expressao das proteinas ERK

1/2 e AKT por western blotting

De forma a verificar alguns dos mecanismos envolvidos no efeito antiproliferativo
e/ou citotéxico do BB-94 fomos avaliar por western blotting a expressdo e ativagdo de
proteinas envolvidas em diferentes vias de sinalizagdo intracelular, como a ERK e AKT,

na auséncia e apods tratamento das células com 5uM de BB-94 durante 48h.

Como se pode observar na figura 22, a presenca de BB-94 induz um aumento da
expressao de ERK 1/2 fosforilada nas linhas celulares HL-60 e F36-P, ndo se observando
grandes alteragdes desta proteina nas linhas celulares NB-4 e H929 (Figura 22- A e C). O

aumento de expressao é mais visivel na linha celular HL-60, observando-se aumento da
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proteina na sua forma fosforilada cerca de duas vezes superior quando comparado com

a condicdo controlo (Figura 22- A e C).

Relativamente a proteina AKT, observa-se aumento da expressdo na linha celular
HL-60 quando comparado com a condicdo controlo, enquanto na linha celular H929 se
observa diminui¢do da expressdo desta proteina para valores proximos de 50%, quando
comparado com os niveis controlo da mesma. Na linha celular NB-4 e F36-P nao se

observam alteracdes na expressdo desta proteina (Figura 22- B e D).
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Figura 22 - Andlise do efeito do Batimastat nos niveis das proteinas ERK 1/2 e AKT
fosforiladas por western blot nas células HL-60, NB-4, F36-P e H929. As linhas celulares foram
incubadas na auséncia e na presenca de 5 pM de Batimastat durante 48h. No final deste periodo,
as células foram lisadas e preparadas como descrito na seccdo de materiais e métodos, recorrendo
a anticorpos especificos para as proteinas em estudo.
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Avaliacao da inibicdo de Metaloproteinases da Matriz como alvo terapéutico em Neoplasias
Hematolégicas

4.1 - Avaliacao do potencial terapéutico de um inibidor das
Metaloproteinases da Matriz em modelos in vitro de neoplasias

hematoldgicas

Apesar de existirem intmeras terapéuticas disponiveis para as diferentes
neoplasias hematolégicas, alguns doentes continuam a apresentar faléncia da
terapéutica aos tratamentos convencionais e recaidas, por exemplo, devido ao
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia. Assim, torna-se de elevada

importancia a exploracdo de novas édreas de intervengdo terapéutica nestas patologias.

Durante a hematopoiese normal, o microambiente medular é o principal
responsavel pela regulacdo de intimeros processos relacionados com as CEHs, tais
como a proliferacdo, diferenciacdo e migracdo celular. Os véarios componentes deste
microambiente cooperam entre si para que haja uma regulagao restrita destas células,
com participacdo das células do estroma medular, de citocinas e outros fatores de

crescimento e das proteinas da matriz extracelular.

Vérios estudos comprovaram ja a existéncia de MMPs no tecido normal da
medula 6ssea, principalmente de gelatinases (MMP-2 e MMP-9) nas células mieloides,
nos megacariocitos e nos eritroblastos, e de MMPs transmembranares em precursores
eritroides, mieloides e megacariociticos (Yu e Han, 2006). As MMPs apresentam
também algumas fungdes importantes neste ambiente. Por exemplo, sabe-se que estas
proteinas tém um papel fundamental na reconstituicdio da medula depois de
transplantes medulares. As MMPs estdo também envolvidas nos processos de
trombopoiese, visto serem produzidas e libertadas pelos megacaridcitos, estimulando

assim a libertacdo de plaquetas (Yu e Han, 2006).

Em suma, as MMPs tém um papel fundamental ao longo de todo o processo
hematopoiético ao modularem a proliferacdo, a diferenciacdo, a migracdo de células
estaminais ou progenitoras de diferentes linhagens, através da protedlise da matriz
extracelular e da libertacdo de citocinas e fatores de crescimento. As citocinas e os
factores de crescimento que estdo presentes na matriz extracelular e que sao
libertados/ativados pelas MMPs, estdo envolvidos em processos como a angiogénese,
a inflamacdo, o crescimento, a invasdo, a metastizacdo e a sobrevivéncia celular. Deste

modo, a mais pequena desregulacdo na producdo ou mesmo na atividade das MMPs
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pode contribuir para o desenvolvimento do cancro, em particular de neoplasias

hematolégicas.

Nos tltimos anos, as MMPs tém sido foco de inimeros grupos de investigacao,
estando ja bem definida a sua importancia no desenvolvimento cancerigeno bem como
possiveis marcadores moleculares nas mais variadas patologias, tanto neopldasicas
como nao-neoplésicas (Sbardella et al, 2012). Os inibidores das MMPs ja foram usados
em varios ensaios clinicos, tendo a maioria deles conseguido avangar até a terceira fase
(Coussens et al, 2002). No entanto, existem poucos estudos em que tenha sido
explorado o potencial terapéutico destas moléculas em neoplasias hematoldgicas. A
maioria dos doentes alvo nestes ensaios clinicos sdo doentes com cancro do pancreas
ou com cancro do pulmdo de ndo-pequenas células, e os farmacos que chegaram as
fases mais avancadas sdo fadrmacos com alvos mais especificos, como é o caso do
prinomastat e do tanomastat que sdo inibidores especificos das gelatinases (MMP-2 e

MMP-9), sendo pouco eficientes nas outras MMPs.

Neste estudo foi usado o Batimastat, um inibidor peptidomimético das MMPs,
que possui um largo espectro de agdo, ao ser capaz de inibir um elevado nimero de
MMPs. O Batimastat foi introduzido em ensaios clinicos em 1996, por Wojtowicz-Praga
e colaboradores, e um ano depois, Parsons e colegas concluiram que o Batimastat pode
ser bastante ttil a controlar a ascite neoplésica. Estes estudos foram continuados em
1998, por Beattie e Smyth, os quais reforcaram a utilizacdo do Batimastat no tratamento
desta patologia. Mais tarde, em 2001, Kriiger e colegas verificaram alguns efeitos
secundarios a nivel hepatico devido ao uso de Batimastat, sendo necessdrio mais

estudos para que este faArmaco possa ser usado no tratamento de doentes oncolégicos.

Existem varias linhas celulares como modelos de varias neoplasias
hematolégicas, no entanto, neste estudo foram usadas quatro linhas representativas de
trés neoplasias hematologicas: as linhas de Leucemia Promielocitica Aguda, HL-60 e
NB-4, sem e com a translocacdo PML-RARa, respetivamente, a linha de Sindrome

Mielodisplasica, F36-P, e a linha de Mieloma Multiplo, H929.

A maioria dos estudos in vitro com este farmaco sdo realizados em linhas
celulares de tumores sélidos, e uma grande parte deles avalia a influéncia do
Batimastat na proliferacdo e na migracdo celular. Os estudos realizados nas mais

variadas patologias demonstraram que este fdrmaco possui efeitos citostaticos (Watson
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et al, 1995; Low et al, 1996; Jimenez et al, 2000; Darmoul et al, 2004, Mucha et al, 2007),
sendo que poucos indicaram os seus efeitos citotoxicos. Jimenez e os seus
colaboradores (2000) explicaram que os resultados de citotoxicidade com este farmaco
ndo se deve a uma toxicidade celular direta, pois os inibidores das MMPs afetam
apenas a capacidade das células mudarem a matriz extracelular para facilitar a invasao
e o crescimento (Jimenez et al, 2000). Zang e colaboradores (2000) publicaram um dos
poucos estudos com modelos de neoplasias hematolégicas, no entanto este estudo

estava mais direcionado para capacidade de migracdo celular (Zang et al, 2000).

Os resultados do presente estudo indicam que o Batimastat induz um efeito
citotéxico e citostatico em células de neoplasias hematolégicas. No entanto, o efeito
observado é dependente do tipo de linha celular. As linhas celulares que se mostraram
mais sensiveis ao farmaco foram as que representam a Leucemia Promielocitica Aguda,
as células as NB-4 e HL-60, visto serem as que necessitam de menor quantidade de
farmaco para induzir 50% de morte celular (ICsp). A linha celular F36-P apresenta um
comportamento semelhante & HL-60, sendo necessaria uma dose ligeiramente superior
de farmaco as 48h de incubacdo para induzir 50% de morte celular. A linha celular
H929 é aquela em que o efeito do farmaco é obtido mais tardiamente, sendo o ICso
atingido apenas ap6s 72h de incubagdo com uma concentragao entre os 7,5 e os 10 uM.
A partir das 72h de incubagao é possivel observar-se uma ligeira reversao do efeito nas
doses mais elevadas, sugerindo a eventual necessidade de reforco da dose
administrada. Além do efeito citotoxico, o Batimastat possui um efeito antiproliferativo
(citostatico), sendo as linhas F36-P e H929, aquelas em que o efeito é mais acentuado
quando comparado com o controlo. Estes resultados foram confirmados pela anélise
do ciclo celular, tendo-se verificado um bloqueio na fase Go/G: e/ou na fase S,

dependendo da linha celular

Tendo em conta os resultados do presente trabalho, pode-se verificar que o
farmaco tem um comportamento diferente em diferentes modelos de tumores
hematolégicos, sendo dependente de fatores como o tempo de incubagdo, a dose
administrada e a linha celular. Dentro de linhas celulares do mesmo modelo neoplésico
verificam-se algumas diferencas, o que se pode dever a presenca ou nao da proteina de
fusao PML-RARo, sendo que a presencga desta proteina parece tornar as células mais
sensiveis ao farmaco. A linhagem afetada pela doenca parece ser um fator também

importante na sensibilidade ao Batimastat, sendo a linhagem mieloide a mais sensivel,
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representada nas células HL-60, NB-4 e F36-P. O tinico modelo representativo de uma

patologia linfoide, as células H929, foi o que revelou ser o menos sensivel ao farmaco.

Além do efeito do Batismat em toma tinica, fomos verificar se a administracido de
doses inferiores do fdrmaco de uma forma fracionada potencia o seu efeito. Existem
estudos que indicam que o uso de um esquema terapéutico de compostos anti-
tumorais em administracdo fracionada pode induzir aumento do efeito dos mesmos
(Sarmento-Ribeiro, 2000; Gongalves, 2008). Este modo de administracdo do farmaco
revelou-se mais eficaz em reduzir a viabilidade e a proliferacdo celular, apesar de
serem utilizando doses mais baixas do que quando administrado em toma tnica, na
qual se utiliza concentragdes mais elevadas. Este efeito é dependente da dose e da linha
celular, sendo mais uma vez a linha celular NB-4 a mais sensivel, seguida da F36-P. A
utilizacdo deste esquema terapéutico, ao utilizar menor concentracdo do farmaco,

podera reduzir os problemas de toxicidade relacionada com a dose.

Os nossos resultados mostram também que o Batimastat induz morte celular
predominantemente por apoptose, confirmada pela morfologia celular e por citometria
de fluxo, assim como pelo aparecimento de um pico pré-G: na andlise do ciclo celular,
e que o aumento da dose correlaciona-se com o aumento da morte celular por
apoptose. Este aumento é acompanhado por aumento da ativacdo de caspases, o que
explica este tipo de morte celular. Os resultados sdao consistentes nas quatro linhas
celulares, concordando com a maioria da literatura, apesar de existirem alguns
trabalhos que reportam morte celular por necrose, como descrito por Jimenez e colegas

(2000) num modelo de cancro pancreéatico.

Burke e colegas, em 1997, verificaram que a associacao terapéutica de Batimastat
com Interferdo-y induz bloqueio do ciclo celular e apoptose em células de cancro do
ovério. Este estudo serviu como base para estudos posteriores, como foi o caso de Erba
(1999) e Daniel e colaboradores (2001). Estes autores utilizando outros inibidores das
MMPs em células do cancro do ovério e mesangiais glomerulares verificaram que estes
induziam o mesmo efeito que o observado no nosso estudo. No entanto, os
mecanismos celulares ativados observados por Daniel em 2001, eram diferentes dos
observados por Erba em 1999. Erba verificou que as células de cancro do ovario nao
tinham a proteina p53, o que implica um bloqueio no ciclo celular independente desta
proteina. Porém, Daniel verificou que o bloqueio no ciclo celular nas células

mesangiais se devia a inducdo do p53. Outro estudo conduzido por Mucha em 2007,
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revelou que o uso do Batimastat em ratos com adenomas da pituitaria também induz

morte celular por apoptose.

O papel do Batimastat na apoptose nao se encontra bem definido na literatura,
pois os resultados divergem consoante as condicdes experimentais. No entanto, esta
confirmado que na maioria dos tumores torna-se mais importante inibir a proliferacao
celular do que aumentar a taxa de células em apoptose, tendo o Batimastat essa

capacidade, como ja acima indicado.

A avaliagdo da progressao no ciclo celular permite concluir que o bloqueio no
ciclo celular induzido pelo Batimastat estd dependente da patologia e das
caracteristicas genéticas. Os resultados indicam que o farmaco induz bloqueio na fase
Go/G1 do ciclo celular nas linhas HL-60 e H929, na fase S na linha NB-4 e, apesar de

nao se confirmar estatisticamente, bloqueio na fase G2/M na linha F36-P.

Vérios grupos de trabalho (Burke et al, 1997; Erba et al, 1999) investigaram o
papel do Batimastat no ciclo celular, verificando que normalmente existe bloqueio na
fase Go/G1, em células de cancro do ovario (Burke et al, 1997; Erba et al, 1999). Também
foi avaliado o efeito de outros inibidores das MMPs na progressao do ciclo celular, com
conclusdes semelhantes. Por exemplo, Daniel e colaboradores, em 2001, observaram
bloqueio na fase Go/Gi em células mesangiais glomerulares. Assim, os efeitos do
Batimastat observados neste trabalho nas linhas celulares HL-60 e H929 encontram-se

de acordo com o que estd descrito na literatura.

A diferenga observada nas linhas celulares modelos de Leucemia Promielocitica
Aguda (HL-60 e NB-4) pode ser justificada pela presenca da transloca¢do na linha NB-4
e da proteina de fusdo dai resultante, carateristica da doenca, a proteina PML-RARa.
Esta descrito que uma das propriedades desta proteina de fusdo é a interagdo com os
alvos da proteina PML, quando esta se encontra funcional (Puccetti e Ruthardt, 2004).
Um destes alvos é a proteina p53 que tem fungdes importantes no controlo do ciclo
celular, na transicdo de G; para a fase S, por ativagdo da proteina p21, no controlo da
apoptose e na reparagdo do ADN (Novak et al, 2002). Na presenca da proteina de fusao
PML-RARa, a p53 é capturada o que torna a célula protegida da apoptose e permite a
progressao do ciclo celular (Puccetti e Ruthardt, 2004). A administragdo de Batimastat

podera alterar este tipo de ligagdo da PML-RARa com a p53, induzindo bloqueio das
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células na fase S do ciclo celular e inducdo de apoptose. No entanto, para confirmar

esta hipo6tese serdo necessarios estudos posteriores.

Os resultados obtidos da andlise do ciclo celular na linha celular F36-P sao
contraditérios relativamente ao descrito na literatura. Em 2001, Kawasaki juntamente
com a sua equipa, observaram na linha celular F36-P aumento da expressdao da
proteina STK15 na fase G2/M do ciclo celular, (Kawasaki et al, 2001). Esta proteina esta
envolvida na entrada mitética, na separagdo dos centriolos e no alinhamento dos
cromossomas na metafase, sendo por isso um importante regulador do ciclo celular. A
elevada expressao desta proteina encontra-se associada a vérios tumores (cancro da
mama, carcinoma hepatocelular, carcinoma das células escamosas do eséfago, cancro
pancreatico) e em muitos deles estd a ser estudada a possibilidade de ser um alvo
terapéutico (Kollareddy et al, 2008). Gao e seus colaboradores verificaram em 2008, que
ao inibirem a STK15 induziam bloqueio do ciclo celular em fase G2/M nas células de
carcinoma hepatocelular, bem como a entrada na apoptose, diminuindo assim a
proliferacgao celular (Gao at al, 2008). Tendo em conta os estudos de Wang em 2012, que
indicam uma relacdo entre a expressiao de STK15 e de MMP-2 (Wang et al, 2012), a
administracdo de Batimastat nesta linha celular pode estar a induzir bloqueio em fase
Gz2/M por inibicao da proteina STK15. No entanto, mais uma vez, seriam necessarios
estudos posteriores para confirmar esta hipdtese, nomeadamente a avaliagdo dos niveis

de STK15 nas células F36-P antes e apds a incubacdo com Batimastat.

4.2 - Avaliacio do efeito do Batimastat na atividade das

Metaloproteinases da Matriz

De forma a confirmar a atividade inibitéria das MMPs pelo Batimastat, fomos
realizar um ensaio zimogréfico, cujo objetivo foi observar a atividade das gelatinases

(MMP-2 e MMP-9) num gel de acrilamida suplementado com gelatina.

Os resultados deste trabalho indicam que as quatro linhas celulares expressam
gelatinases, sendo a intensidade das bandas concordantes com os resultados obtidos da
expressao basal de MMPs Os estudos de citometria de fluxo mostram que as células da
linha F36-P sdo as que expressam maiores quantidades de MMPs, enquanto as células
da linha H929 sao as que expressam menores quantidades de MMPs, o que podera

contribuir para a diferenca de sensibilidade destas linhas ao Batimastat. Além disso,
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apés a administracdo de Batimastat observou-se diminuicdo da atividade das
gelatinases, sendo esta diminuicdo proporcional a dose administrada. Estes resultados
estdo de acordo com o que estad ja descrito na literatura, como é o caso do estudo
conduzido por Low e os seus colaboradores, em 1996, que observaram o efeito
inibitério do Batimastat em células de cancro da mama (Low et al, 1996). De igual
modo, Zang e os seus colaboradores, em 2000, observaram também um bloqueio da

atividade gelatinolitica nas células NB-4 induzido pelo Batimastat (Zang et al, 2000).

4.3 - Avaliacao do efeito do Batimastat na regulacao de proteinas

intracelulares

A via das MAPK e da PI3K sao duas vias de sinalizacdo celular com um papel
fundamental no controlo de processos celulares como o crescimento, a proliferacdo e a
migragdo celular, exercendo também controlo na transcricdo, na traducdo e na
progressdao do ciclo celular. Assim, fomos avaliar se o efeito antiproliferativo e/ou
citéxico estava relacionado com o efeito do Batimastat nestas vias de sinalizacdo. Para

tal, foram avaliadas a expressao e a ativagdo de duas proteinas envolvidas nesta via, a

ERK 1/2 e a AKT.

Sabe-se que existem intimeras formas da via das MAPK ser ativada, entre elas
através da ativagado de recetores de tirosina cinases, recetores acopolados a proteinas G,
ou simplesmente por citocinas, fatores de crescimento ou producao de espécies reativas
de oxigénio (Cargnello e Roux, 2011). Uma das vias que estd melhor descrita na
literatura é a via que envolve a ativacdao do fator de crescimento epidermal (EGFR).
Varios estudos realizados com o Batimastat indicam que as MMPs, ao serem inibidas
pelo farmaco, ndo libertam o fator de crescimento necessério a ativagdo do recetor, nao
ocorrendo a ativagdo da via das MAPK (Dong et al, 1999; Prenzel et al, 2001; O-
Charoenrat et al, 2002; Langlois, 2007). Os resultados deste trabalho demonstraram que
a administracdo do Batimastat induz aumento da proteina no seu estado fosforilado
nas linhas celulares HL-60 e F36-P, ndo se observando diferencas significativas nas
linhas celulares NB-4 e H929. Estes dados indicam-nos que, possivelmente, as MMPs
nao estdo diretamente envolvidas nas vias de ativacdo da ERK nas linhas celulares NB-
4 e H929, pois nao ha qualquer alteracdo quando se administra o Batimastat. Por outro

lado, as linhas HL-60 e F36-P parecem possuir um mecanismo de ativacdo da via em
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resposta ao inibidor das MMPs independente destas, tendo em conta o aumento da

proteina fosforilada quando se compara as células tratadas com as células controlo.

No entanto, a morte celular por apoptose nestas linhas celulares pode ser
explicada pela ativagdo desta proteina, tendo em conta que a ativagdo da via de
sinalizacdo RAS/RAF/ERK foi ja associada a este processo (Cagnol e Chambard, 2010).
Alguns estudos mostram que a ativacdo da ERK estava associada a marcadores
classicos da apoptose, como é o caso da ativacdo da caspase-3 e da PARP (do inglés,
Poly (ADP-ribose) Polymerase), e que, dependendo do tipo celular e da lesdo, ocorria
uma ativacado da via intrinseca da apoptose, mediada pela ativacao da caspase-9, ou da
via extrinseca, mediada pela ativacdo da caspase-8. A ativagdo desta via pode também
promover um aumento dos recetores de morte a superficie celular, ou por outro lado,
pode afetar a estabilidade mitocondrial, conduzindo a libertacdo do citocromo-c e,

consequentemente a apoptose. A atividade da ERK pode também mediar a sobre

regulacdo da proteina p53 (Cagnol e Chambard, 2010).

Apesar da via mais conhecida de ativagdo da AKT ser através dos recetores de
tirosinas cinases, pela PI3K, também neste caso existem vérias formas da AKT ser
ativada. Um estudo numa linha celular de cancro da mama, conduzido por Formigué
em 2003, demonstrou que o uso do Batimastat originava diminuicdo da fosforilagdo da
AKT (Formigué et al, 2003). No entanto, a equipa de Takino em 2006, verificou que a
administracdo de Batimastat induzia a ativacdo da AKT, em células de fibrossarcoma
(Takino et al, 2008). Em 2009, Singh e colegas verificaram que a administracdo de um
inibidor das MMPs em células de cancro da pele conduzia a ativacao da via da PI3K,
com subsequente ativacdo da AKT (Singh et al, 2009). Mais tarde, Lu e os seus
colaboradores, em 2011, verificaram o mesmo efeito, mas neste caso com um inibidor
natural das MMPs, o TIMP-1 em fibroblastos (Lu et al, 2011). Tendo em conta estes
trabalhos, a literatura indica que no caso da AKT, a administracdo de Batimastat pode
ter diferentes efeitos na sua ativagdo, o que vai ao encontro dos resultados obtidos
neste trabalho. Os nossos resultados mostram que quando se administra Batimastat os
niveis desta proteina no seu estado fosforilado aumentam na linha celular HL-60,
diminuem na linha celular H929 e mantém-se constantes nas linhas celulares NB-4 e

F36-P, quando comparado com a condigao controlo.

Foi demonstrado que tanto a ativacdo, como a inibi¢do da AKT, podem conduzir

ao processo de morte celular programada. Em 2003, Luo e colegas observaram que a
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desativacdo da AKT se encontrava associada a morte celular, quer de forma
dependente ou independente de caspases. Estes autores observaram que a AKT
quando ativa possuia um efeito protetor dos efeitos citotoxicos que as células poderiam
sofrer, ao fosforilar proteinas envolvidas no processo de morte celular, como é o caso
da BAD, da MDM2 e da NF-xB. A utilizacdo de agentes que promovam o stress celular
podem desativar a AKT, eliminando este efeito protetor (Luo et al, 2003). Por outro
lado, em 2011, Kuznetsov e colegas, observaram em linhas celulares de Leucemia
Linfoblastica Aguda que a sobrerregulacdo da AKT conduzia ao stress do reticulo
endoplasmaético, e consequentemente a morte celular. Esta equipa concluiu também
que as diferencas entre o efeito pro-apoptético e a manutencdo da sobrevivéncia
originada por esta proteina poderia estar dependente do momento do contexto de
sinalizacdo celular em que a célula se encontrava no momento da lesdo induzida pelo
farmaco (Kuznetsov et al, 2011). Estas constatacdes podem explicar como é que os
diferentes resultados obtidos nas varias linhas celulares conduzem ao mesmo efeito de

morte celular.
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De seguida apresentam-se as principais conclusdes obtidas apds a analise deste
trabalho que se focou no potencial das Metaloproteinases da Matriz como novo alvo

terapéutico em neoplasias hematoldgicas.

v" A administracdo do Batimastat, um inibidor das MMPs, em modelos in
vitro de neoplasias hematoldgicas induz efeito citotéxico, bem como efeito
citostatico, dependente da linha celular, das alteragdes genéticas, do tempo de
exposi¢do ao farmaco e da dose administrada.

v' A utilizacdo de um esquema terapéutico em administracdo fracionada
parece ser mais vantajoso, visto que este tipo de administracdo diminui a
viabilidade e a proliferacao de forma mais eficiente quando comparado com a
administracdo tnica. Para além disto, ao serem administradas doses mais baixas
poder-se-a diminuir os potenciais efeitos téxicos secundérios induzidos por
doses elevadas de farmaco.

v" A inibigdo das MMPs origina ativagdo da morte celular programada,
apoptose, dependente da ativacdo de caspases em todas as linhas celulares,
sendo este processo também dependente da dose administrada.

v' A progressao no ciclo celular é também afetada com este tipo de
farmacos ao ser observado um bloqueio em todas as linhas celulares,
confirmando o efeito citostatico do Batimastat. No entanto, este bloqueio pode
ocorrer em diferentes fases do ciclo celular, sendo dependente da linha celular e
da dose administrada.

v" A administrac¢do do inibidor das MMPs bloqueia efetivamente a
atividade gelatinolitica das enzimas, sendo este bloqueio dependente da linha
celular e da dose administrada. No entanto este ndo é o tinico mecanismo de aciao
deste composto.

v Asvias de sinalizagdo celular RAS/MAPK e PI3K/mTOR que controlam
a maioria dos processos na célula, como a proliferacao celular, o crescimento, a
migracdo, o controlo do ciclo e da morte celular sdo afetadas por este farmaco,

apesar deste efeito estar dependente da linha celular.

Em conclusdo, os resultados apresentados neste trabalho sugerem que o
Batimastat podera constituir uma potencial nova abordagem terapéutica no tratamento
de neoplasias hematolégicas. Apesar da eficacia terapéutica estar dependente do tipo

celular, das carateristicas genéticas da neoplasia e do esquema terapéutico usado, este
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Conclusao

estudo atribui as MMPs uma importancia como potencial alvo terapéutico até agora

pouco considerado no tratamento de neoplasias hematolégicas.
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