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Resumo

A Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) é a neoplasia hematologica mais frequente em
criangas e pode afetar a linhagem B ou T de linfocitos, caracterizando-se pelo bloqueio da
diferenciagao e excessiva proliferacao de linfoblastos com deficiente producao de células
hematopoiéticas. A LLA tem origem, maioritariamente, na ocorréncia de alteragoes
cromossomicas sendo as translocagoes que envolvem o gene MLL as mais frequentes em
criangas com idade inferior a um ano e associadas a um prognostico desfavoravel. Apesar do
evento inicial ser uma destas altera¢oes, o estabelecimento do quadro da doenca da-se
devido a mutagoes secundarias em recetores ou outras proteinas com consequente
desregulagao de vias de sinalizagao intracelulares que contribuem para a continuidade da

proliferagao das células leucémicas.

Apesar do tratamento da LLA nos ultimos anos ter melhorado significativamente os
niveis de sobrevivéncia dos doentes, as percentagens de recaida e de insucesso obrigam
ainda a procura de alternativas terapéuticas. Torna-se necessario conhecer as alteragoes
citogenéticas e as vias desreguladas de forma a direcionar os farmacos e criar novas
estratégias terapéuticas mais eficazes. Uma das vias frequentemente alteradas em células de
LLA ¢é a via de sinalizagio do mTOR, o regulador central de processos como o crescimento,
proliferacao e sobrevivéncia das células. Um outro processo associado a atividade do mTOR
é a autofagia que tem sido estudada como possivel mecanismo de morte, apesar de em
alguns tipos de tumores estar assciada a resisténcia das células neoplasicas ao tratamento.
Assim, a inibicao da atividade do mTOR e a estimulagao da autofagia por ativagao de outros

alvos como a AMPK, podem ser sinergicamente eficazes na eliminagao das células de LLA.

Deste modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial terapéutico da
associagao entre um inibidor do mTOR (Sirolimus) e de um ativador da AMPK
(Metformina), em monoterapia e combinagao terapéutica, num modelo in vitro de LLA de
células precursoras B com a translocagao t(11;19)(q23;p13) que origina a proteina de fusao
MLL-ENL. As células foram incubadas na auséncia e na presenga do Sirolimus em
concentragoes entre 250 nM e |5 yM, da Metformina em concentragoes entre | mM e 7,5
mM e do Sirolimus associado a Metformina nas concentragoes de 250 nM e | mM,
respectivamente. Com recurso ao teste de exclusao do azul de tripano avaliou-se os efeitos
citotoxicos e citostaticos dos dois farmacos isoladamente e em associagao. A administragao

fracionada do Sirolimus permitiu ainda avaliar a influéncia do esquema de administragao
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deste farmaco. A morte celular foi avaliada por microscopia otica, apés coloragao de
esfregagos usando o método de May-Grinwald-Giemsa, e por Citometria de Fluxo (CF),
através da dupla marcagao com Anexina V e lodeto de Propideo. Foi também avaliada por
CF a activagao de caspases utilizando a sonda Apostat, o potencial de membrana com o JC-I,
bem como o ciclo celular com recurso ao lodeto de Propideo/RNase. De forma a verificar
se os farmacos induziam autofagia foi analisada por CF a expressao de LC3B, um marcador

do processo autofagico.

Os resultados mostram que o Sirolimus reduz a viabilidade e a proliferagao celular de
uma forma dependente do tempo e da dose. O ICs, do farmaco foi obtido apos 48h de
exposi¢ao sendo entre 7,5 pM e 10 pM. Além disso, os resultados sugerem que a
administragao diaria do farmaco é mais eficaz na reducao da viabilidade e da proliferagao
celular quando comparado com mesma dose total em administragao Unica. O Sirolimus
mostrou induzir morte celular por apoptose com ativagdo de caspases associada a
despolarizagao da membrana. A analise do ciclo celular confirma a atividade anti-proliferativa
do farmaco, uma vez que é observado um bloqueio na fase G¢/G,. Também se verificou um
aumento da LC3B dependente da dose que pode estar associado a morte celular. Por sua
vez, a Metformina mostrou também induzir uma reducgao da viabilidade e da proliferagao
celular. O ICs, deste farmaco foi obtido mais tardiamente, as 72h de exposicao, e esta entre
2,5 mM e 5 mM. A morte celular induzida pela Metformina foi sobretudo por apoptose com
activagao de caspases associada também a despolarizagao da membrana. A exposicao a
Metformina levou igualmente a um aumento da expressao da LC3B dependente da dose que

pode estar associado a morte celular.

Seria expectavel que a associagao entre o Sirolimus e a Metformina intensificasse a
atividade demonstrada por cada um dos farmacos individualmente especialmente em relagao
ao aumento da autofagia. No entanto, esta combinagao nao potenciou os seus efeitos.
Futuramente seria importante uma avaliagao mais profunda dos mecanismos subjacentes a
acao do Sirolimus e da Metformina em associagao, testar novos esquemas de administragao

e ainda novas doses dos farmacos.
Palavras chave:

e Leucemia Linfoblastica Aguda
e Sirolimus

e Metformina
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Abstract

Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL) is the most common type of cancer in
children and affects B or T Ilymphocyte lineage. It's characterized by the excessive
proliferation of lymphoblasts and impaired hematopoietic cell production. ALL occurrence is
mainly due to chromosomal alterations and MLL gene translocations are frequently in
children less than one year of age associated to an unfavorable prognosis. Although the initial
event is based on these changes, the leukemia establishment occurs due to secondary
changes in receptor or other proteins with consequent disruption of intracellular signaling

pathways that contribute to a sustained proliferation of leukemic cells.

Although treatment of ALL has significantly improved survival levels in recent years,
relapse rates and failure of therapy still require new therapeutic agents. It’s necessary to
know the cytogenetic changes and pathways deregulated in leukemic cells in order to direct
drug targeting and create new and more effective therapeutic strategies. One pathway
usually altered in ALL cells is the mTOR signaling pathway, the central controller processes
such as growth, proliferation and cell survival. Another process associated with mTOR
activity is autophagy and it has been studied as a possible mechanism of tumor cell death
although in some types of tumors this process contributes to treatment resistance. Thus,
inhibition of mTOR activity and autophagy stimulation through activation of targets like

AMPK may be synergistically effective elimination of ALL cells.

Thus, the main goal of this study was to evaluate the therapeutic potential of
association between a mTOR inhibitor (Sirolimus) and an AMPK activator (Metformin) as
adjuvant in in vitro models of B precursor cells ALL with the translocation t (I1; 19) (q23;
pl3) and MLL-ENL fusion protein. The cells were incubated in the absence and presence of
Sirolimus at a range of concentrations between 250 nM and 15 pyM, Metformin at
concentrations between | mM and 7,5 mM and Sirolimus associated with Metformin at
concentrations of 250 nM and | mM, respectively. Using the trypan blue exclusion test was
possible to construct dose-response curves that allowed the evaluation of cytotoxic and
cytostatic effects of that two agents individually and combinated. The administration of
Sirolimus in a fractionated wayallowed us to evaluate the influence of dose schedule on these
cells. Cell death was assessed by optical microscopy after May-Griinwald-Giemsa staining
and by flow cytometry Annexin V and Propidium lodide double staining. Also by flow
cytometry was measured caspase using the Apostat probe, membrane potential with JC-I as

well as cell cycle through the use of propidium iodide/RNase. In order to verify the
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autophagy induction it was analyzed LC3B expression, an autophagic marker, with the same

technique previously resfered.

The results show that Sirolimus reduced cell viability and proliferation of a time
and dose-dependent manner. The drug ICs, was obtained after 48 hours of exposure and it’s
a value between 7,5 pM and 10 pM. Furthermore, the results suggest a more effective daily
administration of the drug with a greater reduction of cell viability and proliferation
compared to the same total dose in a single administration. Sirolimus shown to induce cell
death through apoptosis with caspase activation associated to mitochondrial membrane
depolarization. The cell cycle analysis confirmed the antiproliferative activity of drug, since it
is observed a GO / GI phase block. There was also an increase of LC3 in a dose dependent
manner which can be associated to cell death. In turn, Metformin has also been shown to
induce a reduction in viability and cell proliferation. The drug ICs, was obtained later than
Sirolimus ICs, close to the 72 hours of exposure, and its value is between 2,5 mM and 5
mM. Metformin induces mainly apoptotic cell death with caspase activation also associated
with membrane depolarization. However, cell cycle analysis isn’t conclusive. Metformin
exposure has also led to a LC3 expression increase depending of dose which may can be

related to cell death.

It would be expected that Sirolimus and Metformin association produced an activity
improvement relatively to drugs effects individually, especially in autophagy induction.
However, this combination did not showed to potentiate their effects. In future it would be
important a further evaluation of Sirolimus and Metformin underlying mechanisms of action

and test several administration schedules and new drug dosages.

Key words:

e Acute Lymphoblastic Leukemia
e Sirolimus

e Metformin
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|. Introducao

I.1. Sistemma Hematopoiético

As células estaminais hematopoiéticas (CEHs) tém nao s6 a capacidade de se
diferenciarem em qualquer tipo de célula sanguinea, tanto da linhagem mieléide como da
linhagem linfoide, mas também de originar outras células estaminais idénticas por
autorrenovagao (l). Estas células indiferenciadas apresentam baixa atividade metabolica e
auséncia de marcadores especificos de uma linhagem (1). A maior parte das CEHs estao num
estado de quiescéncia no seu microambiente (nicho), isto é, mantém-se na fase GO/GI do
ciclo celular num estado indiferenciado o que contribui para que, em condigoes de
homeostase, o seu numero se mantenha relativamente constante e para uma rapida
progressao no ciclo celular perante estimulos de diferenciagao. O nicho é o ambiente em
que estas células se encontram e que ajuda a controlar a sua sobrevivéncia, capacidade de

renovacgao e diferenciagao (2)(3).

As CEHs sao altamente reguladas ao longo de toda a vida de um individuo,
permitindo uma produgao sustentada de todas as linhagens celulares sanguineas tanto em
condigoes fisiologicas normais como em estados patoldgicos. Estas regulam o turnover de
eritrocitos, plaquetas e células do sistema imunitario (leucocitos e linfocitos). A mudanga de
um estado de multipoténcia para um estado diferenciado envolve uma série de passos e
alteragoes da expressio de genes. Esta progressao é regulada por diferentes fatores de
transcrigao cuja fungao é controlar o nivel e o nimero de divisdes das células progenitoras,
podendo atuar em passos iniciais do comprometimento celular ou mais tardiamente na
diferenciagao completa das células. A auséncia de fatores que promovam a diferenciacao das
células culmina na apoptose das mesmas (2)(4). A CEH apresenta uma divisao assimétrica,
isto &, gera duas células filhas nao idénticas em que uma delas conserva a sua identidade de
célula estaminal enquanto a outra se torna numa célula mais diferenciada, a célula
progenitora multipotente (CPM) (2). A hematopoiese ocorre na medula 6ssea, no entanto,
algumas células adquirem a sua forma madura noutros tecidos, como os linfécitos T, cuja
diferenciagao ocorre no timo, e os mondcitos, que ao chegarem aos tecidos através da

corrente sanguinea adquirem a forma de macréfagos. (5).

Como se pode observar na Figura |, a CEH origina a célula progenitora multipotente
que, por sua vez, se divide em células progenitoras multipotentes ou em células progenitoras

comprometidas que se tornam progressivamente especializadas até originarem as células



sanguineas maduras e diferenciadas. No decorrer deste processo de diferenciagao celular,
denominado hematopoiese, ocorre perda de capacidade proliferativa e aumento da
propensao para morte celular por apoptose (3)(5). O primeiro passo de diferenciagao ¢é o
comprometimento celular com a linhagem linféide ou com a linhagem mieloide (5). Os
progenitores multipotentes originam células progenitoras oligopotentes que podem ser
progenitores linféides comuns (PLC) ou mieldides (PMC) cujo nivel de diferenciagcao é maior
e a capacidade proliferativa mais limitada (3). As células progenitoras mieldides evoluem para
megacariocitos (originam plaquetas), eritrocitos, granuldcitos, monocitos/macréfagos e
células dendriticas. Por outro lado, as células progenitoras linfoides dao origem a linfocitos

T, linfocitos B, células Natural-Killer e também células dendriticas (3).

Célula NK
Progenitor .
comum linfoide _{

Precursor MO . Linfocito T

NK/Linfocitos T

. Linfocito B
om® o
® =2, Macrofago
°0°8
O F— @ Mondcito CJ
@ ® Progenitor Progenitor ) Célula
multipotente macréfago/célula dendritica
célula dendritica
oo o ]
Estaminal a e Neutrofilo

— &) —
Progenitor
macréfago/
granuldcito L

Multipotente

-

Eosindfilo

- (@ Progenitor
comum mieldide

r

-

’ Plaquetas
— (@ Megacaridcito
Progenitor ® — Eritrécito

megacariocito/eritroide

Eritroblasto

Célula Estaminal Células Progenitoras Comprometidas Células Diferenciadas

Figura |- Esquema da Hematopoiese. As células estaminais dividem-se para originar novas células
estaminais multipotentes ou células progenitoras comprometidas que sao limitadas quanto ao niumero de
divisdes antes de originarem células sanguineas maduras. As células progenitoras tornam-se progressivamente
mais especializadas nos tipos de células as quais dardo origem como se observa no esquema. [Adaptado de
Molecular Biology of the cell (2015) (5)]

Quanto menor o numero de vezes que uma CEH tem de se dividir, menor é o risco
de ocorréncia de mutagdes que podem originar clones persistentes de células mutantes no
organismo e originar situagoes patologicas. Por exemplo, mutagoes que causem a produgao
excessiva de proteinas inibidoras da apoptose como a BCL-2 ou de proteinas envolvidas na
proliferacao celular, estio na base da manuten¢io da capacidade de divisao celular e da

origem de leucemias (4).



1.2. Desenvolvimento de células B

As diferentes populagoes de células hematopoiéticas apresentam perfis de expressao
de genes especificos (6). Durante a diferenciacao da linhagem linféide B, as células
progenitoras linféides que originam as células B passam pelas fases de pro-linfocito B [inicial
(pre-pro-linfocito B) e tardia], pre-linfécito B (precursoras B) e linfoécito B imaturo,
adquirindo a sua forma madura na corrente sanguinea (6)(7). Durante este processo, os
recetores de antigénios (imunoglobulinas) e marcadores presentes a superficie das células
mudam de acordo com a fase de desenvolvimento em que estas se encontram (6). Assim, as
células iniciais da linfopoiese B expressam a superficie CD34'CD19"CDI10". As células pro-B
retém a expressaio dos marcadores CD34 e CDIO e expressam também CDI9
(CD34°CDI19'CDI0"), ja a expressio de CD34 cessa na transicio para a fase pre-B
(CD34°CDI19°CDI10") (6)(7).

Varios fatores de transcricao foram ja identificados como necessarios para o
comprometimento e desenvolvimento das células de linhagem B, nomeadamente o PU.I,
E2A, EBFI e PAXS, sendo a expressao destes fatores de transcrigao variavel ao longo das
varias fases do desenvolvimento das células B (3). Por exemplo, a expressaio do Pax5
promove o comprometimento de células progenitoras que expressem E2A e EBF com a
linhagem B sendo a sua expressao limitada as células iniciais, onde antagoniza a expressao do
NOTCHI e impede o comprometimento com a linhagem T (8). A evolugao das células B

pode ser observada na Figura 2.

Células
pro-B
iniciais

Célulax
pro-B
tardias

ﬂlulas

pre-B

Células B
imaturas

CLP ) =>|

Marcadores CD10* CD34¢ CD34*CD10* CD38+  CD19*CD10* CO38*  CD10*CD19*CD20*  CD10* CD19*
CD45RA" Fit3* ckite C034*CD127*CD24*  CD40* CD127* CO24*  CD20* CD21*
CD34* CO127+ CD43+ CD45* chitiow CD43" ckitr CD40* CD24mn
CD38M» CO124¢
CD127* ckit'
Fatores de FOXO1 Pax5, EBF, E2A, PU.1  Pax5, EBF, E2A Pax5, EBF, E2A, Oct2  Pax5, EBF, E2A,
Transcrigao QOct2
Expressdo Ig Nenhum Nenhum Nenhum Cadeiapempre-  |gM
superficie BCR

Figura 2- Estados iniciais do desenvolvimento de células B. Ig, imunoglobulina; Pax5, paired box gene 5;
EBF, early B cell factor 1; OCT?2, octamer transcription factor 2; FOXOI, forkhead box protein O 1. [Adaptado de An
Overview of B Cells — from Discovery to Therapy (2016) (9)]
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1.3. Leucemia Linfoblastica Aguda

A Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) é uma doenga agressiva que pode afetar
linfocitos B ou T e caracteriza-se pela acumulagao de linfoblastos (células precursoras de
linfocitos indiferenciadas) na medula 6ssea ou orgaos linfoides. A instalagdo da doenga é
ripida e apresenta sinais e sintomas associados a faléncia medular. E o subtipo de leucemia
mais incidente em criangas (75-80%), principalmente nas criangas com idade inferior a 10

anos, sendo mais rara em adultos (10).

De uma forma geral, os doentes com LLA apresentam sintomas resultantes da
insuficiéncia hematopoiética que se reflete na contagem de células sanguineas. Quando ha
suspeita de LLA devem recolher e analisar-se as células da medula 6ssea. O diagnostico

diferencial passa pela analise citologica (morfologia), imunofenotipica e citogenética ().

1.3.1. Epidemiologia e Etiologia

A LLA atinge principalmente pessoas com idade inferior a 20 anos, com um pico de
ocorréncia entre os 2 e os 5 anos de idade, apds o qual ha um declinio continuo da
incidéncia. Em individuos com mais de 50 anos a incidéncia volta a aumentar atingindo um
novo pico perto dos 80 anos. O desenvolvimento de LLA em criangas com idade inferior a
um ano esta associado a um pior prognostico. A doenga desenvolve-se com maior
frequéncia em individuos do sexo masculino (I 1) e a sua incidéncia varia também com a raga
e etnia afetando frequentemente, por ordem crescente, individuos de raga negra,
caucasianos e hispanicos (12). Nos Estados Unidos a incidéncia da LLA é cerca de 30 casos

por cada milhao de pessoas (I1).

A predisposicao e suscetibilidade genética para o aparecimento da LLA prendem-se
com a presenca de alterages genéticas hereditarias (<5%), a ocorréncia de translocagoes,
dele¢bes ou outras alteragcoes cromossdémicas, a coexisténcia de Sindrome de Down
(trissomia 21) e alguns polimorfismos em genes envolvidos no metabolismo, resposta
imunoldgica e reparagao do DNA (13). Muitas das mutagoes ligadas ao processo leucémico
ocorrem em genes que regulam a diferenciagao das células B e T (lI). A maioria dos
eventos que originam leucemias agudas em criangas ocorre, provavelmente, no feto num
periodo pré-natal (antes do nascimento) sendo o elevado risco de aparecimento desta

doenga associado a alteragoes genéticas, como referido (13).
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Além dos fatores genéticos, existem também fatores ambientais que contribuem para
o desenvolvimento da LLA. No entanto, isoladamente, estes fatores de risco contribuem
para uma minoria dos casos estando normalmente associados a preexisténcia de fatores
genéticos (1 1). Entre os fatores ambientais associados ao desenvolvimento de LLA podem
salientar-se a radiagao ionizante (por exemplo a exposi¢ao a raios-X no primeiro trimestre
de gravidez) assim como os agentes quimicos e citotdoxicos (como pesticidas, benzeno,
poluentes ou contaminantes, entre outros). Por outro lado, os habitos tabagicos e de
consumo de alcool dos pais podem também contribuir para o desenvolvimento de LLA.
Estes estilos de vida podem lesar o DNA das células germinativas induzindo por exemplo
mutagoes na espermatogénese ou malformagoes no feto, que podem contribuir para o
desenvolvimento de alguns casos. Por fim, a resposta a infegoes apresenta um papel crucial
no desenvolvimento de erros genéticos devido ao excesso de proliferacio de células

imunitarias principalmente em criangas que desenvolvem LLA-CPB (13).

1.3.2. Classificacdo

A Organizagao Mundial de Saude (OMS) define a LLA em conjunto com o Linfoma
Linfoblastico Agudo, agrupando estas patologias de acordo com as células de origem (14). A
utilizagao de anticorpos na identificagao dos marcadores a superficie dos linfoblastos permite
distinguir a LLA de linfocitos B (LLA-B) ou LLA de linfocitos T (LLA-T) podendo as
leucemias de células B ser de células precursoras B (LLA-CPB pro-B ou pre-B) ou células
maduras (LLA-B) (I). As LLA-B sao subclassificadas de acordo com as alteragoes
citogenéticas presentes (cromossomas e/ou genes afetados) segundo a Tabela | (14). As
principais alteragoes observadas sao translocagbes cromossomicas que resultam na
formacao de genes que passam a codificar oncoproteinas e na perda ou ganho de

cromossomas (poliploidias) (15).



Tabela I-Classificacao da Leucemia Linfoblastica Aguda pela OMS

Classificacao da Leucemia Lintoblastica Aguda pela OMS

Neoplasias de precursores linfoides

Leucemia (/Linfoma) Linfoblasctica de células B, néo especificada
Leucemia (/Linfoma) Linfoblasctica de células B com alteragdes genéticas
Leucemia (/Linfoma) Linfoblésctica de células B com 1(9;22)(q34;q11.2); BCR-ABL
Leucemia (/Linfoma) Linfoblasctica de células B com t(v;11q23); rearranjos do MLL
Leucemia (/Linfoma) Linfoblasctica de células B com {(12:21)(p13,q922); TEL-AML1 (ETV6-RUNX1)
Leucemia (/Linfoma) Linfoblasctica de células B com hiperploidia
Leucemia (/Linfoma) Linfoblasctica de células B com hipoploidia (hipoploidia ALL)
Leucemia (/Linfoma) Linfoblasctica de células B com t(5;14)(q31:q32); IL3-IGH
Leucemia (/Linfoma) Linfoblasctica de células B com 1(1;19)(q23;p13.3); E2A-PBX1 (TCF3-PBX1)

Leucemia (/Linfoma) Linfoblasctica de células T

Tabela I- Classificacao da Leucemia Linfoblastica Aguda pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS). [Adaptado de The World Health Organization (WHO) classification of tumors of the hematopoietic and
lymphoid tissues: An overview with emphasis on the myeloid neoplasms (2010) (14)]

A sequéncia de eventos associada ao surgimento da LLA-CPB esta presente na Figura
3. As alteragoes iniciais, normalmente cromossomicas, que ocorrem nos progenitores
linféides de células B, associadas a predisposicao genética dos individuos constituem o
evento inicial no despontar da doenga. Na sequéncia destes eventos ocorrem alteragoes
secundarias que contribuem para uma interrupgao no desenvolvimento da linhagem linféide
(B ou T) e para a perturbagao das vias intracelulares, resultando na proliferacao
descontrolada das células precursoras B e na manifestagao clinica da leucemia (1)(I1).
Aquando o diagnostico da LLA, as células apresentam-se sob a forma clones heterogéneos
que sao eliminados, na sua maioria, durante o tratamento. No entanto, células com
mutagoes que as tornam resistentes podem subsistir e ser responsaveis pela recaida dos

doentes (11).

Exceto em criangas com alteragoes do MLL (mixed lineage leucemia) que normalmente
necessitam apenas de uma Unica mutagao inicial para iniciar o processo leucémico, todos os
outros subtipos de LLA em criangas ocorrem devido a uma série de eventos genéticos nas

células em que houve uma mutagao principiante, frequentemente in utero ().
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Figura 3 - Patogénese da LLA de células precursoras B. [Adaptado de Postegraduate Haematology (2016)

(O]

1.3.2.1. Translocacées do MLL

As alteragoes que envolvem a zona cromossomica |1q23 sao caracteristicas de uma
grande variedade de doengas hematoldgicas incluindo a LLA-CPB, a LLA-T, a Leucemia
Mieldide Aguda (LMA) e a sindrome mielodisplasica (SMD) (15)(16). Um dos principais genes
afetados pelas alteragoes cromossomicas 11923 é o gene MLL (15). As translocagdoes que
envolvem o gene MLL sao particularmente comuns em criangas com idade inferior a um ano,
representando 75% dos casos de LLA nestas idades (10). Além da idade, a exposicao a
agentes quimicos, particularmente inibidores da Topoisomerase Il, esta também ligada ao
desenvolvimento de LLA por translocagoes cromossémicas do gene MLL (10). Os rearranjos
do MLL, uma idade inferior a 6 meses e uma contagem de leucécitos superior a 300x 10’

células por Litro estao associados a um progndstico desfavoravel da doenga (17).

A proteina codificada pelo gene MLL participa numa das principais modificagoes
epigenéticas da cromatina, a metilagado das histonas. Esta proteina é uma histona
metiltransferase pertencente a familia H3K4 (histona 3, lisina 4) que torna o DNA acessivel e
passivel de transcricao permitindo a expressao génica, a proliferacao e a diferenciagao
celular. A sua atividade € crucial para ativar genes Homebox (Hox), importantes em processos
como a embriogénese, hematopoiese e neurogénese. As alteragoes do gene MLL

condicionam as suas fungoes normais associadas a cromatina (18).



O gene MLL pode fundir-se com mais de 100 genes parceiros diferentes. Esses genes
sao conhecidos como TPGs, do inglés translocation partner genes, e apos fusao com a porgao
terminal 5’ do gene MLL originam genes de fusao que codificam diferentes proteinas de fusao
(19)(20). As translocagoes do MLL mais frequentes em leucemias agudas sao:
t(11;19)(q23;p13.3) envolvendo o gene MLLT| (ENL); t(4;11)(q21;923) o gene MLLT2 (AF4);
t(9;11)(p22;923) o gene MLLT3 (AF9); t(6;11)(q27;923) o gene MLLT4 (AF6); e
t(10;11)(p12;923) o gene MLLTIO (AFI0) (19). As translocagcoes mais frequentes do MLL
ocorrem com genes que expressam proteinas nucleares como a AF4, AF9, ENL e AFI0, que
atuam em complexos proteicos necessarios para que a elongagao pela RNA Polimerase Il na
fase de transcricao ocorra (20). Estes TPGs representam cerca de 85% dos rearranjos do
MLL (19). Por exemplo, a proteina ENL (eleven-nineteen-leukemia) interage com a AF4 e
também com a AFI0 (21). O complexo formado pela ENL, por estas proteinas e ainda pelo
pTEF (positive transcription elongation factor) que fosforila o dominio C-terminal da RNA
Polimerase Il, recruta e interage com a proteina DOTIL (DOTI-like histone H3K79
methyltransferase) que, por sua vez promove a metilagio da H3K79 (lisina 79, histona 3)
necessaria para que a enzima RNA Polimerase Il possa aceder ao DNA e iniciar o passo da

elongacao da transcrigao (22).

A proteina de fusao MLL-ENL insere-se no conjunto das trés fusdes mais comuns em
leucemias que envolvem o MLL juntamente com a MLL-AF4 e a MLL-AF9. Esta é codificada
pelo gene de fusaio MLL-ENL resultante da translocagao t(l1;19) e inibe a diferenciacao
hematopoiética bloqueando os passos iniciais da maturagao das células (21)(23). A MLL-ENL
uma vez que estimula de forma anémala a formagao do complexo proteico que promove a
elongacao e posterior transcrigao exacerbada de genes alvo, os genes Hoxa7, Hoxa9 e Meis|
(Meis Homeobox [), medeia assim a transformagao das células e o inicio do processo

leucémico (22)(24).

1.4. Vias de sinalizacdo alteradas em LLA

As translocagoes do gene MLL sio muitas vezes suficientes para desencadear o
processo de transformagao maligna e desenvolvimento de LLA. No entanto, em alguns
casos, observa-se a presenga de mutagoes adicionais. As mutagoes nos genes que codificam
o FLT3 (fms-related tyrosine kinase 3) e a proteina RAS (rat sarcoma) sao descritas como
alteragoes adicionais nas LLA-CPB com translocagoes do MLL (25). Outra alteragao que se

pode verificar em LLA com alteragoes do MLL é desregulagao do recetor tirosina cinase
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EPHA7 que resulta fosforilagao da proteina cinase ERK (extracellular signal-regulated kinase) e

desregulagao da via em que esta intervém (MAPK (mitogen activated protein kinases)/ERK) (26).

1.4.1. FLT3

O FLT3 é um recetor tirosina cinase com um dominio transmembranar que esta
presente nas CEHs e portanto é importante para a hematopoiese, proliferagio e
diferenciagao especialmente de células B linfoides (27). Este gene encontra-se desregulado na
LLA e mutagoes no FLT3 contribuem para a sua fosforilagio e atividade continua e,
consequentemente, para o processo leucémico e para decisdes celulares que induzem a

expansao das células neoplasicas (28)(29)(30).

A ativagao constitutiva do FLT3 é um dos principais eventos secundarios associados a
transformagao das células precursoras de linfocitos B com alteragoes do MLL, em particular
em subtipos com proteinas de fusaio MLL-AF4 e MLL-ENL (28). Apesar de nao ser por si um
evento determinante para o surgimento da leucemia, contribui para as caracteristicas
proliferativas das células (19). A estimulagao do FLT3 resulta na ativagao de varias vias de
sinalizagao celular a jusante, nomeadamente das vias MAPK/ERK e PI3K/AKT, e envolve a
ativagao de diversas proteinas como por exemplo a STAT5a (signal transducer and activator of

transcription 5) (27).

A estimulagao da via PI3K (Phosphatidylinositol 3-kinase)/Akt (protein kinase B) vai
potenciar todos os processos regulados pelo mTOR e contribuir para a continua
proliferacao e sobrevivéncia das células (31) assim como a via MAPK/ERK (32). Deste modo,
a ativacao continua destas vias pelo FLT3 tera efeitos na proliferagao e sobrevivéncia das

células (27).

1.4.2. RAS

As proteinas da familia RAS, como H-, K- e N-RAS, sao importantes GTPases que
iniciam e ativam varias vias de sinalizacdo celular, nomeadamente as vias PI3K/AKT e
MAPK/ERK. Como resultado é ativada a transcricao de genes envolvidos no controlo de
processos celulares como o crescimento, progressao do ciclo celular, diferenciagao e

apoptose (32).
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As mutagoes na proteina, principalmente na isoforma K-RAS, sao muito frequentes
em LLA-CPB especialmente com rearranjos do MLL contribuindo para a manutengao do
processo leucémico. As alteragoes das proteinas RAS ativam constitutivamente as vias por
elas reguladas como sao as vias MAPK/ERK e PI3K/Akt potenciando o crescimento,
proliferacao e sobrevivéncia das células (33)(34). A via de sinalizagao RAS-PI3K encontra-se

ativa em cerca de metade dos casos de LLA (35).

1.4.3. mTOR

Como ja foi descrito anteriormente neste trabalho, as mutagoes principalmente do
recetor FLT3 e das proteinas RAS contribuem para a manutengao da proliferagao das células
de pre-B de LLA com alteragoes do MLL pois ativam constitutivamente vias intracelulares
como a via PI3K/Akt e a MAPK/ERK. A sinalizagao desencadeada por estas duas vias atua

sobre a principal entidade controladora do crescimento celular: o mTOR (31)(32).

O mTOR é uma unidade enzimatica que engloba dois complexos multiproteicos
principais, o mTORCI (mTOR complex ) e o mTORC2 (mTOR complex 2) em que a
subunidade catalitica comum aos dois complexos é o mMTOR. O mTORCI ¢ altamente
sensivel a Rapamicina (ou Sirolimus) e contém uma proteina reguladora associada

denominada RAPTOR. J4 o mTORC2 possui uma porgao proteica insensivel a Rapamicina

chamada RICTOR (31).

O mTORCI quando ativado atua sobre substratos intracelulares como o S6KI (56
kinase ) e o 4E-BP| (4E binding protein ). A fosforilagao e ativagao da S6K| e a fosforilagao
e inativagao do repressor da translagio de mRNA 4E-BP| contribuem para a progressao do
ciclo celular, para sintese proteica e para a proliferagao celular (36). O mTORC2 é
responsavel por ativar substratos como SGKI (serum/glucocorticoid regulated kinase) (37),
algumas isoformas da PKC (protein kinase C) e a Akt (38), desempenhando fungdes na

proliferacao e diferenciagao celular assim como na organizagao do citosesqueleto (31).

A Figura 4 esquematiza a via de sinalizagdo do mTOR e das vias que regulam a sua
atividade. A via PI3K/AKT é a principal via reguladora da atividade do mTOR (mammalian
target of rapamycin). Esta via é ativada a montante por meio de recetores tirosina cinase
como o FLT3 ou o recetor do IGF-I (insulin growth factor |) que sao ativados por fatores de

crescimento, hormonas, mutagoes, entre outros (39). Apos a ativagao do recetor de tirosina
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cinase, a enzima PI3KI é recrutada para a membrana citoplasmatica da célula onde, uma vez
ativada, converte o lipido PIP2 presente na membrana em PIP3. A acumulagao deste segundo
mensageiro recruta PDKI e AKT, ocorrendo, desta forma, fosforilagago da AKT mediada
pela PDKI1 (40). A AKT ativada, por sua vez, inibe a formagao do complexo TSCI/TSC2
(tuberous sclerosis complex 1/2) permitindo a ativagdo do mTORCI e da atividade dos seus
substratos S6K| e 4E-BPI (41). O complexo TSCI/TSC2 parece, por um lado, inibir o
mTORCI e por outro ativar o mTORC2 (42).

Além da via PI3BK/AKT também a via MAPK/ERK controla a atividade do mTOR e dos
seus substratos. Esta via é igualmente ativada por fatores de crescimento que atuam sobre
os recetores tirosina cinase da membrana e iniciam uma cascata de sinalizagao que resulta na
transcricao de genes envolvidos no controlo do crescimento, progressao do ciclo celular,
diferenciagao e apoptose (31)(32). Perante um estimulo extracelular, as proteinas RAS sao
ativadas. Estas apresentam afinidade para um elevado numero de proteinas efetoras.
Comegam por recrutar e ativar isoformas da proteina RAF que da continuidade a cascata de
sinalizagao fosforilando e ativando as proteinas MAPK MEK /2 que, por sua vez, fosforilam e
ativam as proteinas ERK1/2 (43). As proteinas ERK1/2 atuam sobre multiplos substratos a
nivel citoplasmatico, entre os quais proteinas da familia RSK (ribossomal Sé kinase), proteinas
MnK1/2, e a nivel nuclear como fatores de transcricao, que estao, no seu conjunto,
envolvidos em diversos processos celulares como a proliferagao celular, diferenciagao,
sobrevivéncia, entre outros (32). As proteinas ERK tém a capacidade de fosforilar a proteina
TSC2 pelo que inibem a existéncia do complexo TSCI/TSC2 (tuberous sclerosis complex 1/2)
(44). Como foi ja descrito anteriormente, a consequéncia da disrup¢ao do complexo

TSCI/TSC2 é a ativagao do mTOR.

Além das fungdes relacionadas com o crescimento e proliferagio das células, o
mTOR pode ainda regular o processo autofagico por fosforilagao e consequente inativagao

do complexo ULK (Unc-5 I-like kinase) inibindo a cascata de sinalizagao da autofagia (46).
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Figura 4 - Representacdao esquematica da sinalizacio do mTOR. [Adaptado de International
Institute of Molecular and Cell Biology in Warsaw. Laboratory of Molecular and Cellular Neurobiology:
Jaworski Laboratory (45)]

Além das fungoes relacionadas com o crescimento e proliferacao das células, o
mTOR pode ainda regular o processo autofagico por fosforilagio e consequente inativagao

do complexo ULK (Unc-5 I-like kinase) inibindo a cascata de sinalizagao da autofagia (46).

A autofagia é o processo pelo qual os componentes celulares sao degradados por
uma via enzimatica lisossomal providenciando as células aminoacidos essenciais, nucleotidos
e acidos gordos. Este processo permite as células sobreviver produzindo energia e
macromoléculas em condi¢oes energéticas e nutricionais desfavoraveis. Por outro lado,
permite a eliminagcdo de organelos e proteinas disfuncionais. No entanto, se o processo
autofagico se prolongar e comprometer o funcionamento normal das células, pode culminar

na ativagao de vias de morte celular (47).

A inibicao do mTOR induz a ativagao da proteina ULK (46) conduzindo a fosforilagao
da Beclin-1 que forma um complexo proteico com a Vps34 e outras proteinas da classe Il
PI3K, intervindo na formagao do pre-autofagossoma (48)(49). Estas estruturas dao origem
aos autofagossomas, como se pode observar na Figura 5, que sao vacuolos que sequestram
os conteudos citoplasmaticos sendo estes degradados apds a fusao com lisossomas, isto &,
nos autolisossomas (47). Proteinas da familia ATG (autophagy related genes) dao continuidade
a formagao do autofagossoma (alongamento da membrana). A ligagao covalente entre a
ATGI2 e a ATGS forma o complexo ATG12-ATGS. Por sua vez, a proteina ATGI6 liga-se
nao covalentemente a ATGS, estabilizando o complexo e permitindo a sua incorporagao na
membrana do autofagossoma. O complexo ATGI2-ATG5/ATGI16 faz parte da membrana

dos autofagossomas e contribui para o seu alongamento (50). A proteina ATGS, altamente
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conservada em leveduras, tem proteinas homodlogas nos mamiferos, pertencentes as
subfamilias de proteinas LC3 (light chain 3) e GABARAP (51). Uma segunda reagao que
envolve a formagao da membrana do autofagossoma envolve a proteina LC3. A forma
solivel da LC3, a LC3-l, é conjugada com a fofatidiletanolamina (PE), passando a forma de
LC3-Il que é a forma lipidica desta proteina (ATG8-PE) que integra as membranas interna e
externa do autofagossoma (47)(52). As proteinas da familia GABARAP atuam mais
tardiamente, possivelmente no encerramento da membrana dos autofagossomas e fusao com

os lisossomas para formagao de autolisossomas (51).

PEQ@ ATG4

>
Lcs- @ «—— @pLC3
ATG7° ATG7 .l

l LC3-lI

AtGs-12 @D 2 M:“""
ATG16 .K == "
. Proteinas
ATG7
Lisossoma

Autofagossoma

Figura 5 - Representacdo esquematica da formacdo dos autofagossomas. A LC3 é clivada pela ATG4
resultando na LC3-I. A ATG7 promove a conjugagao da ATG5 com a ATGI2 e participa na conjugacao da PE
com a LC3-l convertendo-a em LC3-ll. A LC3-ll medeia a elongagio da membrana do autofagossoma,
[Adaptado de Impaired autophagy, chaperone expression, and protein synthesis in response to critical illness interventions in
porcine skeletal muscle (2013) (53)]

1.5. Tratamento

Existem varios protocolos aprovados internacionalmente para o tratamento de LLA
que se baseiam em diferentes esquemas terapéuticos (17). De uma forma geral, o
tratamento engloba 4 fases: indugao (o objetivo primario é restaurar a hematopoiese
normal), consolidagao (tratamento direcionado ao Sistema Nervoso Central (SNC) cujo

objetivo é evitar a reincidéncia e diminuir a doenga residual minima), reindugao e
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manutengao (decorre durante um periodo de tempo de 2 ou mais anos). Cada fase do

tratamento tem diferentes duragoes e combinag¢oes farmacoldgicas (17)(54).

Os esquemas terapéuticos da LLA incluem farmacos glucocorticéides (Prednisona ou
Dexametasona), Asparaginase, Vincristina e Ciclofosfamida que podem ser administrados nas
diferentes fases do tratamento. A administracao do farmaco Metotrexato (MTX) é feita
normalmente via intratecal na fase de consolidagao ou com a 6-mercaptopurina (6-MP) e a
Citarabina (doentes com LLA com rearranjos do MLL normalmente sao sensiveis a este
farmaco) (17)(54). A opgao de realizar transplante de células-estaminais hematopoiéticas
(TCEH) é aplicada apenas a doentes especificos com remissao completa da doenga, sendo

uma opg¢ao ainda controversa especialmente em doentes com alteracoes do gene MLL

(17)(54).

Apesar destes esquemas terapéuticos curarem cerca de 80% dos casos de LLA da
crianga, cerca de 20-25% das criangas acaba por recidivar (55). Neste sentido, comegam a

ser estudados novos potenciais alvos terapéuticos.

1.5.1. Novos alvos terapéuticos

Como mencionado anteriormente, existe a necessidade de estudar alternativas
terapéuticas que melhorarem o tratamento da LLA. Assim, estas opg¢oes terapéuticas
deverao ter em conta as alteragoes citogenéticas que estao na base do subtipo de LLA, de
forma a selecionar moléculas alvo direcionadas para as proteinas e vias alteradas. No caso da
LLA com rearranjos do MLL, uma potencial estratégia terapéutica podera estar relacionada
com a inibicilo do mTOR. Os inibidores do mTOR, nomeadamente o Sirolimus e o
Temsirolimus, poderao representar alternativas terapéuticas uma vez que inibem o principal
efetor das vias PI3K/Akt e ERK/MAPK, vias normalmente alteradas neste tipo de doenca
(56).

I.5.1.1. Sirolimus

A Rapamicina (Sirolimus) e os seus analogos Temsirolimus e Everolimus sao farmacos

que inibem o mTOR, principalmente a subunidade mTORCI. O Sirolimus apresenta



potencial para integrar as opgoes terapéuticas da LLA uma vez que demonstrou aumentar a

apoptose em células de LLA (57)(58).

Os principais substratos do mTOR sao as proteinas S6K| e 4E-BPI, que quando
fosforiladas controlam a progressao do ciclo celular, o crescimento celular e a sintese
proteica (34, 45). A fosforilagao da S6KI induz a translacio e a sintese de ribossomas,
bloqueia a apoptose por fosforilagao a proteina anti-apoptética enquanto a foisforilagao do
4E-BP| possibilita a translagio de mRNAs que codificam proteinas como a ¢-MYC e a ciclina
D que permitem a progressao do ciclo celular (59). A inibicao do mTOR pelo Sirolimus
ocorre pois, uma vez dentro da célula, este liga-se ao FKBPI2 e o complexo Sirolimus-
FKBPI2 induz uma mudanga conformacional no mTOR que bloqueia o acesso aos seus
substratos S6K| e 4E-BP| e enfraquece a interagago mTOR-RAPTOR (60) que inibe também
a fosforilagao dos seus substratos, inibindo consequentemente as suas a¢oes no ciclo e
sobrevivéncia celular (61). A inibicao do mTOR, como ja foi descrito, ativa a autofagia e este
processo mostrou ser um mecanismo de morte que pode ser utilizado como estratégia
terapéutica no tratamento de LLA (62) sendo esta mais uma evidéncia de que o Sirolimus

pode ser um bom agente terapéutico no tratamento da doenca.

O Sirolimus mostrou também atuar de forma sinérgica com outros agentes usados ja
no tratamento da LLA. Portanto, doentes com LLA cujo mecanismo da doenga se deva a
alteragoes que afetem as vias reguladoras do mTOR podem beneficiar do tratamento com o

Sirolimus (63).

A sinalizagago do mTOR é um elemento chave que permite fazer a relagao entre a
Metformina, a agao sobre o AMPK (AMP-activated protein kinase) e os seus potenciais efeitos
na terapia do cancro. Apds conhecida a agao da Metformina sobre a AMPK e,
consequentemente, sobre o mTOR, desenvolveram-se diversos estudos clinicos para testar
o uso desta molécula no tratamento de algumas neoplasias como adjuvante da quimioterapia
convencional assim como em combinagdo com novos agentes terapéuticos. Os estudos
incidem principalmente em tumores solidos, provavelmente devido ao microambiente da
massa tumoral (hipoxia, etc.). Incidem também sobre doentes com diabetes ou outras
alteragoes do metabolismo como a obesidade que parecem apresenta maior risco por para

alguns tipos de cancro como, por exemplo, pancreatico (64).

E importante avaliar a combinagao de novos agentes terapéuticos com os farmacos

usualmente utilizados para tratar doengas tumorais, nas quais se insere a LLA. Assim podem
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tragar-se estratégias racionais, baseadas no mecanismo e agao dos farmacos e de que forma

esse mecanismo pode ser direcionado para proteinas/vias alteradas (65).

1.5.1.2.Metformina

A Metformina atua principalmente por fosforilagao e ativagao da AMPK, produzindo
efeitos no metabolismo da glucose e dos lipidos. Este composto induz oxidagao de acidos
gordos, diminuicao da expressao de genes lipogénicos, diminuicao da producao de glucose a
nivel hepatico e sensibilizagao das células a insulina, contribuindo para a recaptagao da
glucose diminuindo os seus niveis séricos. Deste modo, através da agao sobre o AMPK,

surgem os efeitos benéficos da Metformina em doentes com Diabetes Mellitus tipo 2 (66).

No entanto, a proteina AMPK, uma serina/treonina cinase, funciona também como
um importante sensor do estado energético dos organismos, contribuindo para a
homeostase celular e para a manutengao do balanco energético e metabdlico. A sua agao
pode, por um lado, inibir processos anabdlicos como a sintese de proteica, e, por outro,

ativar processos catabolicos como a autofagia (67).

A existéncia de baixos niveis energéticos ativa o supressor tumoral LKBI (liver kinase
BIl) que fosforila a AMPK (67). Esta intervém na dinimica de controlo do mTOR, por
fosforilagao direta de componentes que regulam a sua atividade. Em condiges energéticas
desfavoraveis, a inibicio do mTOR pela AMPK torna-se critica para a conservagao de

energia e para a sobrevivéncia celular (68).

Os principais alvos de fosforilagio da AMPK sao as proteinas TSC2 (69) e Raptor
(70). A fosforilagao da TSC2 pela AMPK tem como consequéncia a limitagao da ativagao do
mTORCI. Deste modo, a ativagao da AMPK bloqueia a atividade do mTORCI e a atividade
dos seus substratos (69). A fosforilagao da proteina Raptor é também necessaria para que
ocorra uma completa inibigao da atividade do mTORCI. A fosforilagao mediada pela AMPK
de residuos especificos de serina induz a ligagao da Raptor a proteinas 14-3-3 e inibicao do
mTORCI| (70). Deste modo, a sinalizagaio da AMPK, perante condigoes de stresse
energético, induz a bloqueio do ciclo celular. Além da regulagio destes mecanismos
celulares, a AMPK é também responsavel pela indugao da autofagia através da fosforilagao

direta da ULKI| em resposta a privagao de nutrientes e energia (71) existindo uma



coordenacgao da fosforilacao do ULK I entre o mTORCI| e a AMPK, isto €, uma alternancia

entre o mTOR e o AMPK na ativagao da autofagia (72).

1.6. Objetivos

A Leucemia Linfoblastica Aguda é uma das neoplasias pediatricas mais incidentes
sobretudo em criangas com idades inferiores a 10 anos. Apesar de os niveis de cura terem
vindo a aumentar nos ultimos anos a percentagem de recaidas continua a ser elevada. Assim,
torna-se necessario avaliar o potencial terapéutico de farmacos nao convencionais de forma

a melhorar a eficiéncia do tratamento.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial terapéutico do Sirolimus, um
inibidor do mTOR, e da Metformina, um ativador da AMPK, em monoterapia e em
combinagido terapéutica na LLA. Além disso, pretendeu-se também analisar alguns dos
processos moleculares envolvidos na agao dos farmacos, nomeadamente os mecanismos de

morte celular e a autofagia.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Caracterizacao e cultura da linha celular KOPN-8

Neste estudo foi utilizada a linha celular KOPN-8, gentilmente cedida pelo Instituto
Portugués de Oncologia de Lisboa (IPOL). Esta linha foi estabelecida por Nakazawa e
colaboradores em 1977, a partir de sangue periférico de uma crianga do sexo feminino, de 3
anos de idade, com leucemia linfoblastica aguda de células precursoras B do tipo B-Ill (pre-B)
(73). Estas células sao morfologicamente pequenas e ligeiramente ovais, apresentam elevada
razao nucleo/citoplasma, e citoplasma de aspeto relativamente basofilo e apresentam a
translocagao cromossomica t(l1;19)(q23;p13) que origina o gene de fusao MLL-ENL. As
células KOPN-8 crescem em suspensao sem formagao de agregados e o seu crescimento é

relativamente lento sendo o tempo de duplicagao de 48 horas (73)(74).

A linha celular KOPN-8 foi mantida em meio Roswell Park Memorial Institute 1640
(RPMI 1640) (Lonza), respeitando o pH fisiologico (7,4), contendo 2 mM de L-Glutamina, 20
mM de HEPES-Na, 1,5 g/L de NaHCO, 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina
e enriquecido com soro fetal bovino (FBS) a 10% (Biowest). As células foram mantidas em
cultura numa incubadora, a temperatura de 37°C numa atmosfera humedecida contendo 5%
de CO,, a sua densidade 6tima de crescimento, ou seja, 0,5 milhdes de células/mL (0,5x10°

cel/mL).

2.2. Incubacao da linha celular KOPN-8

As células KOPN-8 foram incubadas a uma densidade inicial de 0,5 milhoes de
células/mL em placas de cultura de 48 pogos, na auséncia (controlo) e na presenga de
Sirolimus (inibidor da mTOR) e/ou de Metformina (activador da AMPK), por um periodo de
72 horas, nas condi¢goes de temperatura, humidade e % de CO, referidas anteriormente. Os
farmacos foram testados em monoterapia, em esquema de administragao uUnica e diaria, e em
combinagao terapéutica. As concentragoes de Sirolimus utilizadas em administragao Unica
foram: 250 nM, 500 nM, 750 nM, | pM, 5 pM, 7,5 pM, 10 uM e I5 pM. O esquema de
administragao diaria testado comparou a adicao de 250 nM de Sirolimus com a
administragao Unica de 750 nM. Para a avaliagao do potencial terapéutico da Metformina nas

células KOPN-8 incubaram-se as células na auséncia e na presenga de | mM, 2,5 mM, 5 mM
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e 7,5 mM deste farmaco. Por fim, avaliou-se o potencial terapéutico da combinagao

farmacolodgica de 250 nM Sirolimus com | mM de Metformina em administragao simultanea.

2.3. Avaliacdo da proliferacao e viabilidade celular pelo teste de

exclusao com azul de tripano

O teste de exclusao do azul de tripano é um dos testes que permite determinar o
numero de células vidveis e inviaveis presentes numa suspensao de células. Assim, as células
vivas apresentam-se translucidas, uma vez que a sua membrana plasmatica é impermeavel ao
azul de tripano, enquanto as mortas apresentam o citoplasma corado de azul uma vez que o
comprometimento da membrana plasmatica permite a incorporagao do corante. Este teste
permite avaliar os efeitos citostaticos e citotoxicos de um farmaco através da determinagao,
respectivamente, da densidade e da viabilidade celulares, a diferentes doses e tempos de

incubagao (75).

Para tal, a cada periodo de 24 horas foram retiradas aliquotas das células incubadas
nas condigoes descritas anteriormente, as quais se adiciona um volume igual de azul tripano
(Sigma). Essa mistura foi colocada numa Camara de Neubauer, também conhecida como
hemocitometro, e observada por microscopia otica através do microscopio invertido AE3|
(Motic). A partir da contagem das células determinou-se a densidade e viabilidade celulares

aplicando as seguintes féormulas (76):

Y.(n? células vivas)

Densidade (n® células/ml) = X fator de diluicio x 10*

n? de quadrantes

Viabilidade (%) Y.(n® células vivas) < 100
‘abilidade (%) = Y.(n2 células totais)

Os valores de densidade e viabilidade obtidos nos diferentes ensaios permitiram a

construgao de curvas de proliferagao celular (densidade) e de dose-resposta (viabilidade).
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2.4. Avaliacao da morte celular por Citometria de Fluxo

A translocacao da fosfatidilserina do folheto interno da membrana citoplasmatica para
o folheto externo é caracteristica das células que estao a iniciar a apoptose (apoptose
inicial). A Anexina V (AV), na presenca de calcio, tem a capacidade de se ligar a residuos de
fosfatidilserina, e quando conjugada com um fluorocromo permite detetar a apoptose inicial
por citometria de fluxo. Por outro lado, o lodeto de Propideo (IP), composto intercalador
de DNA, ¢é apenas incorporado em células cuja integridade da membrana plasmatica esteja
comprometida, permitindo identificar células em necrose. Nesta situagao, o IP consegue

aceder e intercalar com o DNA, passando a emitir fluorescéncia (77).

Assim, através da técnica de citometria de fluxo com recurso a dupla marcagao com
AV e IP é possivel analisar a viabilidade e o tipo de morte celular. Em suma, as células viaveis
sao negativas para ambas as marcagoes, as células em apoptose inicial sao positivas para a AV
mas negativas para o IP, as células em apoptose tardia/necrose sao positivas para os dois

marcadores e as células em necrose sao exclusivamente positivas para o IP (77).

A morte celular foi avaliada, apés um periodo de incubagao de 72 horas, na auséncia
e na presenga de Sirolimus (250 nM e 7,5 pM), de Metformina (I mM e 2,5 mM) e da
associagao destes farmacos (250 nM de Sirolimus e | mM de Metformina). Para tal, foram
recolhidas 1x10° células para cada tubo, sendo as células posteriormente lavadas com PBS
(tampao fosfato) por centrifugagao a 1250 xg durante 5 minutos, de forma a eliminar o meio
de cultura. Apos decantagao, as células sedimentadas foram ressuspensas em 100 pL de
tampao de ligacao da Anexina V de acordo com o fabricante (0, M HEPES (pH 7,4) 1,4 M
NaCl, 25 mM CaCl,). Assim, as células foram incubadas com 2,5 pL de Anexina V
(BioLegends) e 2 pL de IP (Immunostep), durante |15 minutos ao abrigo da luz. Em seguida
adicionou-se 300 pL de tampao de ligacdo da anexina V e analisaram-se as células num
citometro de fluxo FACS Calibur (Becton Dickinson) equipado com um laser de Hélio e

Argon (78).

Foram analisados 25 mil eventos através do programa CellQuest™ (BD Biosciences)
e os dados foram estudados com recurso ao programa Paint-a-Gate™ (BD Bioscinces) Os
resultados sao expressos em percentagem de células viaveis (AV—/Pl-), em apoptose inicial
(AV+/PI-), em apoptose tardia/necrose (AV+/Pl+) e em necrose (AV—/PI), representando a

média + erro padrao de 3 ensaios independentes.
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2.5. Avaliacao do ciclo celular por Citometria de Fluxo

De modo a avaliar a distribuicao das células pelas diferentes fases do ciclo celular, as
células KOPN-8 foram incubadas na auséncia e na presenga dos compostos em estudo nas
mesmas condicoes indicadas na seccao anterior. Para tal, recorreu-se a citometria de fluxo
com marcagao das células pelo kit de detecao PI/RNase (ImmunoStep). Assim, recolheram-
se I1x10° células da suspensdo celular que foram lavadas com PBS por centrifugacio durante
5 min a 1250 x g. Adicionaram-se 200 pL de etanol a 70% frio e incubou-se durante 30 min a
4°C (fixagao das células). De seguida, as células foram novamente lavadas com PBS e, apos
decantacao do sobrenadante, adicionaram-se 300 pyL de PI/RNase e incubou-se durante |5
minutos a temperatura ambiente. No final deste periodo de incubagao, as células foram
analisadas no citdbmetro descrito anteriormente.

Foram adquiridas 50 mil células através do programa CellQuest™ (BD Biosciences) e
a sua distribuicdo no ciclo celular foi avaliada com recurso ao programa Modfit™ (ModFit
LT). Os resultados representam a média * erro padrao da percentagem de células que se
encontram em cada fase do ciclo celular (sub-GO/GI, Go/G,, S e G,/M), correspondente a 3
ensaios independentes. A presenca de uma populagao sub-GO/G, corresponde a células

apoptoticas.

2.6. Avaliacao da expressao de moléculas envolvidas na morte celular

por Citometria de Fluxo

A avaliagao de proteinas envolvidas no processo de morte celular permite inferir
algumas conclusoes sobre esse mesmo processo e sobre o mecanismo que lhe esta
associado. A utilizagao de anticorpos monoclonais associados a fluorocromos permite avaliar
por citometria de fluxo a expressao dessas proteinas, entre as quais as caspases, enzimas

com fungao proé-apoptotica essenciais ao processo de morte celular por apoptose.

Assim, a atividade das caspases foi avaliada nas células KOPN-8 incubadas na auséncia
e na presenca dos compostos em estudo nas mesmas condigoes indicadas na Secgao 2.4,
através da utilizagdio de um kit comercial, o ApoStat (R&D systems). Este kit permite
identificar e quantificar a atividade de caspases em células apoptoticas por citometria de
fluxo, sendo o aumento da fluorescéncia indicador da atividade das caspases. Para tal, apos a
lavagem de |1x10° células, estas foram ressuspensas em | mL de PBS e incubadas com 2 pL de

ApoStat durante |5 minutos a 37°C. De seguida, as células foram lavadas com 2 mL de PBS
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por centrifugacdo a 1250 xg durante 5 minutos e ressuspensas em 300 pL do mesmo

tampao.

A deteccao foi efectuada por citometria de fluxo usando o equipamento descrito
anteriormente. Foram adquiridas 25 mil células através do programa CellQuest™ (BD
Biosciences) e os dados analisados com recurso ao programa Paint-a-Gate™ (BD
Biosciences). Os resultados sao expressos em percentagem de células positivas para as
caspases ativadas e em média de intensidade de fluorescéncia (MIF) que representa os niveis
de expressao das caspases. Os resultados representam a média *+ erro padrao de 3 ensaios

independentes.

2.7.Avaliacao do potencial de membrana mitocindrial (Ymit) por

citometria de fluxo

O potencial de membrana mitocondrial () foi determinado nas células incubadas
na auséncia e na presenca dos compostos em estudo nas condi¢oes indicadas na Secgao 2.4,
usando a sonda fluorescente 5,5',6,6'-tethrachloro-1,1'3,3'-tetraethylbenzimidazolcarbo-
cyanine iodide (JC-1). O JC-1| é uma sonda lipofilica catidnica capaz de entrar na mitocondria
quando ha alteragao do seu potencial de membrana. Quando ocorre diminui¢ao do potencial
de membrana mitocondrial (despolarizagao), a forma monomérica (M) do JC-I permanece
no citoplasma emitindo fluorescéncia verde no comprimento de onda 525 nm. Ja quando o
potencial aumenta, os mondémeros entram na mitocondria e formam agregados (A)
reversiveis que sao acompanhados por uma mudanca de fluorescéncia para vermelho no

comprimento de onda de 590 nm (79)(80).

Assim, apos a incubagdo das células na auséncia e na presenca dos farmacos, | x 10°
células foram lavadas com tampao PBS e incubadas com | pL de JC-I (Sigma- Aldrich;
5 mg/mL) durante 15 min a 37°C, no escuro. Seguidamente, as células foram lavadas com
PBS por centrifugagao durante 5 min a 1250 x g e ressuspensas em 300 pL do mesmo
tampao. A detecgao do potencial de membrana mitocondrial foi efectuada por citometria de
fluxo usando o equipamento descrito anteriormente. Os resultados representam a média *
erro padrao dos MIFs da razio monémeros/agregados de JC-1 (Razao M/A) de 3 ensaios

independentes.
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2.8. Avaliacao da morte celular por microcopia o6tica

Além da avaliagao da morte celular por citometria de fluxo procedeu-se também a
andlise das caracteristicas morfolégicas das células KOPN-8 por microscopia otica
recorrendo a esfregacos de células incubadas na auséncia e na presen¢a dos compostos em
estudo nas condi¢oes indicadas na Secgao 2.4, coradas por coloragao de May-Griinwald

Giemsa.

Os esfregacos de células foram realizados apés recolha de 5 X 10° de células, que
foram posteriormente lavadas com PBS por centrifugagao a 1250 x g e ressuspensas numa
pequena quantidade de FBS (Biowest), de forma a facilitar a sua adesao as laminas de vidro.
Seguidamente, estes foram corados com a solugao de May-Griinwald (Sigma-Aldrich)
(preparada em 0,3% de metanol e diluida na proporgao de I:l com agua destilada, aquando
da utilizagao) durante 3 minutos. Adicionou-se depois a solugao Giemsa (Sigma-Aldrich) (Ig
de corante de Giemsa dissolvido em 66 mL de glicerol e 66 mL de metanol; diluido de 1:8
com agua destilada, aquando da utilizagao) durante |5 minutos. Por fim, os esfregagos foram

lavados com agua destilada e secos a temperatura ambiente (78)(81).

A analise das caracteristicas morfoldgicas das células foi efectuada utilizando um
microscopio otico Eclipse 80i (Nikon) acoplado a uma camara digital Digital Camera DXm
1200F (Nikon), que permitiu a aquisicao de imagens e o seu processamento no programa

NIS-Elements Microscope Imaging Software v4.3 (Nikon).

2.9. Avaliacdo da autofagia através da determinaciao da proteina

LC3B por citometria de fluxo

A proteina LC3 é o principal marcador biologico que permite detetar a autofagia
estando localizada nos autofagossomas nas células que realizam este processo. Esta proteina
estda normalmente localizada no citoplasma na forma de LC3I| e adquire a fora de LC3II

quando é clivada e lipidada sendo incorporada nesta forma nos autofagossomas (82).

Apo6s um periodo de incubagao de 72 horas na auséncia e na presenga de Sirolimus,
Metformina e da associagao terapéutica destes farmacos nas doses descritas na Secgao 2.4,
recolheram-se | x 10° células que foram lavadas com PBS por centrifugacio a 1250 xg
durante 5 minutos. Ao sedimento de células adicionaram-se 100 pL de Solugao A (Kit

Intracell, Immunostep), seguido de incubagao a temperatura ambiente durante |5 minutos.
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Findo o periodo de incubagao, lavaram-se novamente as células com PBS nas condigoes
anteriores. Seguidamente, adicionaram-se 100 pL de Solucao B (Kit Intracell; Immunostep) e
2 pL de anticorpo LC3B (D11) XP® Rabbit mAB (Cell Signaling Technology) e incubou-se
durante uma hora a temperatura ambiente. Apos lavagem, adicionaram-se 2 pL de anticorpo
secundario (Santa Cruz Biotechnology Anti-rabbit IgG-PE) e incubou-se 30 minutos a
temperatura ambiente. Finalizou-se a marcagao da LC3B com lavagem das células com o
mesmo tampao e nas condigoes de centrifugacao referida anteriormente e ressuspenderam-

se as células em 300 uL de PBS.

A deteccao foi efectuada por citometria de fluxo usando o equipamento descrito
anteriormente. Os resultados sao expressos em média de intensidade de fluorescéncia (MIF)
que corresponde a quantidade de LC3B detetada nas células. Os resultados representam a

média * erro padrao de 3 ensaios independentes.

2.10. Analise Estatistica

Na analise estatistica dos dados obtidos nas curvas de proliferagao e viabilidade assim
como dos resultados da citometria de fluxo recorreu-se a andlises de variancia pelo teste
one-way ANOVA e sempre que necessario, foram aplicados testes de comparagoes multiplas.
O teste de Dunnett foi aplicado para efetuar as comparagoes com a condigao controlo
enquanto o teste de Tukey foi utilizado quando se quiseram comparar todas as condigoes
em estudo. Os resultados foram analisados através do software GraphPad 7.0 e
apresentaram-se sob a forma de média * erro padrao de 5 a |0 ensaios independentes no
caso das curvas de proliferagao e viabilidade celular e de 3 ensaios independentes para os
dados da citometria de fluxo. Em todos os testes realizados considerou-se um nivel de

significancia estatistica de 95% (p<0,05).
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3. Resultados

3.1. Avaliacdao do potencial terapéutico de um farmaco inibidor do

mTOR

3.1.1. Curvas de Viabilidade e Proliferacao celular

O potencial terapéutico do inibidor do mTOR, Sirolimus (SIR), nas células KOPN-8
foi determinado através da avaliagio da viabilidade e proliferagao celular pelo teste de
exclusao com azul de tripano usando concentragoes de farmaco entre 250 nM e [,5 pM, nas

respetivas condigoes descritas em Materiais e Métodos.

Na figura 6B observa-se o efeito citotoxico do Sirolimus. Este composto reduziu a
viabilidade celular de forma dependente da dose e do tempo de exposicao. A redugao de
aproximadamente 50% da viabilidade (ICs) foi atingida apds 48h de exposicao nas células
tratadas com concentragoes entre 7,5 pM e 10 pM de farmaco. No entanto, apds 72h de
exposigao o ICs, foi atingido nas células tratadas com 7,5 uM deste farmaco. Além do efeito
citotoxico, o SIR induziu também um efeito citostatico (diminuicao da densidade celular) ou
antiproliferativo, que pode ser observado na figura. 6A. A diminuigao da proliferagao das
células KOPN-8 expostas ao SIR é mais evidente a partir das 48h e, ao contrario do efeito

citotoxico, nao parece ser muito dependente da concentragao e tempo de exposigao.
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Figura 6- Efeito do Sirolimus na proliferacdao (A) e viabilidade (B) das células KOPN-8. As células
foram incubadas de acordo com o descrito na sec¢io 2.2.. Durante um periodo de tempo de 72h foram
retiradas amostras das suspensoes celulares a cada 24h e efetuou-se o teste de exclusio com azul de tripano.
Os resultados representam a média * erro padrio de 5 a 10 independentes e estio expressos em |0°
células/mL (A) e percentagem (B). A andlise estatistica foi efetuada por comparagao a condicao nao tratada
(Controlo) utilizando o teste de Dunnet, sendo *** p<0,001.
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Uma vez que o tratamento farmacolégico efetuado nos doentes com neoplasias induz
muitas vezes efeitos secundarios em consequéncia das elevadas doses utilizadas nos
esquemas terapéuticos ou subjacentes aos mecanismos de agao dos farmacos, avaliou-se a
influéncia do modo de administracao deste farmaco nas células KOPN-8. Assim, testou-se
um esquema de administragao diaria de baixa concentragao de SIR (250 nM) durante 3 dias.
O efeito da administragao diaria, ou fracionada, foi comparado com a administragao Unica da

mesma concentragao de farmaco, ou seja, com as células incubadas com 750 nM de SIR.

Como se pode observar na Figura 7 a adi¢ao didria de doses baixas de SIR induziu um
efeito citotoxico muito mais acentuado (redugao da viabilidade de cerca de 83,22 + 2,5%)
relativamente a administragao Unica (redugao da viabilidade de apenas 24,41 + 3,9%;
p<0,0001), sendo este efeito verificado logo apdés 48h de incubagao. Além disso, a
administragao fracionada do SIR induziu também maior efeito citostatico comparativamente

a administracao Unica.
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Figura 7 — Efeito do Sirolimus em administracao fracionada na proliferacao (A) e viabilidade (B)
das células KOPN-8. As células foram incubadas de acordo com o descrito na sec¢do 2.2. Durante um
periodo de tempo de 72h foram retiradas amostras das suspensdes celulares a cada 24h e efetuou-se o teste
de exclusio com azul de tripano. Os resultados representam a média + erro padrao de 5 a 10 ensaios
independentes e estdo expressos em 10° células/mL (A) e percentagem (B). # corresponde a dose em adi¢ido
didria. A analise estatistica foi efetuada por comparagdo a condicdo nao tratada (Controlo) e as condigbes
tratadas entre si utilizando o teste de Tukey, sendo *** p<0,00| por comparagio com o Controlo e $$ p<0,0l
por comparagao a condigao SIR 750 nM. SIR, Sirolimus
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3.2. Avaliacdo do potencial terapéutico de um farmaco ativador da

AMPK

3.2.1. Curvas de Viabilidade e Proliferacao celulares

O potencial terapéutico da Metformina (MET), que é um farmaco que ativa a AMPK,
foi determinado por avaliagao da viabilidade e da proliferacao celular recorrendo ao teste de
exclusao com azul de tripano. Como referido anteriormente (Seccao 2.2), as células KOPN-
8 foram incubadas na auséncia e na presen¢a de MET numa gama de concentragoes entre |
mM e 7,5 mM. Assim, tal como observado nas células tratadas com SIR, a MET induziu efeito
citotdxico e citostatico dependente da concentragao (Figura 8). No entanto, estes efeitos
foram observados mais tardiamente do que os induzidos pelo SIR. O ICs, foi apenas atingido
apos 72h de incubagao nas células tratadas com concentragoes entre 2,5 mM e 5 mM de

MET.
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Figura 8. — Efeito da Metformina na proliferacao (A) e viabilidade (B) das células KOPN-8. As
células foram incubadas de acordo com o descrito na secgdo 2.2. Durante um periodo de tempo de 72h foram
retiradas amostras das suspensoes celulares a cada 24h e efetuou-se o teste de exclusio com azul de tripano.
Os resultados representam a média + erro padrio de 4 a 10 ensaios independentes e estido expressos em 10°
células/mL (A) e percentagem (B). A anilise estatistica foi efetuada por comparagao a condigao nao tratada
(Controlo) utilizando o teste de Dunnet, sendo ** p<0,0| e *** p<0,001. MET, Metformina
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3.3. Avaliacdo do potencial terapéutico da associagao entre um

farmaco inibidor do mTOR e um activador da AMPK

3.3.1. Curvas de Viabilidade e Proliferacao celular

Apos a avaliagao dos efeitos citotoxicos e citostaticos do Sirolimus e da Metformina
em monoterapia, analisou-se a administragao destes firmacos em associagao simultanea. A
concentragao dos farmacos foi escolhida com base nos resultados obtidos em monoterapia
no esquema de administragao unica. Assim selecionou-se a concentragao de 250 nM de SIR e
de | mM de MET, uma vez que induziam baixa citotoxidade apés 72h de incubagao,

aproximadamente 20,6 + 3,6% e 14,28 + 4,25%, respetivamente.

Como se pode observar na Figura 9, a combinagao terapéutica do SIR e da MET nao
induziu efeito citotdxico nem citostatico sinergisticos nas células KOPN-8. Apos 72h de
exposi¢ao, a combinagio terapéutica aumentou apenas ligeiramente o efeito citotdxico do
SIR (8,8%) e da MET (15,2%). Por outro lado, a diminui¢ao da proliferagao celular induzida

pela associagao SIR+MET foi inferior a reducao induzida pelo SIR isoladamente.
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Figura 9 - Efeito da combinacdo entre o Sirolimus e a Metformina na proliferacio (A) e
viabilidade (B) das células KOPN-8. As células foram incubadas de acordo com o descrito na secgdo 2.2.
Durante um periodo de tempo de 72h foram retiradas amostras das suspensdes celulares a cada 24h e
efetuou-se o teste de exclusao com azul de tripano. Os resultados representam a média *+ erro padrao de 5 a
10 ensaios independentes e estio expressos em 10° células/mL (A) e percentagem (B). A andlise estatistica foi
efetuada por comparagio a condi¢io ndo tratada (Controlo) utilizando o teste de Dunnet, sendo *** p<0,001.
SIR, Sirolimus; MET, Metformina.
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3.4. Avaliacao do tipo de morte celular por citometria de fluxo

Apos se estudarem os efeitos citotoxicos e citostaticos do Sirolimus e da Metformina
em monoterapia, € da sua combinagao, avaliou-se o tipo de morte celular induzido pelos
farmacos. As células expostas a concentragoes de 250 nM e 7,5 pM de Sirolimus, | mM e 2,5
mM de Metformina e aos dois farmacos associados em simultineo durante 72h, foram
duplamente marcadas com Anexina V e lodeto de Propideo como descrito na Secgao 2.4 e
analisadas por ciotmetria de fluxo. Assim foi possivel discriminar as células de acordo com o
tipo de morte associado podendo distinguir-se as células vivas das mortas e avaliar o tipo de

morte induzido pelas diferentes condi¢coes de farmacos (Figura 10).

Como se pode observar na Figura 10, as células KOPN-8 expostas aos fairmacos em
estudo, em monoterapia e em associagao terapéutica, induziram morte celular
maioritariamente por apoptose. O SIR em associagao com a MET levou a um aumento da
quantidade de células apoptoticas face aos farmacos individualmente. No entanto, o farmaco

e a dose que induziram maior percentagem apoptose foi 7,5 pM de SIR.
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Figura 10- Avaliacdo da morte celular na linha celular KOPN-8 por citometria de fluxo. As linhas
celulares foram incubadas com os farmacos de acordo com o descrito na seccio 2.4., nas concentragoes
indicadas na legenda e marcadas com Anexina V e lodeto de Propideo, tal como descrito também na mesma
seccdo. (A) Exemplo representativo dos diagramas de pontos obtidos para a marcagao com AV e IP por
citometria de fluxo. (B) Os resultados apresentados sao expressos em percentagem (%) e representam a
média + erro padrao de 3 ensaios independentes. A analise estatistica foi efetuada por comparagao a condigao
nio tratada (Controlo) e as condi¢des tratadas entre si utilizando o teste de Tukey, sendo ** p<0,01 e ***
p<0,001 por comparagao com o Controlo e $$ p<0,01 e $$$ p<0,00| por comparagao a condigao SIR 250 nM
+ MET | mM. SIR, Sirolimus; MET, Metformina.

3.5. Avaliacao do tipo de morte por microscopia otica

A morte celular induzida pelo SIR, pela MET e pelos dois farmacos em associagao foi
também avaliada por microscopia optica através da observacao de esfregagos corados com a
solugao de May-Griinwald-Giemsa de acordo com a descricao da Secgao2.8.. A visualizagao

das caracteristicas morfologicas das células na auséncia e na presenga de 7,5 pM de SIR, 2,5
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mM de MET e 250 nM e | mM de SIR e MET, respetivamente, em monoterapia € em

associagao, foi feita apos 72h de incubagao por microscopia otica.

Na Figura || é possivel observar que, nas doses referidas anteriormente, tanto a
incubagdo com SIR e MET individualmente, como a exposi¢io aos dois farmacos em
simultaneo induz alteragoes morfologicas nas células que sao caracteristicas do processo de
morte celular por apoptose. Esta constatagao pode ser feita pois, em relagao as células nao
tratadas, nas células em contacto com o farmaco ocorre blebbing, isto &, evaginagoes da
membrana citoplasmatica que encerram organelos celulares e fragmentos do nicleo e se
destacam das células formando os corpos apoptoéticos. Uma outra caracteristica da apoptose
que pode ser observada na Figura Il é a contragao e fragmentagao nuclear. Os esfregagos
observados apresentam ainda células com vacuolos no citoplasma que podem indicar o inicio
do processo autofagico ou lisossomico. O aspeto morfoldgico das células expostas aos

diferentes farmacos parece nao variar entre as condi¢oes (exceto em relagao ao controlo).

Figura 11- Aspeto morfolégico das células KOPN-8 na auséncia (Controlo) e ap6s o contacto
com SIR, MET e os dois farmacos em associacdo. A figura representa os aspetos morfologicos das
células na auséncia de qualquer farmaco (A) e apds tratamento com 7,5 pM de SIR (B), 2,5 mM de MET (C) e
250 nM e | mM de SIR e MET em combinagio (D). As células foram observadas ao microscopio ético a uma
ampliagao de 50x.

39



3.6. Avaliacdo dos mecanismos moleculares induzidos pelo Sirolimus

e Metformina

Depois de se concluir acerca do tipo de morte induzida pelo Sirolimus, Metformina e
pelos dois quando associados, avaliaram-se os mecanismos moleculares pelos quais os
farmacos podem induzir os referidos efeitos. Para tal, foram analisadas as células expostas
durante 72h as concentragdes de 250 nM e 7,5 yM de Sirolimus, | mM e 2,5 mM de

Metformina e dos dois farmacos em associacao.

3.6.1. Avaliacao da expressao de caspases por citometria de fluxo

De forma a avaliar alguns dos mecanismos moleculares envolvidos na morte celular
induzida pelo SIR e pela MET, quer em monoterapia quer em associagao terapéutica,
analisou-se a atividade das caspases por citometria de fluxo por marcagao com a sonda
ApoStat. Como se pode verificar na Figura 12A, as células tratadas com Sirolimus e
Metformina em monoterapia e em combinagao apresentam aumento significativo do numero
de células com caspases activas. Na presenca de 250 nM e de 7,5 yM de SIR o nimero de
células com caspases ativas aumentou aproximadamente 5,44x (p<0,0001) e 6x (p<0,0001)
relativamente a expressao das células controlo. A exposicao a | mM e 2,5 mM de MET levou
a aumento de 3,22x (p=0,0004) e 5,56x (p<0,0001) e na presenga de 250 nM de SIR
juntamente com | mM de MET o nimero de células com caspases ativas em relagao ao
controlo aumentou 5,33x(p <0,0001). Esta associagao revelou ainda um aumento face a
condicao MET | mM de [,66x (p= 0,0007). No entanto, o nivel de expressao das caspases
activas manteve-se sensivelmente o mesmo, exceto nas células expostas a associagao se SIR
e MET em que se verifica um ligeiro aumento das caspases ativadas, como se pode verificar

na figura 12B.

40



A & 20- B T 80-
w *k Kk E
] 4 e r T bl —
> ﬁ T *
k= 2| T ] =
© 154 = o 60
. - g
@ i 555 o
o kkk (1]
@ 10+ e = ; 40-
S 4 _ 3
o 1]
: 5%
4 =
5 z
@ ¢ T < 0
(8]
& N
«’\ ‘?& «'\&
& Q»,\"’ & ®
& x
&
S
03
q.

Figura 12 — Analise da expressao de caspases na linha celular KOPN-8 por citometria de fluxo. As
linhas celulares foram incubadas com os farmacos de acordo com o descrito na sec¢io 2.4. s, nas
concentragoes indicadas na legenda e marcadas com a sonda ApoStat tal como descrito também na secgao 2.6..
Os resultados apresentados sio expressos em % de células marcadas positivamente para a sonda (A) e em
niveis de expressdo expressos em MIF totais, os quais sdo diretamente proporcionais ao nimero de anticorpos
associados ao alvo, na populagdo total (B) e representam a média * erro padrao de 3 ensaios independentes. A
analise estatistica foi efetuada por comparagio a condigdo nao tratada (Controlo) e as condigbes tratadas entre
si utilizando o teste de Tukey, sendo *** p<0,001 por comparagio com o Controlo e $$$ p<0,00| por
comparagao a condigao SIR 250 nM + MET | mM. SIR, Sirolimus; MET, Metformina.

3.6.2. Avaliacao do potencial de membrana da mitocondria por citometria de

fluxo

De forma a avaliar o envolvimento mitocondrial na suscetibilidade aos farmacos, as
células tratadas com Sirolimus, Metformina e com os dois farmacos combinados foram
analisadas as 72h por citometria de fluxo apds marcagao com a sonda JC-| e o potencial de
membrana mitocondrial avaliado. O JC-1 pode coexistir na forma monomérica e na forma
de agregado dependendo do potencial de membrana, correspondendo o aumento da razao

monomero/agregado a diminuicao do potencial de membrana mitocondrial (Figura 13).

Assim, e como se pode observar (Figura 13B), o SIR e a MET, em monoterapia e em
associagao terapéutica, induziram aumento da razio M/A de JC-1 em todas as condigoes
testadas, comparativamente ao controlo. Na presenca de 250 nM e 7,5 pM de SIR a razao
M/A de JC-I aumentou 3,27x (p<0,0001) e 10,26x (p<0,0001) para a exposicaoa | mM e 2,5
mM de MET a razao aumentou 3,02x (p<0,0001) e 5,55x (p<0,0001). Ja os dois farmacos
associados induziram aumento de 3,93x (p<0,0001). As diferencas mais significativas em
relagao a associagao foram as condi¢oes SIR 7,5 pM e MET 2,5 mM cujas razées M/A se

apresentaram 2,61x (p<0,0001) e 1,4Ix(p<0,0001) maiores De salientar que as células
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tratadas com 7,5 pM de SIR apresentam aumento significativo da despolarizagao da

membrana mitocondrial relativamente as restantes condicoes testadas.
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Figura 13 - Analise do potencial de membrana mitocondrial na linha celular KOPN-8 por
citometria de fluxo. As linhas celulares foram incubadas com os firmacos de acordo com o descrito na
seccao 2.4, nas concentragoes dos farmacos indicadas na legenda e marcadas com JC-I tal como descrito
também na secgdo 2.7.. (A) Exemplo representativo dos Dot-plots obtidos por citometria de fluxo. (B) Os
resultados apresentados sio expressos de acordo com a razio M/A (mondmeros/agregados) de JC-I e
representam a média + erro padrio de 3 ensaios independentes. A andlise estatistica foi efetuada por
comparagio a condi¢do nio tratada (Controlo) e as condigdes tratadas entre si utilizando o teste de Tukey,
sendo *** p<0,001 por comparagio com o Controlo e $ p<0,05 e $$$ p<0,001 por comparagio a condigio
SIR 250 nM + MET | mM. SIR, Sirolimus; MET, Metformina.

3.6.3. Avaliacao da proteina autofagica LC3B por citometria de fluxo

Por fim, avaliaram-se os niveis de expressao da LC3B (Figura 14), um marcador do
processo autofagico. No entanto as condigoes que apresentam diferenga com significado

estatistico sao as duas doses de Sirolimus, 250 nM e 7,5 pM, com um aumento da expressao
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de LC3B face ao controlo de 5,44x (p=0,0366) e 6x (p=0,0109), e a dose 2,5 mM de

Metformina que induz uma expressao de 5,56x (p=0,0060) mais face ao controlo.
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Figura 14 — Analise da expressdio de LC3B na linha celular KOPN-8 por citometria de fluxo. As
linhas celulares foram incubadas com os farmacos de acordo com o descrito na sec¢ao 2.4.., nas concentracdes
indicadas na legenda e marcadas para a LC3B tal como descrito também na secgao 2.9.. Os resultados sao
apresentados em % de células que expressam a LC3B e representam a média + erro padrao de 3 ensaios
independentes. A andlise estatistica foi efetuada por comparagio a condi¢io nao tratada (Controlo) e as
condi¢des tratadas entre si utilizando o teste de Tukey, sendo * p<0,05 e ** p<0,0] por comparagio com o
Controlo. SIR, Sirolimus; MET, Metformina.

3.7. Avaliacao do ciclo celular por citometria de fluxo

O efeito citostatico do Sirolimus, Metformina e dos dois farmacos combinados foi
avaliado por citometria de fluxo apds 72h nas condigoes de incubagao descritas na secgao
2.4., por marcagao das células com solugao de IP/RNAse que permite analisar o conteudo de

DNA das células a distribuicao destas pelas diferentes fases do ciclo celular (Figura I5).

Como se pode verificar na Figura |5, as células incubadas com Sirolimus (250 nM e
7,5 pM) apresentam bloqueio do ciclo celular em fase Go/G,, correspondendo ao aumento
significativo de células de aproximadamente |,44x (p<0,0001) e 1,54x (p<0,0001) nesta fase
do ciclo celular. Nas células tratadas com os dois farmacos (SIR+MET) ha um aumento de

células em fase G¢/G,.
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Por outro lado, e como mencionado na Sec¢ao 2.5., esta analise permite também
detectar e quantificar a presenga de células em apoptose. Assim, foi possivel confirmar que
os farmacos em estudo induzem morte celular por apoptose. A exposicao a 7,5 yM de SIR e
a 2,5 mM de MET induziu aumento significativo da percentagem de células apoptoticas (SIR
214+2,23%; MET 13%2,24%) comparativamente ao controlo (3%). Quando as células foram
tratadas com os dois farmacos em simultaneo a percentagem de células em apoptose (pico
sub-Gy/G|) aumentou aproximadamente 8,5x (p<0,0001) relativamente ao controlo e 3,46x

(p<0,0001) comparativamente as células tratadas com | mM de MET.
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Figura 15 — Analise do ciclo celular na linha celular KOPN-8 por citometria de fluxo. As linhas
celulares foram incubadas com os farmacos de acordo com o descrito na Seccio 2.4., nas concentragdes
indicadas na legenda e marcadas com PI/RNase tal como descrito também na Secgao 2.5.. (A) Exemplo
representativo da distribuicao das células pelas fases do ciclo celular obtido por citometria de fluxo. (B) Os
resultados apresentados sao expressos em percentagem de células em cada fase do ciclo celular e representam
a média * erro padrao de 3 ensaios independentes. A analise estatistica foi efetuada por comparagio a
condi¢io ndo tratada (Controlo) e as condi¢bes tratadas entre si utilizando o teste de Tukey, sendo * p<0,05
##* p<0,001 por comparagio com o Controlo e $ p<0,05, $$ p<0,0l e $$$ p<0,001 por comparagio a
condic¢io SIR 250 nM + MET | mM. SIR, Sirolimus; MET, Metformina.
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4. Discussao

4.1.Avaliacao do potencial terapéutico de um inibidor do mTOR e
um ativador da AMPK em células percursoras B de leucemia

linfoblastica aguda in vitro

A leucemia é a forma mais comum de doenga nas criangas. A maioria dos casos de
LLA surge devido a transformagao que ocorrem em células percursoras B (83). Apesar dos
avancos significativos atingidos a nivel do tratamento desta doenga neoplasica, a percentagem
de casos de recaida torna necessaria a continua procura por novos agentes e estratégias
terapéuticas para o tratamento da doenga. Os inibidores do mTOR como o Sirolimus e os
seus analogos ainda nao estao aprovados pela FDA para nenhuma doenca hematologica, no
entanto, varios estudos demostraram a eficacia destes compostos em alguns linfomas e

leucemias fazendo desta classe de farmacos uma potencial op¢ao de tratamento (84).

Neste estudo foi avaliado o efeito de um farmaco inibidor do mTOR, o Sirolimus, e
de um ativador da AMPK, a Metformina, na linha celular KOPN-8, um modelo in vitro de LLA
de células precursoras B. Os resultados demostraram que o Sirolimus e a Metformina, em
monoterapia, induzem efeito citotoxico dependente da concentragao, do tempo e do
esquema terapéutico, no caso do Sirolimus, sendo mais eficaz em administragao diaria. Este
efeito € mediado por apoptose dependente de caspases com envolvimento da mitocondria
(perda de potencial mitocondrial). Além de induzirem apoptose, estes compostos parecem
estimular a autofagia, podendo esta contribuir para a morte celular. Por outro lado, o
Sirolimus revelou uma capacidade antiproliferativa uma vez que levou ao bloqueio do ciclo

celular em fase Gy/G,.

Uma vez estudados os efeitos do Sirolimus e da Metformina isoladamente, procedeu-
se a avaliagao do potencial terapéutico da combinagao dos dois farmacos. Em termos de
efeitos citotoxicos e citostaticos esta associagao parece nao potenciar nenhum dos dois.
Apesar de desencadearem morte celular apoptotica e autofagia, o efeito nestes processos

nao € superior ao do Sirolimus ou da Metformina.

Em 1975, Sehgal e os seus colaboradores isolaram e caracterizaram o Sirolimus
(Rapmicina) a partir da bactéria Streptomyces hygroscopicus. Aquando a sua descoberta,
foram-lhe atribuidas propriedades antifingicas (85). Anos mais tarde, apds se conhecer

melhor o mecanismo de agao da Rapamicina, associado a inibicao de vias ativadoras de
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linfocitos B, nomeadamente a inibicao da diferenciacao e progressao do ciclo celular (86), foi
descoberta a sua atividade imunossupressora (87)(88) sendo aprovado em 1999, pela FDA, o
seu uso na profilaxia de doentes sujeitos a transplante renal (89). A utilizagao deste farmaco
rapidamente evidenciou a sua atividade antitumoral uma vez que mostrou inibir in vitro o

crescimento de varios tipos de tumores (90).

Por outro lado, a Metformina é um farmaco que permite o controlo dos niveis
sanguineos de glucose e a inibe o processo da gluconeogénese a nivel hepatico levando deste
modo a uma inibicio de situagoes de hierglicémia. Além destes efeitos, melhora a
sensibilidade das células musculares a insulina e parece contribuir para a perda de tecido
adiposo em pessoas tratadas com este composto (91). Os efeitos da Metformina no
metabolismo da glicose e acidos gordos prendem-se com a sua atividade sobre a AMPK. Esta
fosforila e ativa a AMPK tendo como consequéncia efeitos na glucose e na lipogénese (66).
Devido a estes efeitos a Metformina é usada no tratamento de Diabetes Mellitus tipo 2,
especialmente em doentes com excesso de peso, quando o controlo dietético e o exercicio
fisico, por si s, nao sao capazes de proporcionar um controlo glicémico adequado (92). A
Metformina mostrou também ter efeitos antitumorais através da acao da AMPK ativada
sobre a via do mTOR em alguns cancros (93) e mostrou ser adjuvante na melhoria da
sobrevivéncia em doentes oncolégicos diabéticos (94) ou em cancros associados a

disfungoes metabolicas como o cancro pancreatico (95).

Tal como observado no presente estudo, outros investigadores demonstraram a
atividade antiproliferativa e citotoxica do Sirolimus sobre a LLA (57)(58). Este composto
mostrou inibir a proliferagao e induzir a morte por apoptose de células precursoras B de
LLA in vitro e ser ativo in vivo em modelos de murganhos transgénicos LLA-CPB (58), Além
disso, o Sirolimus induz apoptose em linfoblastos de criangas com LLA, sem induzir morte
celular dos linfocitos normais da medula 6ssea, uma vez que atua em vias de sinalizagao
celular que contribuem para a sobrevivéncia dos linfoblastos malignos, nomeadamente a via
PI3K/Akt (57). As células neoplasicas de LLA necessitam entao da sinalizagio do mTOR para
sobreviverem sendo a consequéncia da sua inibigao o bloqueio da proliferacao e a apoptose
(96). Estes efeitos ocorrem devido a consequente desfosforilagao do seu substrato S6K| e
inibicado da sintese proteica (96). No entanto, Wang e os seus colaboradores (97)
demonstraram que o Sirolimus induz efeito citostatico mediado por bloqueio do ciclo celular

em fase GO/GI associado a indugao de autofagia numa linha celular de LLA-CPB. Estas

48



diferengas sugerem que os mecanismos pelos quais o Sirolimus atua podem ser dependentes

das alteragoes genéticas e do subtipo de LLA presente.

Como ja referido, a administragao diaria de Sirolimus revelou ser mais eficaz do que
a administragao Unica, uma vez que se verificou a redugao total das células viaveis com a
utilizagdo deste esquema terapéutico face as células expostas a uma dose equivalente
administrada em toma unica. Estas observagoes sugerem que os doentes com LLA-CPB
podem beneficiar deste esquema terapéutico que possibilita a administracao de doses mais
baixas com efeitos citotdxicos e citostaticos superiores e possivelmente menores efeitos

secundarios.

A apoptose induzida pelo Sirolimus pode estar relacionada com a perda de potencial
de membrana da mitocéndria que resulta na ativagao de caspases que, por sua vez, medeiam
elas proprias o processo e contribuem para a continua perda de potencial (98). Como tal, a
avaliagao do potencial de membrana e da expressao de caspases tornou-se importante na
compreensao dos mecanismos através dos quais o Sirolimus e também a Metformina
induziram a apoptose. Assim como outros estudos ja haviam demonstrado (57), os
resultados presentes neste trabalho permitem concluir que a apoptose desencadeada pelo
Sirolimus em células de LLA se deve a despolarizagaio da membrana mitocondrial com

ativagao das caspases.

Normalmente, a despolarizagio da membrana mitocondrial estd associada a morte
celular por apoptose, no entanto, existem evidéncias de que a morte pode ocorrer por vias
independentes da mitocondria e da agao das capases. Um dos processos que pode contribuir
para o efeito citotoxico de farmacos inibidores do mTOR independentemente da
mitocondria é a autofagia (62)(99). A ocorréncia de LLA de células B pode estar associada a
baixos niveis de autofagia uma vez que neste tipo de células existe uma baixa expressao de
alguns genes associados ao processo autofagico, como a Beclin-1, Atg5/7 ou LC3 (100). Yuan e
colaboradores (100) demonstraram que a ativagao do processo autofagico pelo Sirolimus
induz bloqueio do ciclo celular dos linfoblastos na fase Go/G,, melhorando a sobrevivéncia de
modelos animais com este tipo de leucemia. O bloqueio do ciclo celular induzido pelo
Sirolimus pode ocorrer através do processo autofagico que atua sobre polimerases
importantes para a sintese de DNA e RNA contribuindo assim para o seu efeito

antiproliferativo (97).
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Os resultados obtidos no presente estudo evidenciam um aumento da proteina LC3B
induzido pelo Sirolimus e também pela Metformina que se correlaciona com o aumento da
autofagia e da morte celular. A andlise da morfologia também permite observar a existéncia
de vacuolos no interior das células expostas a estes compostos que pode ser indicativa da
presenca dos autolisossomas caracteristicos da autofagia. Infere-se entdo que este processo
pode ter influéncia na morte das células em estudo. Isamel e os seus colaboradores (101)
mostraram que a alteragao das fun¢oes da mitocondria pode originar morte celular por
apoptose ou por autofagia. A relagao entre o aumento da LC3B e a diminui¢ao do potencial
de membrana sugere que a autofagia também pode estar relacionada com alteragoes da

mitocondria em células precursoras B de LLA expostas ao Sirolimus.

Perante estas ocorréncias, e com base nos estudos referidos anteriormente, pode
colocar-se a hipotese de a estimulagio do processo autofagico ser uma estratégia
terapéutica contra a progressao da LLA-CPB. Como tal, no presente estudo utilizou-se a
Metformina que mostrou ja através da sua agao indireta sobre o mTOR, contribuir para a
estimulacio da autofagia e, deste modo, aumentar a resposta tumoral a outros

antineoplasicos (102).

Os efeitos antitumorais da Metformina tém sido associados principalmente a
tumores soélidos, no entanto, Scotland e os seus colaboradores mostraram que este
composto pode ter também um efeito antiproliferativo e pré apoptotico promissor sobre
células leucémicas (103). Apesar das evidéncias até agora descobertas de que a Metformina
apresenta atividade antitumoral sao necessarios mais estudos no sentido de clarificar o tipo

de células cancerigenas em que é eficaz e os mecanismos de morte que lhe estao associados.

Assim, no estudo da atividade antitumoral da Metformina em LLA de células
precursoras B no presente trabalho, observou-se o efeito citototoxico dependente da dose
associado a morte principalmente por apoptose. A agao antitumoral da Metformina deve-se
sobretudo a sua inibi¢ao indireta do mTOR, mediada pela fosforilagao do seu alvo principal,
a AMPK (102). No entanto, a ativagao da AMPK pode nao ser essencial para os efeitos
antiproliferativos da Metformina sendo possivel que a Metformina module outras vias
oncogénicas através da agao do LKBI (104). O aumento da expressao de caspases, associado
a despolarizagao da membrana mitocondrial, indicam que a morte das células estudadas
neste trabalho também ocorreu pela via mitocondrial quando expostas a Metformina o que

vai de encontro as observagoes ja feitas por outros investigadores em células de LLA (105).
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Apesar de as curvas dose-respostas obtidas no presente trabalho evidenciarem um
efeito antiproliferativo da Metformina, a analise do ciclo celular nao revelou bloqueio do
ciclo celular. No entanto, outros autores demostraram que a Metformina inibe da

progressao do ciclo de células de LLA de fase S para G,/M (105)(106).

Além da indugao de morte por apoptose, a Metformina mostrou ja induzir morte em
linhas celulares de LLA por autofagia (106). No presente estudo, e tal como observado nas
células tratadas com Sirolimus, verificou-se que a Metformina induz aumento da proteina
LC3B, proporcional a concentragao do farmaco, e o desenvolvimento de vacuolos in vitro na
linha celular KOPN-8, possivelmente autolissosomas, sugerindo que o mecanismo de agao
subjacente a Metformina esta associado a ativagao da autofagia, o que pode contribuir para
os efeitos citotoxicos e citostaticos do farmaco. Além disso, o facto do aumento da LC3B
ser inversamente proporcional ao potencial de membrana da mitocondria sugere que as
alteragdes mitocondriais induzidas por este firmaco podem estar relacionadas com a

inducao da autofagia.

Para testar a hipdtese de, em células precursoras B de LLA, a Metformina funcionar
como adjuvante na agao citotoxica e citostatica de inibidores do mTOR e poder expandir as
possibilidades de tratamento de neoplasias, tal como ja foi feito noutros estudos (106), no

presente estudo associou-se a administragao de Metformina e de Sirolimus.

O papel da autofagia na terapéutica antitumoral permanece ainda por esclarecer.
Apesar de a autofagia se inserir nos mecanismos de morte das células, pode também
demonstrar uma agao protetora das mesmas podendo contribuir para a quimiorresisténcia,
dependendo do tipo de tumor. Existem diversos estudos clinicos nos quais a inibigao da
autofagia € utilizada como estratégia terapéutica na melhoria dos efeitos dos quimioterapicos
em alguns tumores, no entanto, o processo autofagico pode também demonstrar ser
necessario para um efeito antitumoral mais eficaz (108). Yuan e colaboradores (100)
sugeriram que a autofagia funcionar como estratégia no tratamento da LLA-CPB e na
melhoria da sobrevivéncia destes doentes. Uma vez que a Metformina, além de inibir a
atividade do mTOR também potencia a autofagia, a associagao deste farmaco com um
inibidor do mTOR parece ser uma estratégia letal para as células leucémicas (109). Esta
hipotese foi ja testada em alguns tipos de tumores. Contudo, no presente estudo, a
associagao entre os dois farmacos nao evidenciou uma potenciagao dos efeitos citotoxicos e
citostaticos do Sirolimus e da Metformina em monoterapia nem revelou exacerbar os efeitos

na autofagia. Este resultado vai contra as expectativas pois conhecendo o mecanismo de
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acao dos dois farmacos seria de esperar que o refor¢o da inibicio do mTOR potenciasse os
efeitos antineoplasicos nestas células. Apesar das evidéncias de que a estimulagao da AMPK
poderia ser uma estratégia terapéutica, surgiram também envidéncias de que alguns doentes
com LLA-CPB com alteragoes do MLL podem apresentar uma hiperativagio da AMPK que
conduz a ativagao de proteinas BCL-2 anti-apoptoticas, associadas a um mau prognostico.
Nestes casos seria importante inibir a atividade da AMPK de forma a inibir os estimulos de
sobrevivéncia das células neoplasicas que resultam da consequente ativagao da BCL-2. (110)
e nao ativar a AMPK como foi feito no presente estudo uma vez que a sua ativagao podera
contribuir para a sobrevivéncia das células e resisténcia a agdo de outros farmacos, neste
caso o Sirolimus. Futuramente, novos estudos poderio entio passar pela avaliagio de
proteinas BCL-2 que atuam devido a alteragdes da mitocondria e estio envolvidas tanto na
apoptose como na autofagia, interligando estes dois processos (lI1). Estas proteinas
antiapoptoticas tém a capacidade de inibir a autofagia por interagao com a proteina Beclin-I,
que intervém nos passos inicias da formagao dos autofagossomas, e de bloquear a morte
independente das caspases (l12). Torna-se necessaria a realizagio de mais estudos na
presenca dos dois farmacos de forma a clarificar a ocorréncia da autofagia, a via pela qual

esta ocorre e a atuagao das proteinas envolvidas na morte celular em LLA-CPB.

Como ja foi referido, as caspases intervém sobretudo na morte celular apoptotica.
No entanto, estas proteinas, uma vez ativas, sio também capazes de interferir na autofagia
pois que clivam a proteina Beclin-1 em fragmentos, eliminando a sua atividade pro-autofagica.
A quantidade de autofagossomas, que se traduz posteriormente nos niveis de autofagia, pode
ser diminuida quer pela proteina Bax (pro-apoptética) por meio da ativagao das caspases e
clivagem da Beclin-1, quer por proteinas anti-apoptéticas da familia BCL-2, como a BCL-xL,
por ligagao e inibicao da Beclin-1, dependendo dos niveis de expressao de cada uma (I13).
Estas evidéncias podem constituir uma explicagao para que no presente estudo se tenha
verificado que a associagao entre o Sirolimus e a Metformina induz um aumento da
expressao de caspases associada a um decréscimo do nivel de autofagia, face aos farmacos
em monoterapia. Mais estudos serao necessarios para verificar o efeito desta associagao
terapéutica em células precursoras B de LLA. Por exemplo, podera ser necessario
administrar desfasadamente os dois farmacos para que se observe efeito sinérgico. Além
disso, a ordem de administragao dos farmacos podera ter um papel importante na eficacia

desta associagao.
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5. Conclusao

As principais conclusoes deste trabalho que se centrou na avaliagao do potencial do
sirolimus e da metformina num modelo in vitro de LLA de células precursoras B foram as

seguintes:

v" O Sirolimus induz efeito citotdxico e citostitico depende da dose, do tempo e do
esquema de administragao, sendo mais eficaz em administragao diaria;

v Os efeitos do Sirolimus sdo exercidos por indugio de apoptose mediada por
caspases e por bloqueio do ciclo celular na fase G, podendo o processo autofagico estar
também envolvido;

v A Metformina induz efeito citotoxico e citostitico em células precursoras B de LLA,
associado sobretudo a apoptose mediada por caspase e, provavelmente, a ativagao de
autofagia;

v" A associagdo terapéutica de Sirolimus e Metformina nio mostrou potenciar nenhum

dos efeitos dos farmacos.

Assim, este estudo sugere que o Sirolimus e a Metformina em monoterapia apresentam
efeito antitumoral em LLA-CPB. No entanto, o esquema de associagiao utilizados no presente
estudo nao potenciou o efeito dos farmacos. Futuramente uma administragao desfasada, avaliando a
melhor sequéncia de administragao, deve ser avaliada de forma a concluir a influéncia do esquema
de administragdo na potenciagio do efeito terapéutico da associagio do Sirolimus com a

Metformina.
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