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Abstract

Breast cancer remains a public health issue on a global scale, and there is an important
general trend to increase more specific interventions to obtain efficacious treatment,
with less toxic side effects. Estrogens are pivotal in the growth and development of
normal and neoplastic mammary tissue, and mediate their action via the estrogen
receptors (ER). Based on this knowledge there are several therapeutic approaches to
block estrogen actions: use of estrogen receptor modulators (SERMs), like tamoxifen,
and estrogen receptor downregulators (SERDs), such as fulvestrant, which directly
target estrogen receptors; or use of aromatase inhibitors (Als). Aromatase is responsible
for the final step of estrogen biosynthesis, and its inhibition has been considered as an
important target in the treatment of estrogen-dependent breast cancer. In fact, the use of
synthetic Als has shown to be an effective alternative to the classical treatment with
tamoxifen, for post-menopausal women with ER-positive breast cancer. Exemestane is
a potent third-generation steroidal aromatase inhibitor used in cancer therapy. However,
its mechanism of action as Al in cells is not totally understood neither is the eventual
development of resistance in some patients. This work allowed the study of the in vitro
effects of exemestane, in cell viability and proliferation, cell cycle progression, and
induction of cell death in an ER-positive aromatase-overexpressing breast cancer cell
line (MCF-7aro). This compound causes a reduction in cell viability and has the ability
to inhibit the proliferative action of testosterone in MCF-7aro cells in a dose- and time-
dependent manner which was accompanied by induction of cell cycle arrest in GO/G1
phase. In addition to morphological alterations, such as membrane blebbing, and
condensation and fragmentation of chromatin, exemestane induced increased binding of
annexin V to MCF-7aro cells suggesting that the decrease in cell viability may be also
explained by cell death possibly by apoptosis. The results suggest that MCF-7aro could
be used as an in vitro model of aromatase- driven breast cancer for evaluation of
growth-inhibitory effects of compounds used in hormonal therapy and may help in the
elucidation of the mechanisms of interaction of Als with cancer cells in breast cancer

tissue, allowing the finding of more potent and selective endocrine therapies.

Keywords: breast cancer, MCF-7aro cell line, estrogen-receptors, aromatase inhibitors,
cell proliferation, cell death, apoptosis.



Resumo

O cancro da mama ¢ uma questdo de saude publica a uma escala global sendo
necessario cada vez mais, tratamentos eficazes e com menor toxicidade. Os estrogénios
possuem um papel importante no crescimento dos tecidos normal e neoplésico
mamario, sendo a sua ac¢cdo mediada através dos receptores de estrogénio (RE). Assim,
existem varias abordagens terapéuticas de bloqueio dos seus efeitos: uso de
modeladores selectivos dos receptores de estrogénio (SERMs) como o tamoxifeno e
inactivadores (SERDs) como o fulvestran, que actuam directamente a nivel dos RE, e de
compostos inibidores da aromatase (IAs). A aromatase, ¢ responsavel pelo passo final
da biossintese do estrogénio, e a sua inibi¢do tem sido considerada um alvo terapéutico
importante no cancro da mama estrogénio-dependente. De facto, o uso de IAs
demonstrou ser uma alternativa eficaz ao tratamento cldssico com o tamoxifeno para
mulheres pds-menopdusicas com cancro da mama RE-positivo. O exemestano ¢ um
potente inibidor da aromatase de terceira generagdao usado na terapia. No entanto, os
mecanismos de ac¢do dos IAs a nivel celular ndo estdo totalmente esclarecidos nem os
porqués da ocorréncia de resisténcias ao tratamento. Este trabalho permitiu avaliar os
efeitos in vitro do exemestano a nivel da viabilidade, proliferacao celular, e indugdo de
morte numa linha celular de cancro da mama contendo receptores de estrogénio e que
expressa niveis elevados de aromatase (MCF-7aro). Este composto provoca uma
redu¢do da viabilidade e uma inibi¢@o da proliferacdo celular induzida pela testosterona,
de modo dependente da dose e do tempo de exposicao com retengao do ciclo celular na
fase GO/G1. Para além de alteracdes morfoldgicas tais como blebs de membrana,
condensac¢do e fragmentagdo de cromatina induz um aumento na ligacdo da Anexina V
as células sugerindo também morte celular, possivelmente por apoptose.

Os resultados deste trabalho indicam que a linha celular MCF-7aro podera ser usada
como modelo de estudo dos efeitos in vitro de compostos usados na terapia enddcrina e
contribuir para a elucidagdo dos mecanismos de interaccdo dos IAs com as células

cancerigenas e descoberta de novas terapias enddcrinas mais potentes e selectivas.

Palavras-chave: cancro da mama, linha celular MCF-7aro, inibidores da aromatase,
proliferagdo celular, morte celular, apoptose.
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Capitulo 1. Introducio



1.1. - Incidéncia do cancro da mama estrogénio — dependente e factores de risco

O cancro da mama ¢ uma das doengas com maior impacto na nossa sociedade, nao
sO por ser muito frequente, e associado a uma imagem de gravidade, mas também
porque envolve um 6rgdo cheio de simbolismo na maternidade e na feminilidade. Na
Europa, estimativas de 2004 indicavam o aparecimento de 371 000 novos casos € a
morte de 129 900 mulheres (Boyle & Ferlay, 2005). Em Portugal, anualmente sao
detectados 4 500 novos casos de cancro da mama, e cerca de 1 500 mortes (Bastos et al,
2007). Nos ultimos anos, contudo, tem-se observado uma tendéncia para um decréscimo
nas percentagens de mortalidade do cancro da mama em paises desenvolvidos. Este
facto surge do resultado combinado de uma melhor educacdo, do aumento e divulgacao
de programas de screening e da aplicagao de terapias mais selectivas e eficazes.

Virios factores contribuem para aumentar o risco de aparecimento do cancro da
mama (Tabela 1). Para além do sexo, a idade e os factores hereditarios/genéticos
revelam-se como factores de predisposicao relevantes nesta area. De facto, nos anos 90,
Hall et al, descobriram que o cancro da mama de origem hereditaria estava associado a
uma mutac¢ao num dos genes localizados no cromossoma /7¢g21 (Hall et al., 1990). Esta
descoberta iniciou uma nova procura que culminou na identificagdo de 2 genes
principais associados ao cancro da mama hereditario, o brest cancer 1 (BRCAI) e o
breast cancer 2 (BRCA2). Estes genes sdo responsaveis por manter o curso adequado do
ciclo celular, pela reparacdo de erros introduzidos no ADN, sendo também parte
integrante do processo de diferenciag@o celular. Embora as estruturas e localizagdes de
ambos os genes defiram, aparentemente as suas fungdes sao as mesmas pois 0s seus
transcritos estdo envolvidos nos mesmos processos.

Outros factores associados a prevaléncia do cancro da mama sao os estimulos
ambientais, o tabagismo e alcoolismo, bem como as praticas de amamentagdo em paises
desenvolvidos e 0 uso de terapias de substituicdo hormonal.

Contrariamente, a manuten¢do de um estilo de vida saudavel, com a pratica regular
de exercicio fisico e a manutencao de um peso corporal estavel associado a uma dieta
equilibrada, bem como a gravidez encontram-se associados a uma baixa incidéncia de

cancro da mama (Collaborative Group on Hormonal Factors in Brest Cancer, 2002).



Embora os cuidados com os pacientes portadores de cancro da mama seja uma area
multidisciplinar, ¢ importante aumentar os alvos de intervengdo em todas as

especialidades de forma a se obter um tratamento eficaz com menos efeitos citotdoxicos

para os 6rgaos e tecidos.

Idade
Localizacao Geografica
Densidade da mama

Idade de menarca
Idade da menopausa
Idade da primeira gravidez

Historial familiar

Antecedentes de tumores de mama
benignos

Cancro na outra mama
Grupo socioeconémico

Index de massa corporal (IMC)
Pré-menopausa
Po6s-menopausa

Consumo de alcool

Exposicio a radiacio

Amamentac¢ao e paridade

Utilizacdo de hormonas exdgenas
Contraceptivos orais
Terapia de substituicio hormonal

Risco Relativo
>10
5
>5

0.7

1.07

O risco relativo decresce
para os 4-3% para os 12
meses de amamentagao,
em adi¢do a uma redugao
de 7% por cada
nascimento

1.2
1.66

Alto Risco

Individuos com uma certa idade
Paises desenvolvidos

Tecido mamario extensivamente
denso, visivel em mamografias

Antes dos 11 anos
Depois dos 54 anos
Primeiro filho depois dos 40
anos

Cancro da mama em primeiro
grau relativo

Hiperplasia atipica

Antecedente de cancro da mama

Grupos de baixo e alto status
socioecondomico

Elevado IMC
Elevado IMC
Aumento de 7% por cada bebida
diaria
Exposi¢do anormal em raparigas
depois dos 10 anos
Mulheres que ndo amamentam

Utilizadores correntes
Utilizadores correntes

Tabela 1. Factores de risco para o cancro da mama (retirado de Veronesi et

al, 2005).



1.2. - Importancia do estrogénio no cancro da mama estrogénio-dependente

Os estrogénios estdo envolvidos em numerosos processos fisiologicos e, sendo
primariamente reconhecidos como a hormona sexual feminina encontram-se envolvidos
no desenvolvimento e manutenc¢ao dos 6rgdos sexuais femininos, no ciclo reprodutivo e
reproducdo, mas também participam em fungdes neuroenddcrinas, metabolismo normal
dos ossos e lipidos. No ambito do cancro de mama, o papel do estrogénio ja se encontra
bem estabelecido. Sabe-se que o estrogénio estd associado a indugdo da proliferacao
celular no tecido glandular da mama, podendo assim, actuar quer na iniciagdo quer na
promog¢do do cancro da mama estrogénio-dependente. O estrogénio também pode ser
metabolizado em compostos genotoxicos que podem contribuir para o processo
carcinogenético.

Os estrogénios, tal como outras hormonas esterdides, sdo sintetizados a partir do
colesterol numa sequéncia de transformagdes quimicas que culminam na conversdo de
androstenediona e testosterona a estrona (E;) e 17B-estradiol (E;) através da enzima
aromatase (Figura 1). Um factor chave na incidéncia desta doenca parece ser a
quantidade de percursores esterdides (C9) disponiveis para a reaccdo de aromatizagdo
em locais extragonodais (Labrie er al., 1997). Em mulheres pds-menopdausicas a
principal fonte de producdo de esterdides Ci9 ¢ o cortex adrenal, originando-se assim, a
androstenediona, dihidroepiandrostenona (DHEA) e dihidroepiandrostenona-sulfato
(DHEAS). As hormonas DHEA e DHEAS estdo presentes na circulagdo em
concentragdes bastante superiores aquelas encontradas para as hormonas sexuais
esterdides activas, formando por isso, um grande reservatorio de percursores que estao

disponiveis para a conversao em estrogénio em numerosos locais periféricos.
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Figura 1. Biossintese de hormonas sexuais esteroides.

Os niveis de estrogénio presentes na circulacdo sdo bastante mais baixos em
mulheres pos-menopdausicas ¢ homens do que em mulheres pré-menopausicas e
gravidas. No entanto, as células cancerigenas da mama em mulheres p6s-menopausicas
podem ser estimuladas por estrogénio proveniente de duas fontes. Por um lado do
estrogénio que surge da actividade aromatasica, e por outro do aumento das
concentragdes locais do estrogénio, produzido como resultado da sobre-expressdo da
aromatase no tecido tumoral. Desta forma, o efeito estrogénico no desenvolvimento e
manuten¢do do cancro da mama, pode surgir do resultado combinado de uma ac¢ao

paracrina ou autocrina (Chen, 1998).

1.3. - Receptores de estrogénio e vias de sinalizacio celular

Os efeitos fisioldgicos do estrogénio na promog¢ao do cancro da mama sao
principalmente mediados pela interaccdo entre o estrogénio e 0s seus receptores
nucleares especificos (Green., 1990), o receptor de estrogénio a (RE-a) e o receptor de
estrogénio B (RE-B) (Weigel & Roman, 2001). Estes receptores pertencem a uma
familia de factores de transcri¢ao regulados pelos seus ligandos (Osborne et al, 2001).
Embora representem transcritos de diferentes genes, ERS! (RE-a) e ERS2 (RE-B)
(Mosselman et al, 1996), possuem alguma similaridade estrutural, apresentando 59% de

homologia em aminodcidos, a nivel do dominio de ligagdo ao ligando. Contudo



sofreram alguma divergéncia evolutiva, sugerindo assim, uma diferenciacdo dos RE-a e
RE-B em termos de actuacdo. Embora ambas as isoformas do receptor de estrogénio
sejam expressas na glandula mamaria normal, o RE-a desempenha um papel critico no
seu desenvolvimento (Bocchinfuso & Korach, 1997), sendo que a sua expressao ¢
bastante amplificada em lesdes mamadrias hiperproliferativas e em muitos cancros da
mama. A forma de actuacdo do RE-f ainda ndo esta totalmente esclarecida devido a sua
recente descoberta. No entanto, t€ém surgido evidéncias no sentido da atribuigdo de um
papel supressor tumoral contrastando com a ac¢do da isoforma o (Skliris et al, 2003).
Recentemente, Chen et al (2009), sugeriram um mecanismo molecular que medeia a
funcdo do RE-B; como supressor de células cancerigenas da mama, através da
interac¢ao com a proteina Id1.

Conhecem-se dois mecanismos de sinalizagdo mediada pelo estrogénio, a via
gendémica e a via ndo-genomica (Figura 2). A sinalizacdo gendomica mediada pelos RE,
também denominada de nuclear iniciated steroid signaling (NISS), ¢ assim iniciada
quando se estabelece a ligagcdo do estrogénio ao seu receptor. Consequentemente ocorre
a fosforilag¢ao, dimerizacao e recrutamento de proteinas co-activadoras para o complexo
estrogénio-receptor. Esta activagdo também pode ser conduzida por vérias cinases, num
processo denominado — activagdo independente do ligando (Osborne ef al, 2001). Este
complexo entdo interage com sequéncias especificas — estrogen response elements
(ERE) — presentes na regido promotora dos genes, que conjuntamente com proteinas co-
reguladoras influenciam a transcri¢do de genes de resposta ao estrogénio (McKenna et
al, 1998) importantes na regulacao da funcdo celular, crescimento e diferenciagdo e que
conduzem ao crescimento e progressao do cancro da mama (Osborne et al, 2001).

Alternativamente, os RE podem influenciar a transcricio de genes que ndo
possuam a sequéncia ERE, sendo regulados por outros factores de transcri¢ao que se
ligam a sequéncias reguladoras de DNA alternativas.

Durante o processo de sinalizagdo mediado pelo estrogénio, a co-activagdo ou a co-
repressao de genes relacionados com a apoptose ou inibi¢do do ciclo celular, pode
explicar os efeitos da terapia hormonal como também pode contribuir para algumas
formas de resisténcia como as observadas para o caso do fAirmaco tamoxifeno.

A via de sinaliza¢do intracelular também pode ser activada por um pool de
receptores de estrogénio presentes no citoplasma ou na membrana plasmatica, iniciando
uma sinalizacao celular bastante mais rapida. Este modo, ndo gendmico, de actuacao

dos receptores de estrogénio ¢ também conhecido como membrane-initiated steroid



signaling (MISS) (Nemere et al, 2003) (Figura 2). A activagdo destes receptores
induzida por fosforilagdo, resulta na activagdo de receptores de factores de crescimento
(receptor I do factor de crescimento tipo insulina - IGF-IR; receptor factor de
crescimento epidermal — EGFR; receptor tipo-2 do factor de crescimento epidérmico -
HER?2) (Kahlert et al, 2000; Ranzandi et al, 2003). Este “cross-talk” entre os RE e as
vias de receptores de factores de crescimento ajudam a manter activa a via de
sinalizagdo que permite a sobrevivéncia das células cancerigenas da mama (Shou et al,
2004).

A compreensdo da biologia dos RE revelou complexas interac¢cdes com outras vias
de transducao de sinal. Torna-se assim critico avaliar outras caracteristicas moleculares
do tumor para além dos RE, no que respeita a escolha de uma terapia enddcrina para

pacientes com cancro da mama.
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Figura 2. Vias de sinalizagdo genémica e nao genémica mediadas pelos receptores de
estrogénio (retirado de Zilli et al, 2008).



1.4. - Importancia da enzima aromatase no cancro da mama

A aromatase humana, produto do gene CYPI9A41 localizado no cromossoma
15g21.1, apresenta uma cadeia polipeptidica de 503 aminodacidos, e ¢ constituida por um
complexo de duas proteinas, a citocromo P450 aromatase e a NADPH citocromo P450
reductase.

Esta enzima torna-se uma pega chave na regulagdo do cancro da mama, pois
encontra-se envolvida no ultimo passo da biossintese do estrogénio. A aromatizagdo da
androstenediona, o substrato preferencial da aromatase, processa-se em trés passos de
oxidagdes sucessivas, requerendo trés moles de NADPH e trés moles de oxigénio na
conversao de uma mole de substrato numa mole de estrogénio (Thompson et al, 1974).

Este ultimo passo na biossintese do estrogénio ocorre nos ovarios de mulheres pré-
menopausicas. Em mulheres poés-menopausicas, a sintese de estrogénio ocorre
principalmente em tecidos periféricos como o figado, a pele, o musculo e tecido adiposo
(Hemsell et al, 1974; Ackerman et al, 1981; Miller et al, 1990), uma vez que a fungao
do ovario e o controlo hipofisario de producao de estrogénio j& cessaram. Assim, esta
expressdo da aromatase ¢ activada por uma regido promotora similar, embora os
mecanismos celulares e transcripcionais que a envolve sejam bastante complexos,
especificos (Bulun et al/, 2005; Simpson, 2003) e controlados por varios agentes como
citoquinas, AMPc, gonadotrofinas, glucocorticéides e factores de crescimento. Os
promotores especificos de diferentes tecidos distribuem-se assim numa regido
reguladora de 93 Kb que controla a expressao da aromatase (Bulun et al, 2005). A nivel
do tecido do cancro da mama, a sobre-expressao da aromatase encontra-se associada ao
uso alternativo de promotores.

Devido ao papel que desempenha em todo o cenario do cancro da mama, a enzima
aromatase tem sido extensivamente estudada ha mais de 35 anos, de forma a esclarecer
o mecanismo molecular responsavel pela sua accdo. Contudo, e apesar de trés décadas
de investigacdo, a sua estrutura permanecia desconhecida, ndo permitindo a elucidagao
dos mecanismos bioquimicos responsaveis pela ligacdo de diferentes classes de
inibidores. Varios estudos, através do isolamento de citocromos P450 bacterianos e de
outros P450 presentes em outras espécies, tentaram determinar o modelo estrutural da
aromatase tendo sido propostas varias hipoteses. Estes estudos de caracterizacdo da

aromatase também permitiram a identificacdo de residuos cataliticos importantes bem



como a descoberta de possiveis modos de ligagao do substrato. Recentemente, Ghosh et
al (2009), revelou a comunidade cientifica a estrutura tridimensional da aromatase
humana. Esta descoberta ird permitir um conhecimento mais aprofundado dos
mecanismos envolvidos no reconhecimento do substrato natural androstenediona e dos

compostos inibidores da aromatase.

1.5. - Estratégias terapéuticas na terapia enddcrina para o cancro da mama

Entre os varios factores envolvidos na carcinogénese do cancro da mama,
destacam-se os estrogénios e os receptores de estrogénio como os factores mais
importantes de progndstico e factores preditivos de resposta ao tratamento endocrino
(Winer et al, 2005).

Cerca de 50% das mulheres que possuem cancro da mama, apresentam um
diagnostico positivo para os receptores de estrogénio (RE+). Nestes casos, a
implementagdo de uma terapia hormonal envolvendo os efeitos fisioldgicos do
estrogénio, torna-se numa mais valia para os pacientes.

A primeira manipulagio hormonal para o tratamento do cancro da mama teve
inicio no século XX, e assim que receptores hormonais especificos foram identificados
nos anos 60, deu-se inicio a procura de novos farmacos que pudessem inibir ou bloquear
o efeito estrogénico, evitando-se assim a cirurgia.

Viérias abordagens terapéuticas, correntemente em uso, foram desenvolvidas para
reduzir os efeitos proliferativos do estrogénio no cancro da mama (Figura 3). Estas
estratégias abarcam diferentes mecanismos de actuacdo, e em adicdo a ablacdo do
ovario, em mulheres que se encontrem num periodo pré-menopausa a supressao das
fungdes do ovario pode ser temporariamente alcangada com a utilizagao de um agonista
da hormona gonadotrofina (Gn-RH). Outras opgdes, disponiveis quer para mulheres
pré-menopdusicas quer para mulheres pds-menopdusicas, interferem com a capacidade
do estrogénio se ligar ao seu receptor. Esta metodologia envolve a utilizacdo de
farmacos antiestrogénicos selective estrogen receptor modulators (SERMs) e selective
estrogen downregulators (SERDs) (Adamo et al, 2007). A outra abordagem terapéutica

disponivel para mulheres pds-menopdusicas interfere com a actividade da enzima



aromatase, reduzindo, assim, os niveis de estrogénio através do uso de inibidores da
aromatase (IAs) (Winer et al, 2005).

Contudo, e apesar de as terapias para o cancro da mama demonstrarem ser bastante
efectivas, nem sempre resultam, mesmo em pacientes RE+ (Osborne & Fuqua, 1994),
surgindo resisténcias. Alguns tumores parecem desenvolver resisténcias a terapia
enddcrina com o prolongar do tratamento — resisténcia adquirida; outros sdo de novo
resistentes, nao respondendo a exposi¢dao inicial da terapia. Experiéncias clinicas
indicam ainda que tumores que se apresentem resistentes a uma forma de terapia
poderdo ser sensiveis a outros tratamentos hormonais (Carlson, 2002), indicando que a
resisténcia podera ser especifica do tratamento. Um caso bastante estudado ¢ o do TAM,
em que se verifica uma acc¢ao agonista do farmaco em determinados sub-grupos de
células do cancro da mama estrogénio-dependentes. Assim, Ellis et al, 2003,
demonstraram que o letrozole inibe mais eficientemente a proliferacdo do cancro da
mama do que o TAM, isto porque a actividade agonista do estrogénio ndo ¢ possivel
com um IA, provando que a privacdo em estrogénio ¢ uma estratégia terapéutica eficaz

neste subtipo de tumor (Ellis et al, 2003).
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Figura 3. Principais estratégias terap€uticas no bloqueio da acg¢do do
estrogénio. Por bloqueio dos RE com antiestrogénicos, por compostos
inibidores da sintese de estrogénio, através da inibi¢do da reac¢do de
aromatizagdo ou pela utilizagdo de agonistas de LHRH
(http://www.abpi.org.uk/publications/pdfs/target breast.pdf).
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1.5.1. - Moduladores e inactivadores selectivos dos RE (SERMs e SERDs)

A utilizagcdo de compostos que competem pela ligacdo ao receptor de estrogénio,
bloqueando a accdo do estrogénio, revelou ser uma estratégia eficaz no tratamento
anticancerigeno conduzindo ao desenvolvimento de antiestrogénios eficazes. Existem
duas classes de compostos com actividade antiestrogénica. A primeira, os moduladores
selectivos dos receptores de estrogénio — SERMs — envolve compostos com dupla
accdo, por um lado apresentam uma actividade antagonista, mas também possuem
propriedades agonistas parciais (Harper et al, 1967). O farmaco classico desta terapia ¢
o tamoxifeno. Este composto liga-se ao RE alterando a sua conforma¢ao molecular,
resultando no bloqueio da transcrigdo mediada pelo RE, devido ao recrutamento de
proteinas co-repressoras em vez de proteinas co-activadoras (Figura 4). A outra classe
de compostos, os inactivadores selectivos — SERDs — sdo os denominados
antiestrogénicos puros como o fulvestran. Eles bloqueiam a funcdo dos receptores de
estrogénio através da degradacao das suas proteinas.

Durante as ultimas duas décadas, o tamoxifeno tem sido considerado a estratégia
de “ouro” no tratamento do cancro da mama. Contudo, a avaliacdo da estratégia
terapéutica com o tamoxifeno revelou que apesar de ser uma terapia bem tolerada,
apresenta alguns efeitos adversos, incluindo o aumento de eventos tromboembolicos
(Fisher et al, 1996) e o aparecimento de cancro endometrial (Wysowski et al, 2002;
Group, 2005). Para aumentar estes dados controversos, surge o facto de muitos
pacientes RE+ ndo responderem a esta terapia desenvolvendo resisténcias. Estudos
laboratoriais indicam que esta resisténcia pode surgir de uma redugdo nas propriedades
antagonistas do tamoxifeno devido a uma alteracdo na regulagdo dos receptores de

tirosina cinase, especialmente HER2 e EGFR ( Shou et al, 2004).
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Figura 4. Mecanismo de actuacdo do Tamoxifeno (TAM). O recrutamento
de proteinas co-activadoras para o RE induz o modo de actuagdo agonista do
TAM, permitindo a transcri¢do de proteinas envolvidas na sobrevivéncia e
manutenc¢ao celular, como no caso do utero e ossos. Contrariamente, a
presenga de proteinas co-repressoras impede a transcrigdo promovendo um
efeito antagonista nas células cancerigenas da mama (retirado de Deroo &
Korach, 2006).

1.5.2. - Inibidores da Aromatase (IAs)

De forma a ultrapassar os inconvenientes apresentados pela terapia antiestrogénica,
iniciou-se a procura de novos compostos interferentes com a actividade estrogénica no
cancro da mama. Neste campo, a aromatase tornava-se um alvo bastante atractivo como
estratégia terapéutica, uma vez que cataliza a reac¢do final na sintese de estrogénio.
Desta forma, inibir a sua ac¢ao na producdo de estrogénio, sem afectar a biossintese de
outras hormonas esterdides providencia a base para o desenvolvimento de novas
terapias selectivas. Assim, surgem os [As, que de facto tém suplantado o tamoxifeno
como agente hormonal mais usado no tratamento do cancro da mama estrogénio
dependente, demonstrando niveis de sobrevivéncia superiores (Gradishar, 2004; Goss et

al., 2005) com uma eficacia e perfis toxicologicos melhorados (Nabholtz, 2008).
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Os IAs categoricamente sdo subdivididos em 3 geracdes, cada uma delas
representando vérias fases da evolucdo dos compostos. Como representantes dos IAs de
primeira e segunda geracdo, incluem-se a aminoglutetimida e o formestano,
respectivamente. A aminoglutetimida inicialmente foi desenvolvida como um agente
anticonvulsionante no tratamento da epilepsia, descobrindo-se posteriormente o seu
potencial como IA. No entanto, apos casos de insuficiéncia adrenal em criangas, este
composto foi retirado. Os [As de terceira geragdo incluem inibidores nao-esterdides —
anastrozol e letrozol — e inibidores esterdides como o exemestano. Estes compostos
apresentam uma maior selectividade pela enzima aromatase sendo farmacos bastante
mais potentes que os seus congéneres. Os IAs de terceira geracdo fazem parte da terapia
hormonal para pacientes pds-menopausa. Contudo, a melhor estratégia terap€utica para
os [As ainda permanece por definir (Cuzick, 2008; Nabholtz, 2008).

Em relagcdo ao mecanismo de inibicdo da aromatase, os [As foram classificados em
dois tipos, os inibidores esteroides (tipo I) e os inibidores ndo-esterdides (tipo II). Os
agentes nado-esterdides como a aminoglutetimida, o anastrozol e o letrozol interagem
reversivelmente com o local activo da enzima aromatase (Njar & Brodie, 1999) por
interac¢do de um grupo funcional azélico com o grupo heme (Fe) do citocromo P450.
Esta alteracdo na biossintese do estrogénio ¢ dependente da presenca continua do
inibidor nao-esterdide (Miller, 1987). Por outro lado, os agentes esteréides como o
formestano € o0 exemestano mimetizam o substrato natural da aromatase, a
androstenediona (Barone et al, 1982), ligando-se irreversivelmente a enzima através de
ligacdes covalentes entre o inibidor e a enzima. Vérios inibidores deste tipo sdo
inicialmente reconhecidos pela aromatase como substratos alternativos que sao depois
convertidos em intermedidrios reactivos, através de um mecanismo dependente de
NADPH. Estes agentes tém efeitos in vivo bastante duradouros e por este motivo, a
presenca continua do composto ndo ¢ necessaria para manter a inibi¢do, diminuindo

assim o risco de efeitos secundarios tOxicos.
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Tabela II. Estrutura quimica de diferentes inibidores da aromatase.

exemestano

1.5.3. - O inibidor exemestano na clinica

(6-metilenandrosta-1,4-diene-3,17-diona),

adjuvante inicial com tamoxifeno.

como farmaco

de

biodisponibilidade oral, foi aprovado a 10 de Dezembro de 1999 pelo INFARMED
(Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude, 1.P.). Clinicamente, este
composto, designado AROMASIN (25 mg), estd indicado no tratamento do cancro da
mama precoce dependente de hormonas com receptores de estrogénio positivos, em

mulheres na pds-menopausa, apds terem completado 2-3 ou 5 anos de terapéutica

Aromasin também estd indicado para tratamento do cancro da mama avangado

demonstrou eficacia em doentes com receptores de estrogénio negativo (RE-).

dependente de hormonas, em mulheres na pds-menopausa natural ou induzida, cuja
doenca tenha evoluido apos terapéutica com antiestrogénios ou quando o tratamento

com um farmaco hormonal diferente ndo tenha resultado. O exemestano ndo
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O exemestano ¢ um inibidor esterdide irreversivel da aromatase, relacionado
estruturalmente com o substrato natural androstenediona e que actua como um falso
substrato para a aromatase. Quando o composto ¢ reconhecido pela enzima ¢ convertido
num intermediario que se liga irreversivelmente inactivando-a. Para que ocorra a sintese
de estrogénios, nova enzima aromatase tem de ser produzida. Assim os niveis de
estrogénios podem manter-se muito baixos durante cerca de quatro dias apesar do tempo
de semi-vida plasmatica ser de 27 horas.

Nas mulheres na pés-menopausa, os estrogénios sao produzidos em primeiro lugar
a partir da conversdo dos androgénios em estrogénios, através da ac¢do da enzima
aromatase, nos tecidos periféricos. Assim, a privacdo dos estrogénios através da inibi¢ao
da aromatase ¢ um tratamento eficaz e selectivo do cancro da mama dependente de
hormonas, em mulheres na pds-menopausa. Nas doentes tratadas com doses diarias de
25 mg, o processo de aromatiza¢do em todo o organismo diminuiu cerca de 98%.

O uso de exemestano tem sido objecto de varios ensaios clinicos que ou ja
terminaram ou estdo ainda em curso (Robinson, 2009). O ensaio [International
Exemestane Study (IES) investigou o uso de exemestano por 2-3 anos ap6s 2 a 3 de
tamoxifeno. O estudo TEAM (Tamoxifen or Exemestane Adjuvant Multicentre study)
estudou a opcdo 5 anos de exemestano versus 5 anos de tamoxifeno seguido de
exemestano, ¢ no Canadd estd ainda a decorrer o estudo MA-27 que envolve a
comparacao directa do uso de exemestano versus anastrozol. De um modo geral os
estudos sugerem que a estratégia de switch poOs-tamoxifeno parece ser benéfica estando
associada a uma melhoria clinica e estatisticamente significativa do intervalo livre de
doenca (ILD) das doentes que utilizaram exemestano apds 2-3 anos de tamoxifeno
comparativamente com as que continuaram com tamoxifeno.

De um modo geral o Aromasin ¢ bem tolerado tendo como efeitos indesejaveis o
rubor, nauseas, fadiga e artralgias. Foram relatadas reac¢des adversas como anorexia,
insonia e depressdo. A principal complicagdo no uso de exemestano e dos [As em geral
¢ a redugdo da densidade mineral 6ssea e um aumento da taxa de fracturas que estd

associada a alta mortalidade sobretudo nas mulheres de idades mais avancadas.
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1.6. - Efeitos da terapia hormonal endécrina na proliferacdo e morte celular

O desenvolvimento e regulacdo do crescimento de tecidos normais e neoplasicos
surge do balango altamente regulado de mecanismos celulares, cuja desregulagao pode
conduzir a carcinogenése. Desta forma, a base biologica para a eficacia do tratamento
endocrino em cancro da mama estrogénio dependente torna-se complexa, incluindo,
entre outros factores, a inducdo do processo apoptotico e/ou autofagico, retengao do
ciclo celular e indug¢dao na fase G¢/G;, bem como alteracdes na expressao de genes
relacionados com a inactivacdo da transcri¢do mediada por RE.

A morte de células cancerigenas pode realizar-se por varias abordagens
terapéuticas citotoxicas, nomeadamente pela inducao de apoptose (Debatin, 1997, 1999;
Herr & Debatin, 2001; Kaufmann & Earnshaw, 2000; Solary et al, 2000; Lowe & Lin,
2000; Kaufmann & Gores, 2000).

A apoptose ¢ um processo de morte celular programada do tipo I, que pode ser
iniciado por uma grande variedade de estimulos, incluindo sinais de desenvolvimento,
stress celular e alteragdes do ciclo celular (Komatsu, 2007). Contudo, a execucdo da
apoptose ¢ marcada por alteragdes morfologicas especificas como a condensagdo da
cromatina, aparecimento de blebs e a producdo de corpos apoptdticos onde sdo
incluidos fragmentos nucleares e citoplasmaticos (Earnshaw, 1995).

A regulagdo da apoptose encontra-se sob a influéncia de uma grande variedade de
genes. Neste contexto, quer a familia de genes Bcl-2, actuando como moléculas pro-
apoptdticas (Bax, Bak e Bad) e moléculas anti-apoptoticas (Bcl-2, Bcel-xp e Mcl-1)
(Antonsson & Martinou, 2002), quer as caspases revelam-se de uma importancia critica.

As caspases envolvidas no mecanismo de sinalizacdo da apoptose sdo
denominadas iniciadoras e efectoras (Thornberry & Lazebnik, 1998; Los et al, 1999;
Degen et al, 2000; Slee et al, 1999; Utz & Anderson, 2000; Earnshaw et al, 1999). As
caspases iniciadoras, caspase-8 e caspase-10, interagem com proteinas adaptadoras,
permitindo a agregacdo e activagdo de receptores de morte. Apds o recrutamento, a
caspase-8 torna-se activa dando inicio a via extrinseca da apoptose, clivando
directamente caspases efectoras (Schulze-Osthoff ef al, 1998). A caspase-9 encontra-se
envolvida na iniciacdo da apoptose por intermédio da via mitocondrial. As caspases
efectoras, caspase-3 e caspase-7, clivam varios substratos citoplasmaticos ou nucleares,

que irdo determinar muitas das caracteristicas morfolodgicas que se verificam durante o
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processo de apoptose (Thornberry & Lazebnik, 1998; Los, et al, 1999; Degen, et al,
2000; Slee, et al, 1999; Utz & Anderson, 2000; Earnshaw, 1999). Contudo, observagodes
de Jénicke et al (1998) e os seus colaboradores em células MCF-7, demonstraram que a
caspase-3 pode nao ser essencial para todos os cenarios de morte celular, uma vez que
sendo uma linha celular que ndo apresenta niveis detectaveis de pro-caspase-3 (Li ef al,
1997) responde aos estimulos factor de necrose tumoral (TNF) e staurosporina.

A mitocondria tem um papel integral na apoptose, sendo que um dos passos
principais da via mitocondrial ¢ a translocacdo do citocromo ¢ do espago
intermembranar da mitocondria para o citosol (Goldstein et al, 2000). Esta translocagao
¢ facilitada pela oligomerizagdo de proteinas pro-apoptdticas na membrana externa
mitocondrial, formando-se uma estrutura semelhante a um poro (Cheng et al, 2001).
Este passo ¢ bloqueado pelas proteinas Bcl-2 anti-apoptéticas que impedem a formagao
de homodimeros de Bax ou Bad (Cheng et al, 2001). A libertagdo do citocromo ¢
promove a activacdo da caspase efectora 3 através da formagdo do apoptossoma
(citocromo c¢/Apaf-1/caspase-9) (Bratton et al, 2000; Adrain & Martin, 2001). A
activacdo da cascata de caspases resulta assim, na clivagem proteolitica de varios
substratos e ultimamente em morte celular.

A contribuicdo relativa da via dos receptores de morte e da via mitocondrial na
inducdo de apoptose através de terapias para o cancro da mama ainda permanece em
discussdo, no entanto, pensa-se que a via mitocondrial possua um papel de maior
destaque. Um exemplo deste comportamento ¢ observado com o tamoxifeno (TAM),
que induz uma diminuicdo na permeabilidade transitoria mitocondrial, a libertacdo
rapida do citocromo ¢, bem como um aumento na produgdo de espécies reactivas de
oxigénio (ROS), sugerindo uma alteracdo na func¢do mitocondrial. No entanto, o
comprometimento final da apoptose parece ser independente da activacao de caspases
(Kallio et al, 2005). Neste contexto, as alteragdes de alvos genéticos envolvidos em
pontos especificos da via mitocondrial, tornam-se de uma importancia indispensavel na
resposta ao tratamento anticancerigeno.

O outro processo de morte celular, hoje em grande debate, ¢ o da morte celular
autofagica. A autofagia ¢ uma via de degradacdo onde componentes citoplasmaticos e
organelos celulares sdo englobados formando-se o autofagossoma. Apos maturagao, o
autofagossoma funde-se com lisossomas sendo o seu conteudo degradado por hidrolases

lisossomais. Este processo ¢ também ele regulado por uma grande variedade de genes,
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sendo de destacar os genes atg (autophagy-related-genes) que promovem e induzem a
formagao do autofagossoma.

A autofagia torna-se assim num processo catabolico conservado que promove a
viabilidade e sobrevivéncia celular em baixas condigdes de nutrientes através da
producdo de ATP, uma fonte principal de energia para varios processos celulares. A
autofagia também estd envolvida na remoc¢do de organelos danificados e sobre-
activados bem como na remocdo de agregados proteicos (Rodriguez-Enriquez et al,
2004; Bernales et al, 2006; Ravikumar et al, 2002; Ostenfeld et al, 2008; Héyer-Hansen
et al,2007).

Paradoxalmente, a autofagia também tem vindo a ser implicada na morte celular
(morte celular programada, tipo II), originalmente descrita com base no aparecimento
de vacuolos autofagicos. Pode-se presumir que esta discrepancia na fungdo do processo
autofdgico surja como uma activacdo extensiva da autofagia, conduzindo a
desintegragao irreversivel dos sistemas celulares e, consequentemente, a morte celular.

A ligacao entre autofagia e o cancro parece ser multifacetada. O ambiente tumoral
¢ caracterizado por niveis reduzidos de oxigénio e necessidades energéticas bastante
elevadas, sugerindo que a autofagia ¢ um mecanismo essencial para fornecer nutrientes
ao tecido tumoral, funcionando assim como um mecanismo citoprotector (Boya et al,
2005; Lum et al, 2005). No entanto, sob determinadas condi¢des, a autofagia actua
como um processo de morte celular independente de caspases, uma vez que genes que
regulam o processo autofagico actuam como genes supressores tumorais (p53, PTEN,
DAPk, LKBI1, TSCY, p27KIP e beclina-1) ou oncogenes (Bcl-2, classe I PI3-K, mTOR e
Akt) (Gozuacik & Kimchi, 2004; H@yer-Hansen et al, 2007; Pattingre et al, 2005;
Liang et al, 2007).

Evidéncias tém surgido no sentido de um estimulo comum de morte,
primariamente atribuido a apoptose mas que também inclui a autofagia, sugerindo a
existéncia de um “cross-talk” entre as duas vias de sinalizagdo. Varios estudos apontam
para a existéncia desta interligagdo em alguns pontos, podendo esta interaccdo
manifestar-se de varias formas (Bauvy ef al, 2001; Xue et al, 1999). Um desses
trabalhos, realizado por Cui et al, 2007, demonstra que a autofagia, em células MCF-7
tratadas com oridonina, surge como um processo facilitador da apoptose. Os
mecanismos moleculares que determinam a resposta das células cancerigenas quer aos
moduladores selectivos do estrogénio quer aos IAs nio sdo conhecidos, sendo objecto

de intensa investigacdo. Estes mecanismos podem incluir mensageiros secundarios, a
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modula¢do dos RE e proteinas co-activadoras e co-repressoras ( Katzenellenbogen et al,
1997).

Para além do seu efeito ja bem conhecido na inducdo da proliferagao celular em
células do cancro da mama estrogénio-dependentes, sabe-se que os estrogénios
previnem a apoptose, em parte, pela alteragdo da expressdo de proteinas da familia Bcel-
2. A este nivel, o ICI182780 (fulvestran), que bloqueia a acc¢do do estrogénio,
modulando a actividade do seu receptor, induz quer in vitro quer in vivo a apoptose e
inibicdo do crescimento (Lim et al, 2001). Resultados bastante semelhantes aos
mencionados anteriormente para o TAM e o letrozol publicados por Thiantanawat et al,
2003, indicam que os IAs tém uma efic4cia mais elevada na inducdo da apoptose do que
os antiestrogénios, sendo esta indu¢do mediada pela sobre-expressao da proteina Bax
acompanhada com a sub-expressdo da proteina Bcl-2. O tratamento com 0s mesmos
compostos demonstrou também a existéncia de retencdo do crescimento de células
MCF-7aro, bloqueando a transi¢do da fase G; para S. Uma proteina estabelecida como
supressora tumoral, a p53, encontra-se envolvida no processo apoptdtico assim como na
progressao do ciclo celular (Sionov & Haupt, 1999). Ou seja, esta proteina controla a
retengdo do ciclo celular e a reparacdo do DNA, mas também induz a apoptose em
conecgdo com a Bcl-2 e Bax, sendo que a perda da sua fung¢do por mutagdo encontra-se
associada a cerca de 30% dos casos de cancro de mama (Prives & Hall, 1999).

O cross-talk entre as vias de sinalizacdo de RE e receptor I de factor de
crescimento tipo insulina (IGF-IR) ¢ critico para o desenvolvimento normal da mama,
mas também para a inicia¢do, manutencdo e progressdo do cancro da mama (Thorne &
Lee, 2003). E de facto, aplicar ensaios que combinem o bloqueio da ac¢do do estrogénio
com a sub-regulagdo das vias de sinalizagdo mediadas por IGF-IR, tais como a via de
PI3-K, Akt e PKB, parece em tudo prometedor como factor preditivo de eficacia. Num
estudo apresentado por Lisztwan, et al (2008), surge a combinagdo de um IA, o
letrozole, com o AEW541, um inibidor selectivo da via IGF-IR, em duas linhas
celulares de cancro da mama, as MCF-7aro e T47D/Aro. Este trabalho revelou a
inibicdo sinergética da proliferagdo, pela supressao dos sinais de sobrevivéncia bem
como a inducdo de apoptose.

Todos estes estudos demonstram que € necessario um conhecimento bastante mais
aprofundado dos mecanismos moleculares envolvidos na morte celular em resposta as
diferentes terapias endocrinas, podendo assim, ajudar na descoberta de novas estratégias

terapéuticas.
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Capitulo 2. Objectivo



Os compostos inibidores da aromatase (IAs) foram implementados na clinica para
o tratamento do cancro da mama estrogénio — dependente ha ja alguns anos. Contudo,
como compostos muito eficazes na terapia enddcrina, o modo como actuam nas células
cancerigenas ainda nao esta esclarecido, apesar da intensa investigacao nesta area.

Desta forma, perceber os mecanismos celulares envolvidos na regressdao do cancro
da mama induzida pelo uso de IAs ¢ de extrema importdncia para explicar o
aparecimento de resisténcias e direccionar a pesquisa de novas moléculas inibidoras da
aromatase, ainda mais especificas e eficazes.

Assim, neste estudo pretende-se investigar os efeitos de um potente A, o
exemestano, na proliferacdo celular, ciclo celular e indu¢do de morte utilizando um
modelo in vitro de cancro da mama, a linha celular MCF-7aro. Esta é transfectada com
o gene da aromatase, mimetizando a abundancia e dependéncia de estrogénios das

células cancerigenas.
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Capitulo 3. Materiais e Métodos



3.1. - Materiais e reagentes

3.1.1. - Materiais

Os materiais para culturas de células foram adquiridos as firmas TPP
(Trasandingen, Switzerland) e Nunc (Rochester, USA), sendo estéreis e descartaveis:
pipetas de Pasteur, pipetas volumétricas graduadas de varias capacidades, frascos e

placas de cultura celular de diversos tamanhos, tubos de centrifuga e ldminas de cultura.

3.1.2. - Reagentes

- Meio minimo essencial de Eagle (MEM), soro bovino fetal (SBF), L-glutamina,
antibidtico-antimicotico 100 x (penicilina G, streptomicina e anfotericina B), Geneticina
(G418), tripsina, o corante de Giemsa e o meio de montagem (DPX) foram
providenciados pela Gibco Invitrogen Co. (Paisley, Scotland, UK).

- Azul tripano, testosterona, EDTA, dimetilsulféxido (DMSO), piruvato de sodio,
Hoechst 33258, iodeto de propidio, triton X-100, Dnase-free Rnase A e staurosporina
foram fornecidos pela Sigma-Aldrich Co. (Saint Louis, U.S.A.).

- Timidina-[H]’ foi cedido pela Amersham (Amersham International, Amersham, UK).

- O Kit de LDH bem como o Kit de detec¢do de apoptose (Anexina V-PE) sdo da BD
Biosciences Pharmingen (San Diego, CA, USA).

- Os filtros do Cell harvester foram fornecidos por Molecular Devices (Sunnyvale, CA,
USA).

- O liquido de cintilagdo (cocktail) foi comprado ao ICN Radiochemicals (Irvine, CA,
USA).

- O meio de montagem (vectashield) ¢ providenciado pela Vector (Burlingame, CA,
USA).

- O composto Formestano foi gentilmente cedido pela Novartis Farma — Produtos
farmacéuticos S.A., e o Exemestano foi fornecido pela Sequoia Research Products Ltd,

Pangbourne, UK.
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3.2. - Culturas celulares

Neste trababalho de investiga¢do, recorreu-se a linha celular MCF-7aro, que
gentilmente foi cedida pelo Dr. Shiuan Chen (Beckman Research Institute, City of
Hope, Duarte, CA, U.S.A.). Esta ¢ uma linha celular de cancro da mama RE (+), que
sobre-expressa elevados niveis de aromatase, apresentando-se como um bom modelo (in
vitro) de estudo para avaliagdo de terapias contra o cancro da mama. A obtencdo desta
linha celular resulta da transfec¢do estavel do gene da aromatase humana placentario, na
linha de cancro da mama MCF-7, como descrito por Zhou et al, 1990.

De forma a que haja uma proliferacdo celular significativa e que os niveis
nutritivos sejam estaveis, as células MCF-7aro sdo mantidas a 37° C com 5 % de CO;
em meio de cultura com vermelho de fenol (MEM — Meio minimo essencial de Eagle)
contendo sais de Earle, piruvato de sddio 1 mmol/L, glutamina 2 mmol/L, penicilina-
estreptomicina-anfotericina B 1%, geneticina (G418) 700 ng/ml e 10% de soro bovino
fetal (SBF) inactivado pelo calor, em 5% CO; a 37°C sendo o meio mudado a cada trés
dias. Esta mudanga do meio ¢ feita através da recolha do meio de cultura de forma a que
possam ser removidas todas as células que eventualmente se tenham destacado, ¢ a

adi¢dao de novo meio de cultura.

3.2.1. - Subculturas

Quando as células atingem uma confluéncia entre os 80-90% necessitam de ser
tripsinizadas de forma a que possam ser cultivadas em novas caixas de cultura (25 e/ou
75 cm?2) e dar continuagdo ao seu crescimento.

ApoOs observagao da confluéncia das células ao microscopio, na camara de fluxo, e
com a ajuda de um sistema de vacuo e pipetas de pasteur, recolhe-se o meio dos frascos
de cultura, procede-se a lavagem com PBS (pH 7,4) e a adi¢@o e recolha da solugdo
Tripsina 2,5%/ EDTA 1 mM. Seguidamente as caixas sdo mantidas a 37°C durante um
periodo de dois minutos de forma a permitir o destacamento eficaz das células. Apds os

2 minutos a 37°C, adiciona-se SBF para inactivar a solugdo tripsina/EDTA. Faz-se nova
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lavagem com PBS e recolhe-se todo o conteudo existente na caixa de cultura (fracgdo
celular/SBF/PBS) para tubos de centrifugacdo (15 ml) e procede-se a sua centrifugagdo
(a 1200 rotagdes por minuto; durante 6 minutos a 4°C - 1200 rpm, 6 min a 4°C). Apos
este ultimo passo, rejeita-se o sobrenadante e homogeniza-se o conteudo celular. Para
finalizar este procedimento, consoante a quantidade de células obtidas e o numero de
caixas de cultura que pretendemos obter, ressuspende-se as células com a quantidade
necessaria de MEM com vermelho de fenol completo, e apoés nova homogenizacao
auxiliada por uma pipeta volumétrica, distribui-se o conteudo pelas novas caixas de
cultura.

De forma a evitar a interferéncia de esterdides presentes no SBF e o efeito
esteroide do vermelho de fenol (Berthois ef al, 1986), 3 dias antes do inicio de qualquer
experiéncia, as células MCF-7aro sdo cultivadas em MEM sem vermelho de fenol
completo. Este meio ¢ constituido por piruvato de sdédio 1 mmol/L, glutamina 2
mmol/L, penicilina-estreptomicina-anfotericina B e 5% de soro bovino fetal pré-tratado
com carvao activado (SBF-CT) de forma a adsorver os esterdides presentes no soro.

Apos estes 3 dias de permanéncia em MEM sem vermelho de fenol as células
atingem uma confluéncia perto dos 80-90%, sendo necessario proceder a sua
tripsinizacao (procedimento descrito anteriormente). Procede-se a contagem das células
e obtencao da concentragdo celular desejada. Assim, apds a tripsinizagdo, centrifugacao
e rejeicao do sobrenadante, adiciona-se MEM sem vermelho de fenol numa quantidade
especifica para as contagens (cerca de 2 ml para os frascos de 25 cm” ¢ 5 ml para os
frascos de 75 cm?) . Homogenizam-se e contam-se as células com o auxilio do azul de
tripano na camara de Neubauer. O azul de tripano ¢ um corante que se integra nas
células apds a ruptura das suas membranas, corando assim de azul todas as células que
ja se apresentam mortas, permitindo determinar a viabilidade celular.

As células sdo cultivadas durante 12-16h na concentragdo requerida. Apds este
periodo adiciona-se o composto nas concentragdes pretendidas e testosterona (T) (1nM)
em MEM sem vermelho de fenol completo. A testosterona ¢ o agente indutor de
proliferagdo e substrato da aromatase.

As células sdo entdo mantidas a 37°C e 5% CO, durante os periodos de incubagao
pretendidos, sendo o meio de cultura com a testosterona e o composto substituido de 3

em 3 dias.
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3.3. - Ensaio da avaliacio da actividade da aromatase em microssomas

A actividade da enzima aromatase foi determinada segundo o método de
Thompson & Siiteri (1974), com algumas modificagdes. Este ensaio baseia-se na
utilizagdo de [1[3-3H] andro-4-ene-3,17-diona como substrato, num sistema bastante
simples, os microssomas de origem placentdria, onde estd disponivel a enzima
aromatase.

A preparacao dos lisados de microssomas foi feita segundo o método descrito por
Kadohama ef al (1992) com algumas alteragoes.

Em cada experiéncia foi incluido um controlo negativo, que ndo ¢ sujeito a
qualquer tipo de inibidor, e um controlo positivo, o formestano (0,5 uM), um potente
inibidor da aromatase. Por cada ensaio utiliza-se 20 pg de proteina (lisado
microssomal), 40 nM de androstenediona tritiada, 2 uM de cada um dos compostos que
pretendemos analisar ¢ 150 uM de NADPH em 67 mM de tampao KH,PO4 (pH 7,4)
num volume final de 1 ml.

Apo6s homogenizacao colocam-se as amostras no banho a 37° C durante 15 min.
Terminado este periodo, adiciona-se 250 pl de acido tricloroacético a 20% de forma a
parar a reaccdo de aromatizacdo. De seguida transfere-se o conteido para tubos de
microcentrifuga, que previamente foram preparados com um sedimento de carvdo
activado/dextrano, homogeniza-se novamente o seu conteido com o auxilio do vortéx,
seguindo-se um periodo de incubagdo de 1h a temperatura ambiente. Procede-se depois
a duas centrifugacdes a 1400 rotagdes por minuto durante 10 min, e por fim, retira-se o
sobrenadante resultante da ultima centrifugacdo, e adiciona-se 3 ml do coktail de
cintilacdo. Realiza-se as contagens num contador de cintilagdo (LS 6500, Beckman

Instruments, CA, U.S.A.).

3.4. - Analise da Morfologia
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3.4.1. - Coloracao de Giemsa

Para se observar as alteracdes morfologicas que possam ocorrer a nivel das células
MCF-7aro, apds a exposicdo a diferentes periodos de incubagdo e diferentes
concentragcdes do composto exemestano, recorreu-se a coloragdo de Giemsa. Este tipo
de coloragdo permite-nos observar algumas alteracdes morfologicas a nivel dos nucleos
e citoplasma.

Para iniciarmos esta metodologia, recorre-se a laminas de cultura de 8 pocos,
aplicando-se em cada pogo uma densidade celular de 6 x 10*. Apés 24h de incubagio as
células sdo sujeitas a diferentes tratamentos, cada um deles em duplicado (periodos de
incubacdo — 3 a 9 dias; concentragdes do exemestano — 0 - 15 pM). Apds o tratamento,
as células sdo lavadas uma vez com PBS, fixadas com metanol durante 20 min, ¢
novamente lavadas com PBS. Posteriormente a fase de fixagdo e lavagem, aplica-se o
corante de Giemsa diluido em PBS (dilui¢ao 1:2), durante 30 min. Posteriormente, as
laminas sdo lavadas com agua corrente procedendo-se a montagem das ldminas em
meio de montagem DPX, ap6s secagem e desidratacao.

As células coradas foram observadas ao microscopio Eclipse E400, Nikon, Japan

equipado com o software de analise de imagem LeicaQwin.

3.4.2. - Coloracao de Hoechst

Este tipo de coloracdo permite-nos avaliar alteracdes na morfologia nuclear,
nomeadamente alteracdes a nivel da condensacdo da cromatina, através de microscopia
de fluorescéncia.

O procedimento que envolve toda esta metodologia ¢ bastante semelhante ao
descrito para a coloracdo de Giemsa. Nomeadamente no que respeita ao tratamento das
células, com periodos de incubacdo e concentracdes do exemestano idénticas, o material
utilizado, bem como os passos da fixacdo, no entanto, o agente fixador ¢

paraformaldeido (4% em PBS) durante 20 min, uma vez que a fixagdo com o metanol
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pode interferir com a emissao de fluorescéncia. Neste caso, colocam-se nos diferentes
pogos 400 ul da solugdo de Hoechst 33258 a 0,5 mg/ml em PBS durante 30 min. Apos
este periodo de incubacdo, as laminas sdo lavadas em PBS, e montadas em meio de
montagem Vectashield sendo imediatamente observadas ao microscopio de
fluorescéncia (Eclipse E400, Nikon, Japan), equipado com um filtro de excitacdo com o
maximo de transmissdo aos 360/400 nm, e processadas pelo software de imagem Nikon

ACT-2U.

3.5. - Analise da viabilidade e proliferacao celular

3.5.1. - Ensaio de MTT e LDH

De forma a avaliar a viabilidade celular, as células MCF-7aro foram cultivadas em
placas de 96 pocos, sendo aplicada uma densidade celular de 2,5 x 10" para o periodo de
incubagdo de 3 dias e 1 x 10" para o periodo de incubacdo correspondente aos 6 ¢ 9 dias.
Neste tipo de ensaio usam-se triplicados para cada tratamento (0 uM, 2,5 uM, 5 uM, 10
uM de exemestano).

A viabilidade celular ¢ avaliada pela medida de actividade mitocondrial recorrendo
ao uso de um sal de tetrazolio, o 3-(4,5- dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio (MTT),
que por reducdo metabodlica por ac¢ao de redutases mitocondriais forma um precipitado
azul de formazano que € solubilizado e analisado por espectrofotometria.

Por outro lado, o teste do LDH mede, quantitativamente, a libertagdo da enzima
lactato desidrogenase (LDH) apos a lise celular, ou seja, € uma técnica que avalia os
niveis de citotoxicidade do composto em estudo, ja que a LDH ¢ uma enzima citosolica
que ¢ libertada para o meio extracelular quando a integridade membranar ¢ afectada.

Os ensaios de MTT — LDH podem ser feitos como experiéncias individuais, no
entanto, ¢ como cada um destes testes mede parametros distintos que podem ser
diferenciados no mesmo pogo, pode-se recorrer a uma experiéncia Unica para a
realizacdo de ambos os ensaios. Ou seja, apds o periodo de incubagdo com os

compostos estar concluido, com o auxilio de uma pipeta multicanal retiram-se 50 pl dos

28



200 pl de volume total correspondente a cada pogo, para uma nova placa de 96 pocos.
Utiliza-se o Kit de LDH (Non-Radioactive Cytotoxicity Assay, Promega Corporation),
adicionando-se 50 pl de substrato de mistura anteriormente ressuspendido em tampao
de ensaio, e de seguida reveste-se a placa com papel de aluminio e aguarda-se 30
minutos de forma a que a enzima lactato desidrogenase possa reagir com o substrato e a
sua actividade detectada. Ao fim deste tempo, adicionam-se novamente 50 pl de
solucdo stop para que a reaccao cesse. Para finalizar este ensaio, removem-se as bolhas
de ar que possam interferir com a leitura, e utiliza-se o espectrofotdémetro (Power
WaveTM XS, Bio Tek, Vermont, U.S.A.) para fazer a leitura dos diferentes tratamentos
a 540 nm.

O ensaio do MTT ¢ realizado com os restantes 150 pl existentes em cada pogo. E
de forma a se obter uma dilui¢ao de 1:10, adiciona-se 15 pl da solugcao de MTT (0,5
ng/ml concentracao final) previamente preparada. Nestas condigdes, deixa-se a incubar
a 37°C e 5% de CO, por um periodo de 2h e 30min. Terminado este tempo recolhe-se
todo o conteudo existente em cada pogo para de seguida se adicionar 200 pl da solucao
DMSO: isopropanol (3:1). Coloca-se a placa num agitador cerca de 15 minutos, e por

ultimo faz-se a leitura no espectofotometro a 540 nm.

3.5.2. - Ensaio de incorporac¢io de Timidina tritiada

O ensaio de incorporagio de [H’]-timidina permite-nos avaliar a proliferagio das
células MCF-7aro. Uma vez que a timidina se incorpora no DNA durante o processo de
replicacdo, entdo a quantidade de [H]’—timidina incorporado é um indicador da sintese
de DNA e consequentemente de proliferagdo celular.

Para a realizagdo desta técnica, os passos iniciais sdo semelhantes aos indicados
anteriormente para o ensaio de MTT — LDH, quer no que diz respeito as densidades
celulares, tempos de incubagdo e concentragdes dos compostos a usar, quer no uso do
controlo onde o composto estd ausente e que corresponde ao maximo de proliferagao
celular.

A [H']-timidina (0,5 pCi) ¢ adicionada a cada pogo, 8 horas antes do final do

periodo de incubagdo correspondente a cada tratamento. Durante este tempo a placa
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permanece a 37°C e 5% de CO,, para que a timidina seja intercalada no DNA durante a
sua sintese, num ciclo de replicagdo das células MCF-7aro. Apos este periodo, a placa ¢
sujeita a um ciclo de congelacdao/descongelagao e as células sdo recolhidas recorrendo
ao cell harvester (Skatron Instruments, Norway). Para obtermos as leituras da timidia
tritiada, recolhe-se o contetido retido num filtro do cell harvester (Molecular Devices
Sunnyvale, CA, USA), correspondente a cada tratamento, para os tubos de cintilacdo
aos quais foi adicionado 1 ml de cocktail de cintilacdo. A leitura destes tubos ¢ feita

num contador de cintilagdo (LS 6500, Beckman Instruments, CA, U.S.A.).

3.6. - Analise do ciclo celular

Através deste tipo de metodologia conseguimos avaliar os efeitos/forma de
actuagdo do composto exemestano a nivel do ciclo celular em células MCF-7aro.

Neste tipo de experiéncia, as células sdo cultivadas em frascos de cultura de 25 cm’
a uma densidade de 7 x 10°, para um volume total de 10 ml de MEM sem vermelho de
fenol. Apds 24 horas, as células sdo incubadas durante 3 dias com as diferentes
concentragdes do composto (2,5 - 10 uM de exemestano) num volume total de 5 ml.
Este ensaio ¢ realizado em duplicado, e inclui dois controlos onde as células sao
mantidas em MEM sem vermelho de fenol com ou sem a testosterona. Apds este ciclo
de incubagdo, o meio € recolhido para que as células ndo aderentes sejam recuperadas, e
procede-se a tripsinizagdo das diferentes caixas envolvidas no tratamento.

Procede-se entdo a centrifugagao, rejeitando-se o meio. Ressuspende-se muito bem
o sedimento e adiciona-se 200 ul de PBS. Ap6s homogenizacao da suspensao presente
nos tubos, inicia-se as contagens na camara de Neubauer.

Ultrapassada esta etapa, perfaz-se o volume para 0,5 ml com PBS) (dilui¢ao 1:10)
e 4,5 ml de etanol 70%, perfazendo um volume total de 5 ml, que sdo mantidos a 4°C
por um periodo de 2 h. As células fixadas sdo entdo centrifugadas (1200 rpm, 6 min,
4°C) e o sedimento resultante lavado em PBS. Rejeita-se o PBS adicionado e,
finalmente, as células sdo ressuspendidas em 0,5 ml de uma solu¢do de PBS contendo 5
ng/ml iodeto de propidio (IP), 0,1% triton X- 100 e 200 pg/ml Dnase-free Rnase A, e

mantidas 30 min a temperatura ambiente. Esta solugdo permite assim marcar as células
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com [P, a permeabilizagdo das membranas através do Triton X-100, e a degradacio do
RNA presente nas amostras, garantindo deste modo que a andlise feita refere-se apenas
ao conteido de DNA. Esta analise ¢ efectuada por citometria de fluxo e baseada na
aquisicao de 20.000 células num citometro, Becton Dickinson FACSCalibur (San Jose,
CA, U.S.A)) equipado com o software CELLQuest Pro. Os restos celulares, dupletos e
agregados celulares sdo excluidos fazendo uma regido R1 no “dot-plot” FL-2-Area
versus FL-2-Width da fluorescéncia emitida pelo IP. Os detectores forward scatter
(FSC) e side scatter (SSC) foram colocados em escala linear, enquanto os detectores de
fluorescéncia FL-1, FL-2 e FL-3 foram colocados em escala logaritmica. Apos a
aquisicao, foi efectuada a analise dos resultados obtidos usando o programa CELLQuest

Pro.

3.7. - Analise da morte celular

Este ensaio baseou-se na utilizacdo do Kit Anexina V (Biosciences Pharmingen,
San Diego, CA, USA). Esta técnica baseia-se na grande afinidade da Anexina V-PE
para a fosfatidilserina (PS), sendo esta translocada para o folheto externo da membrana
celular quando a célula inicia o processo apoptotico.

A dupla marcacdo Anexina V-PE e 7-amino-actinomicina D (7-AAD) permite-nos
distinguir as células vidveis (Anexina V/7-AAD") das apoptoticas (Anexina V'/7-AAD"
) e das necréticas (Anexina V'/7-AAD" e Anexina V/7-AAD").

Nesta metodologia, tal como a descrita anteriormente para o ciclo celular, os
passos iniciais sdo em tudo semelhantes, ou seja, quer a densidade a qual as células sdo
semeadas (7 x 10°), os tratamentos com as diferentes concentracdes do composto, bem
como o processo de tripsinizagdo e recolha do contetido das caixas ¢ idéntico. Contudo,
e uma vez que se pretende avaliar quer a viabilidade quer a apoptose em células MCF-
7aro, utilizou-se um controlo positivo para a apoptose, ou seja, células MCF-7aro
tratadas com staurosporina a uma concentracao de 1 uM por um periodo de incubagao
de 12-16 h.

Apds a tripsinizagdo das caixas com os diferentes tratamentos, recolha e
centrifugacdo, o sobrenadante ¢ rejeitado, e o sedimento ressuspendido em 200 pl de

PBS/3% SBF-CT. Procede-se de seguida a contagem das células de forma idéntica a
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mencionada anteriormente para o ensaio do ciclo celular. Posteriormente centrifuga-se
(1200 rpm, 4 min a 4°C) a suspensdo celular, de forma a se obter novamente o
sedimento e rejeitar assim o sobrenadante, adicionando-se depois a solugdo de marcagdo
por um periodo de 15 min a temperatura ambiente. Esta solu¢do de marcacdo contém
Anexina V-PE (5 pl) e 7-AAD (5 pl) diluidos em tampao de ligacdo da Anexina V (10
mM HEPES/NaOH pH 7.4; 140 mM NacCl; 2,5 mM CaCl,). Uma vez terminado este
periodo de 15 min, adicionam-se mais 400 ul de Tampao de ligagdo Anexina V.

A anélise da viabilidade celular e apoptose por citometria de fluxo ¢ baseada na
aquisicao de 10 000 células num citdémetro Becton Dickinson FACSCalibur (San Jose,
CA, U.S.A)) equipado com o programa CELLQuestPr6 com o qual os resultados foram

analisados.

3.8. - Analise Estatistica

Os dados apresentados sdo expressos em média + erro padrao da média (SEM). A
analise estatistica dos resultados foi feita utilizando a andlise de varidncia (ANOVA)
seguido pelo teste de Bonferroni para permitir multiplas comparagdes no software
GraphPad Prism 5. Os valores de p < 0,05 foram considerados como estatisticamente

diferentes.
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Capitulo 4. Resultados



4.1. - Avaliacio da inibicao da actividade da aromatase

A inibic¢do da actividade da aromatase pelo exemestano foi avaliada em
microssomas da placenta humana por um ensaio radiométrico em que se determina a
agua tritiada libertada no meio de incubacdo apds degradacdo do substrato [1B-"H]
androstenediona pela aromatase durante o processo de aromatizacdo e producdo de
estrogénio.

Os resultados obtidos estdo representados como percentagem de inibi¢dao para as
concentracdes de 2 ¢ 5 uM, relativas ao ensaio na auséncia do inibidor (Tabela III). O
formestano (4-hidroxiandrostenediona), um dos mais potentes esterddes inibidores da
aromatase foi utilizado como composto de referéncia demonstrando uma capacidade de
inibicao de cerca de 98,7 + 0,25 %. Neste sistema o exemestano na concentra¢ao de 2
uM demonstra uma capacidade de inibi¢do de cerca de 77% e inibe fortemente a enzima
aromatase numa concentragdo de 5 uM para valores proximos do formestano (99 + 0,22
%). Este estudo permite a escolha de concentragdes favordveis para investigacdo

posterior da accdo do exemestano a nivel de culturas celulares da linha MCF-7aro.

Concentragéao Inibicao
Composto (LM) (%)
Formestano 0,5 98,7 + 0,25
Exemestano 2 77,2+15
Exemestano 5 99 + 0,22

Tabela III. Inibi¢do da actividade da aromatase a nivel dos compostos
exemestano ¢ formestano. Os resultados representam a média + desvio
padrdo de trés experiéncias realizadas em triplicado.
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4.2. - Estudos morfologicos

De forma a avaliar possiveis alteragdes morfologicas induzidas pelo
exemestano em células MCF-7aro, as células foram cultivadas na presenga de 1 nM de
testosterona e com ou sem o farmaco durante 3, 6 ¢ 9 dias. As células foram examinadas
através de trés metodologias: microscopia de contraste de fase, coloragdo de Giemsa e
coloragao de Hoechst. As células controlo, tratadas apenas com meio e testosterona (1
nM), ndo revelaram qualquer alteragdo morfologica durante os diferentes periodos de
incubagdo (figura 5, 7 e 9-A ¢ E; figura 6,8 e 10-A), bem como as células tratadas com
exemestano a 2,5 uM (dados ndo apresentados). Apds 3 dias de incubacdo com
diferentes concentragdes de exemestano, apenas para a concentragdo de 15 puM as
alteragdes morfologicas comecaram a ser evidentes (figura 5, 7 ¢ 9-D e H; figura 6, 8 e
10-D). Contudo, ap6s 6 ¢ 9 dias de tratamento com o exemestano, as cé¢lulas MCF-7aro
demonstraram alteracdes morfoldgicas mais acentuadas a medida que ocorre um
aumento das concentragdes (10-15 uM, figura 5, 7 ¢ 9-C, D, G e H; figura 6, 8 ¢ 10-C e
D). A ndo adesao das células a superficie de crescimento comegou a ser visivel aos 3
dias na concentracdo de 15 puM (figura 5-D). Foi ainda observada a formagdo de
projec¢cdes membranares blebs. Com o aumento do tempo de exposi¢do estes efeitos
comegaram a ser visiveis também a menores concentragdes (10 e 15 uM) (figura 7-C e
D; 9-C e D). Para as mesmas condicdes, a coloracao de Giemsa revelou para além de
uma reducdo do nimero de células, condensacdo da cromatina e o aparecimento de
pequenos vactolos (figura 5-H; 7-G e H; 9-G e H). Para a coloragdo de Hoechst,
verificou-se uma gradual condensacao de cromatina nuclear (identificada pela marcacao
mais intensa na microscopia de fluorescéncia) mais evidente a concentragdes elevadas
de exemestano (figura 6-D; 8-C e D; 10-C e D). Em algumas c¢lulas foi ainda visivel a
fragmentacdo da cromatina. Assim as principais alteragdes morfologicas como o
destacamento de células, a condensacdo e fragmentagdo da cromatina, sugerem um

efeito dependente da concentragdo e do tempo de exposicao.
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H.

Figura 5. Alteragoes morfologicas observadas por microscopia de contraste

de fase (A, B, C e D, 200x) e coloragdo de Giemsa (E, F, G e H, 400x) nas
células MCF-7aro tratadas durante 3 dias com diferentes concentragoes do

exemestano relativamente ao controlo com testosterona (T) (A e E). Células
ndo aderentes indicadas por () e condensagdo da cromatina por ).
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Figura 6. Altera¢des morfologicas observadas por coloragdo de Hoechst (A,

B, C e D, 400x) nas células MCF-7aro tratadas durante 3 dias com diferentes

concentragdes de exemestano relativamente ao controlo com testosterona (T)
(A). A fragmentagdo da cromatina ¢ indicada por ).

37



Figura 7. Alteragdes morfologicas observadas por microscopia de contraste
de fase (A, B, C e D, 200x) ¢ coloragdo de Giemsa (E, F, G e H, 400x) nas
células MCF-7aro tratadas durante 6 dias com diferentes concentra¢des de

exemestano relativamente ao controlo com testosterona (T) (A e E).

Células nio aderentes indicadas por (), e condensagdo de cromatina por-»).
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Figura 8. Altera¢Ges morfologicas observadas por coloragdo de Hoechst (A,

B, C e D, 400x) nas células MCF-7aro tratadas durante 6 diascom diferentes

concentragdes de exemestano relativamente ao controlo com testosterona (T)
(A). A fragmentacdo da cromatina ¢ indicada por ().
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Figura 9. Alteragoes morfoldgicas observadas por microscopia de contraste
de fase (A, B, C e D, 200x) ¢ coloragdo de Giemsa (E, F, G e H, 400x) nas
células MCF-7aro tratadas durante 9 dias com diferentes concentragoes do

exemestano relativamente ao controlo com testosterona (T) (A e E). Células

ndo aderentes indicadas por ), e condensacdo da cromatina por ).
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Figura 10. Alteragdes morfoldgicas observadas por coloragdo de Hoechst
(A, B, C e D, 400x) nas células MCF-7aro tratadas durante 9 dias com
diferentes concentragdes de exemestano relativamente ao controlo com
testosterona (T) (A). A fragmentagdo da cromatina é indicada por ).



4.3. - Analise da viabilidade e proliferacao celular

O efeito do exemestano na viabilidade celular foi avaliado pelos testes do MTT e
de libertagdo da enzima lactato desidrogenase LDH. Pela observacao da figura 11
relativa ao ensaio de MTT verifica-se um decréscimo na viabilidade celular, com o
aumento do periodo de incubag¢do, bem como com o aumento da concentracdo de
exemestano utilizada, tornando-se significativa a partir da concentragdo de 15 uM e de
10 e 15 uM apos 3, 6 e 9 dias de exposi¢do respectivamente. Demonstra-se assim, uma
dependéncia do tempo e da dose.

Uma outra informac¢ao que pode ser retirada dos graficos apresentados, diz respeito
a integridade da membrana celular das MCF-7aro expostas aos diferentes tratamentos,
que ¢ avaliada pelos niveis de actividade da LDH libertada ap6s lise da membrana
celular e consequentemente torna-se um dado indicativo da citotoxicidade do composto
exemestano (figura 12). O teste do LDH nao revelou para o tratamento com exemestano
qualquer efeito significativo na libertagdo da enzima LDH em relagdo as células tratadas
s6 com testosterona..

Para avaliar de uma forma mais directa o efeito do exemestano na proliferacao
celular, realizou-se o ensaio de incorporagdo de [H?]-timidina. Como é demonstrado
pela figura 13, as células MCF-7aro tratadas com diferentes concentragdes de
exemestano, revelam um perfil de inibi¢do da proliferacdo celular dependente do tempo
e da concentragado utilizada, em relagdo ao controlo, células tratadas com testosterona.
Assim, aos 3 dias de incubag¢ao com o exemestano, obtem-se 109,76 &+ 13,28 %, 85,26 +
11,81 %, 33,23 £17,31 % e 11,26 £ 0,71 %, e aos 6 dias de tratamento 87,75 + 8,62 %,
54,90 + 10,90 %, 16,84 £ 12,26 % e 3,69 £ 0,01 % de sintese de DNA para as
concentragdes de 2,5, 5, 10 e 15 uM de exemestano, respectivamente. Aos 9 dias de
incubagdo apenas se realizaram ensaios com as concentragdes de 2,5, 5 ¢ 10 uM, uma
vez que ja aos 6 dias de tratamento a concentracdo mais elevada (15 puM) apresentava
uma percentagem muito baixa de proliferacdo. Assim, as percentagens obtidas para os 9
dias com as concentragdes de 2,5, 5 e 10 uM sao, respectivamente, 70,54 + 6,84 %,

23,03 £2,06 % ¢ 0,75 £ 0,26 %.
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Figura 11. Alteragdes na viabilidade celular — MTT — na linha celular MCF-
7aro, com 3 a 9 dias de incubagdo com exemestano (2,5 — 15 yM). As
células tratadas com testosterona (T) sdo consideradas como o maximo da
viabilidade celular (100 %), representando o controlo. Os resultados s&o
expressos em média + SEM. As diferengas significativas, relativas ao
controlo, sdo conotadas como * (p < 0,05) e **(p <0,01).
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Figura 12. Alteracdes na libertagdo da enzima lactato desidrogenase na linha
celular MCF-7aro, com 3 a 9 dias de incubagdo com exemestano (2,5 — 15
uM). As células tratadas com testosterona (T) representam o controlo. Os

resultados s@o expressos em média = SEM das leituras Opticas, ndo
apresentando diferencas estatisticamente significativas em relagao a
testosterona (controlo).
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Figura 13. Alteragdes a nivel da proliferacdo celular (nivel de sintese de
DNA) na linha celular MCF-7aro, com 3 a 9 dias de incubacdo com
exemestano (2,5 — 15 yM). As células tratadas com testosterona (T) s@o
consideradas como o maximo da viabilidade celular (100 %), representando
o controlo. Os resultados sdo expressos em média £ SEM. As diferengas
significativas, relativas ao controlo, sdo conotadas como *** (p <0,001).
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4.4. - Analise do ciclo celular

Para analisar se o efeito antiproliferativo do exemestano se deve a uma influéncia
a nivel do ciclo celular, foi avaliado o conteudo de DNA por marcagdo com IP por
citometria de fluxo. Esta analise foi realizada a partir da aquisicdo de 20 000 células
dentro das regides R1 e R2, como apresentado na figura 14.

As células MCF-7aro que ndo foram sujeitas a qualquer tipo de tratamento
apresentam 88,77 + 1,74 % de células na fase G¢/G;, enquanto que nas MCF-7aro
tratadas com testosterona a percentagem de células retidas em Gy/G; ¢ de 70,49 + 0,72
%, indicando que a aromatase presente estd a converter a testosterona a estradiol e,
consequentemente a promover a proliferacao celular. As células MCF-7aro tratadas com
exemestano a 2,5, 5 e 10 uM apresentam um aumento da percentagem de células na fase
Go/G| comparativamente as células com testosterona. Este aumento ¢ acompanhado por
uma diminuicdo da percentagem de células na fase S e G,/M (figura 15; tabela IV) e

esta relacionado com concentragdes crescentes de exemestano.
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Figura 14. Regides delineadas para a analise do ciclo celular (R1 e R2).
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Figura 15. Efeito do exemestano no ciclo celular. As células MCF-7aro
foram tratadas com exemestano 2,5-10 uM (C-E) durante 3 dias, e sujeitas a
citometria de fluxo apds a marcagdo com iodeto de propideo (IP). Observa-
se que o exemestano induz uma retencdo do ciclo celular na fase Go/G; com
o aumento da concentragdo, comparativamente a testosterona. Os resultados
sdo representativos de duas experiéncias independentes.

Meio Testosterona (T) T +Exe 2,5 uM T+Exe5uM T +Exe 10 uyM
GG, 88,77+ 1,74 70,49+0,79 75,391 0,72 81,94+ 0,14 90,301 0,97
S 1,71+ 0,35 10,22 + 1,22 8,35+0,77 6,02 £0,54 2,3210,16
G/M 9,16+ 1,35 18,77+ 0,44 15,76 £ 1,47 11,67 £ 0,67 7,16 1,09

Tabela IV. Efeito do composto exemestano (2,5-10 uM) no ciclo celular. Os
resultados s8o expressos em média + SE das percentagens obtidas em cada
uma das fases do ciclo celular na linha celular MCF-7aro. Os resultados sdo
representativos de duas experiéncias independentes.



4.5. - Analise da morte celular

Como demonstrado pelos estudos morfoldgicos, o composto exemestano induz
alteragdes a nivel da morfologia das MCF-7aro, nomeadamente a condensacdo e
fragmentacdo da cromatina. Assim, e de forma a investigar o processo pelo qual o
composto exemestano induz morte celular, avaliou-se uma das alteragcdes que ocorrem
no inicio do processo apoptdtico, a exposicao de fosfatidilserina (PS) no folheto externo
da membrana citoplasmatica, através do kit Anexina V-PE por citometria de fluxo. Esta
analise foi realizada a partir da aquisi¢d@o de 10 000 células dentro da regido R1, como
apresentado pela figura 16.

As células foram duplamente marcadas com Anexina V-PE (liga-se a
fosfatidilserina) e com 7-AAD (marcador da viabilidade celular). Assim, através da
analise dos dados apresentados na tabela V, verifica-se um aumento progressivo na
percentagem de células apoptoticas, quer para os 3, quer para os 6 dias, com o aumento
da concentracao de exemestano. Este facto, torna-se mais evidente na concentragao de
10 uM, na qual aos 3 e 6 dias de incubagdo se verifica um aumento de 2 ¢ 3 vezes na
percentagem de células apoptdticas em relagdo ao controlo com testosterona,
respectivamente. Estes dados também sdao demonstrados pelos histogramas da figura 17,
onde se verifica um aumento de marcacao para a Anexina V-PE, indicando um aumento
de fosfatidilserina exposta nas c¢lulas tratadas com exemestano a 10 pM,
comparativamente as células tratadas com testosterona aos 6 dias de incubagao.

Estes dados sdo assim indicativos de um possivel processo de morte celular
programada mediado pelo exemestano, dependente do tempo e das concentragdes
utilizadas. No entanto, os dados apresentados para esta metodologia sdo apresentados
como dados preliminares. E por isso necessario a realizagdo de mais experiéncias para a

confirmagdo destes resultados.
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Figura 16. Regides delineadas para a analise da viabilidade celular e
apoptose (R1 e R2).
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Figura 17. Efeito do exemestano na morte celular por apoptose. As células
MCF-7aro foram expostas durante 3 (A) e 6 dias (B), e sujeitas a citometria
de fluxo ap6s a marcagdo Anexina V/7-AAD. Os dados apresentados sdo
referentes a concentragéo de 10 uM. Observa-se que o composto induz um
aumento do numero de células apoptéticas (Anexina V'/7-AAD’). Os
histogramas sdo representativas das janelas R1 e R2 referidos na figura 16.



A Meio Testosterona (T) T + Exemestano 2,5 uM T + Exemestano 5 uM T + Exemestano 10 uM
Anexina V-/7-AAD- 85,42 40,22 88,82+0,13 88,68 £ 0,56 87,71+£0,79 84,86 £ 0,77
Anexina V+/7-AAD- 8,79+ 0,69 4,92+0,19 7,38+ 0,94 7,77+1,10 9,79+ 0,34
Anexina V+/7-AAD+ 5,08 + 0,66 5,07+0,14 3,46 + 0,36 3,96 £ 0,23 4,85+0,41

B Meio Testosterona (T) T + Exemestano 2,5 uM T + Exemestano 5 yM T + Exemestano 10 uyM
Anexina V-/7-AAD- 86,42+ 1,68 93,02 £0,35 91,62 £ 0,22 88,85+ 1,58 85,74 £ 0,00
Anexina V+/7-AAD- 8,00 + 0,55 3,37+0,84 3,18+0,13 5,51+ 1,09 9,00 + 0,00
Anexina V+/7-AAD+ 5,27 + 1,04 3,22+ 0,36 4,36 £0,27 4,92+ 0,42 4,67 £0,00

Tabela V. Efeito do composto exemestano a nivel da morte celular em MCF-7aro. Observa-se
um aumento na percentagem de células Anexina V'/7-AAD", em relagio ao controlo de
testosterona, enquanto as percentagens de células Anexina V/7-AAD" e Anexina V'/7-AAD"
mantém-se estaveis para as diferentes concentragdes de exemestano. Os resultados sdo
expressos em média + SE das percentagens obtidas em cada um dos quadrantes dos dot-plots
apresentados na figura 16.
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Capitulo 5. Discussao e Conclusao



Sabe-se que o estrogénio estimula o crescimento de células cancerigenas que
expressam receptores de estrogénio por estimulacdo da progressao do ciclo celular. Este
estudo explora os efeitos in vitro do composto exemestano no crescimento celular de
MCF-7aro, na progressao do ciclo celular e na indu¢ao da morte celular. O modelo
utilizado, a linha celular de cancro da mama MCF-7aro, possui elevadas quantidades de
aromatase permitindo assim, o crescimento celular via a aromatizacdo da testosterona a
estradiol. De facto, o androgénio utilizado estimula significativamente o crescimento
das células MCF-7aro em concentragdes tdo baixas como 1 nM, a qual se encontra
dentro dos parametros fisiolégicos. No presente trabalho, demonstra-se que o
exemestano inibe eficientemente a enzima aromatase a nivel dos microssomas
placentarios, um sistema onde a aromatase esta directamente disponivel para a ac¢ao do
inibidor, podendo assim, explicar o facto do exemestano ja apresentar uma elevada taxa
de inibi¢do mesmo para a concentracdo de 2 pM. Recorrendo ao uso de um sistema
celular mais complexo, a linha celular MCF-7aro, o exemestano também demonstrou
inibir eficientemente a ac¢do proliferativa da testosterona, indicando que a aromatizagao
de androgénios com a producdo de E, ¢ responsavel pelo crescimento celular mediado
pela testosterona.

As concentragdes de exemestano utilizadas neste estudo, que provocam alteragdes
a nivel morfologico e celular, sdo superiores quando comparadas com as utilizadas no
sistema microssomal. Este facto pode ser, no entanto, explicado pela sobre-expressao da
enzima aromatase nas células MCF-7aro. Parece assim, ser necessario concentragdes
mais elevadas de exemestano, para que possa ser produzido um efeito observavel a nivel
das células tumorais. Cepa et al (2008-a,b) também comprovou que os compostos 3a e
4a (novos [As com alteracdes a nivel do anel A e D, em relagdo ao substrato natural, a
androstenediona) demonstravam ser menos eficientes na inibi¢do da aromatase em
c¢lulas MCF-7aro, provavelmente devido a sobre-expressao dos niveis de aromatase.

O efeito in vitro do composto exemestano revelou o aparecimento de alteragdes
morfologicas a nivel das células MCF-7aro, como blebs de membrana e condensagado e
fragmentacdo da cromatina, nas células expostas a concentragdes de 10 e 15 uM.
Verificou-se ainda um decréscimo da viabilidade celular dependente do tempo e da
concentragdo de exemestano utilizada. A capacidade de inibi¢cdo da proliferag¢do celular
induzida pelo exemestano ¢ muito marcada desde logo aos trés dias de incubagdo
verificando-se ainda um aumento com a progressdao do tratamento. Esta inibicao da

proliferagao celular, foi também acompanhada por uma retencao do ciclo celular na fase
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Go/Gj, sendo bloqueada a transi¢do da fase G/S, aos 3 dias de tratamento. Este efeito
torna-se ainda mais acentuado para a concentracdo de exemestano 10 uM, onde a ac¢do
da testosterona esta completamente comprometida. No entanto, ¢ uma vez que ainda
existe uma fraccdo percentual de células em fase S, e também de acordo com os
resultados do ensaio de incorporagio de [H’]-timidina, pode-se concluir que a
proliferacdo celular continua, numa escala inferior comparativamente as células tratadas
com testosterona.

A prevengao da entrada na fase S e G/M, foi também observada em células MCF-
7aro, quando sujeitas a tratamento hormonal com outros IAs, como o letrozol,
anastrozol e formestano, por outros investigadores (Truchet ef a/, 2000; Thiantanawat et
al, 2003). A acg¢ao do letrozol estava associada com a maior expressao de p53 e p21 e
diminui¢do da expressao de ciclina DI e c-myc.

Contudo, pensa-se que os mecanismos envolvidos na reducdo da proliferagdo e
crescimento celular em MCF-7aro, induzidos pelo tratamento com o exemestano, ndo
sejam apenas mediados por uma retencdo do ciclo celular, mas que também possam
estar envolvidos processos de morte celular. Alguns estudos indicam que tratamentos
anti-estrogénicos com o TAM (Mandlekar et al., 2001; Obrero et al., 2002; Siamak et
al., 2003), o fulvestrant (Lim et al., 2001), o letrozol ¢ o anastrozol (Thiantanawat et al.,
2003) induzem morte celular por apoptose em células de cancro da mama estrogénio-
dependentes. Assim, torna-se importante perceber os mecanismos associados a morte
celular como resultado do tratamento de células RE+ com IAs.

Quando os danos a nivel celular sdo acumulados de uma forma irreversivel, entao
as células mitdticas entram num dos processos celulares, de forma a evitar a
proliferagdo celular. Elas podem assim, reter permanentemente o ciclo celular, ou
alcancar programas de morte celular. A apoptose ¢ o programa de morte celular mais
bem descrito (Derectic et al, 2008; Vicencio et al, 2008).

Os resultados apresentam para além de alteragdes morfologicas tipicas de células
que em apoptose, um aumento da ligagdo da Anexina V, para os 3 e 6 dias de incubagao
com o exemestano, direccionando as nossas conclusdes para um possivel processo de
morte celular apoptdtico, pois a exposicdo de fosfatidilserina tem um papel chave na
distincdo de células apoptoticas. No entanto, apresentam-se apenas como dados
preliminares, sendo necessario um maior nimero de experiéncias de ligacao da Anexina

V-PE, de forma a confirmar o efeito observado.
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Evidenciando a apoptose como o possivel processo de morte celular pelo qual o
exemestano actua, torna-se entdo pertinente discutir os mecanismos celulares
envolvidos. Sabe-se que a linha celular MCF-7aro ndo possui caspase 3, como resultado
da delecao gendmica do gene casp-3 (Janicke et al, 1998). Neste caso, sendo as
caspases efectoras as de maior relevancia na execu¢do da apoptose, o exemestano
provavelmente induzird a activagdo de outras caspases, ja que as caspases iniciadoras
como a caspase-8 ou a caspase-9 podem activar as vias apoptdticas nao s através da
activacdo da caspase-3 mas também através da activacdo da caspase-7. De facto o
tamoxifeno e o letrozol induzem a activacdo de caspase-9 e caspase-7 em MCF-Ca
(Thiantanawat et al., 2003) e uma diminuicdo da expressdao de Bcl-2. Para se poder
avaliar a importancia da via mitocondrial neste processo, bem como a actuaciao das
caspases, ter-se-ia que avaliar a expressao de proteinas pro-apoptoéticas, alteragdes do
potencial de membrana (MMP), detec¢do da libertacao de citocromo ¢ da mitocondria e
a avaliagdo da actividade da caspase-9, a caspase iniciadora da via mitocondrial. Assim,
estudos a nivel da regulagdo da sinalizacdo da apoptose mediada por terapias
anticancerigenas, providenciam novos mecanismos de regulagdo da resposta das células
tumorais, podendo, inclusive, conduzir a identificacdo de novos alvos de intervencao
terapéutica e a resolu¢do dos processos celulares que levam ao aparecimento de
resisténcias.

Em suma, todos os resultados aqui apresentados bem como a avaliagdo de outros
[As por este laboratorio (Cepa et al, 2005;2008-a,b), permitem-nos sugerir a linha
celular de cancro da mama MCF-7aro como um modelo in vitro para a avaliacdo dos
efeitos de crescimento-inibicdo dos compostos utilizados na terapia, bem como para
elucidar mecanismos de morte e proliferagdo celular induzidos pelo tratamento
hormonal de células do cancro da mama, pois até ao momento, poucos foram os
trabalhos de investigagdo que se realizaram neste sentido, sobretudo no que respeita ao

inibidor exemestano, que presentemente ¢ utilizado na clinica.
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