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“Recomeca...

Se puderes,

Sem angustia e sem pressa.

E os passos que deres,

Nesse caminho duro

Do futuro,

Dd-os em [iberdade.

Enquanto ndo alcances

Ndo descanses.

De nenhum fruto queiras so metade.

F, nunca saciado,

Vai colhendo

Ilusédes sucessivas no pomar

T vendo

Acordado,

O logro da aventura.

Ts homem, ndo te esquecas!

So é tua a loucura

Onde, com lucidez, te reconhecas.”

Miguel Torga
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Resumo

O carcinoma hepatocelular possui uma elevada incidéncia e mortalidade,
em parte devido ao estadio avancado em que normalmente € diagnosticado e a

sua elevada resisténcia as terapias convencionais, como a radioterapia ou a

M-

qguimioterapia. Por representar atualmente um problema de saude publica,
essencial investir em novas terapéuticas para este tipo de cancro.

A membrana amniética humana (hAM) tem sido referenciada em varias
publicacdes como uma potencial opcédo na terapéutica oncoldgica devido as suas
propriedades anti-angiogénica, pro-apoptoética e imunoregulatéria. De facto, varios
derivados da hAM, como as suas células ou o seu meio condicionado, foram ja
utilizados em estudos in vitro e in vivo na terapia de varios tipos de cancro. Até
agora, nao existem dados sobre o efeito anticancerigeno de extratos proteicos de
hAM (hAMPE, do inglés, human amniotic membrane protein extracts).

Desta forma, este trabalho experimental teve como principal objetivo
estudar o efeito do hAMPE em trés linhas celulares humanas de carcinoma
hepatocelular: HUH7, HepG2 e Hep3B2.1-7.

Foi possivel verificar através da técnica de eletroforese 2D que o hAMPE é
constituido por um elevado niumero de proteinas, dentro das quais se encontram
as proteinas responsaveis pelos efeitos anti-cancerigenos observados durante o
trabalho experimental. O hAMPE induziu uma diminui¢do da atividade metabdlica,
do contetdo proteico total e do conteido de ADN total em todas as linhas
celulares estudadas. Este tratamento revelou também ser capaz de intervir na

regulacdo do ciclo celular das linhas celulares em estudo. Também se verificou
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uma inducdo de morte celular nas trés linhas celulares de carcinoma
hepatocelular, acompanhada por uma diminuicdo da expressao das proteinas P53
e PB-catenina. A linha celular HepG2 sofreu elevados danos no DNA apés
tratamento, ao contrario das outras duas linhas celulares, cujo DNA néo foi
danificado. A terapia combinada utilizando hAMPE e os farmacos 5-Fluorouracil,
Doxorrubicina, Cisplatina e Sorafenib, revelou ser uma estratégia promissora por
potenciar o efeito anti-cancerigeno dos farmacos ja utilizados na clinica. Os
resultados in vivo, apesar de preliminares, corroboraram os resultados observados
in vitro, sendo que apods tratamento com hAMPE se observou uma diminuicdo da
taxa de crescimento tumoral relativamente a condi¢é@o controlo.

Este trabalho revela o potencial anticancerigeno do hAMPE no carcinoma
hepatocelular. Estudos relativos a identificacdo das proteinas constituintes do
hAMPE, o aprofundamento dos mecanismos responsaveis pela morte celular e
também a realizacdo de um modelo animal ortotépico e posterior terapia

constituem algumas das perspetivas futuras deste trabalho.

Xl



Abstract

Hepatocellular carcinoma has a high incidence and mortality, in part due to
the late stage at which is diagnosed and its high resistance to conventional
therapies, such as radiotherapy or chemotherapy. Actually, it represents a public
health problem and, for this reason, it is essential to invest in new therapies for this
cancer.

The human amniotic membrane (hAM) has been referenced in several
publications as a potential therapeutic option in cancer due to its anti-angiogenic
properties, pro-apoptotic and immunoregulatory properties. In fact, several
derivatives of hAM, as their cells or their conditioned medium, were already used in
in vitro and in vivo in several types of cancer therapy. So far, there are no data
about the anticancer effect of hAM protein extracts (hAMPE).

Thus, this experimental work aimed to study the effect of hAMPE in three
human hepatocellular carcinoma cell lines: Huh7, HepG2 and Hep3B2.1-7.

It was verified by 2D electrophoresis that hAAMPE consists in a large number
of proteins, within are the proteins which are responsible for the anticancer effects
observed in this experimental work. hAMPE induced a decrease in metabolic
activity, total protein content and total DNA content in all cell lines of hepatocellular
carcinoma under study. Treatment with hAMPE interfered with cell cycle regulation
of all cell lines. There was also an induction of cell death in all cell lines of
hepatocellular carcinoma, accompanied with a decreased expression of P53 and
B-catenin. The cell line HepG2 suffered high DNA damage after treatment, unlike

the other two cell lines, whose DNA was not damaged. The combined therapy of
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hAMPE with drug 5-Fluorouracil, Doxorubicin, Cisplatin and Sorafenib therapy has
proved to be a promising strategy for enhancing the effect of anticancer drugs. The
in vivo results, although preliminary, corroborate the results observed in vitro taking
into account that following treatment with hAAMPE, a decrease in the rate of tumor
growth was observed relatively to control condition.

This work reveals the anticancer potential of hAMPE in hepatocellular
carcinoma. Studies concerning the identification of proteins in hAMPE, the study of
the mechanisms responsible for cell death and also the realization of an orthotopic

model and subsequent therapy are some of the future prospects of this work.

XIV



INDICE

Capitulo 1

INTRODUGAD ...oovvenrierrereeriereerieteeseesseessessesssessesseessensesssessesssessesssessesssessens 1
1.1 O carcinoma hepatocelular..............ccccovviiiiiiiiiiic e 3
1.1.1 - Epidemiologia e etiologia ............cccovveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 3
1.1.2 — PAOENESE ..ottt 5
1.1.3 — DiagnOstiCo € teraplutiCa.........ccuuvreeeeeeeeeeiiiiiiiieeee e 8

1.2 - Amembrana amniotiCa ..........cooeeeeeieiie e, 14
1.2.1 —Estrutura € fuNGa0........ccovvviiiiiiiii e 14
1.2.2 —Propriedades da hAM...........ccooiiiiiiiiiiiiicc e 21
1.3— A membrana amniotiCa € 0 CANCIO ...ccceerrrrrmmrrreveeeeerssssrsrrureeeeesssssssns 24

Capitulo 2
MATERIAIS E METODOS ....ccvovtiriereiererinrerenterenteresesseressesesessesessesesssseseses 31
2.1- Colheita e rececdo da membrana amniGtica..............cccccvvvvveeeenn... 33

2.2— Extracado e quantificacdo das proteinas da membrana amniética... 34

2.3— Caraterizagdo das proteinas da membrana amniética.................... 34
2.3.1 — Preparacao e quantificacdo da amostra...........ccccevvvvvvvnineeeennn. 37
2.3.2 — Focagem isoelétrica: primeira dimensSao .........ccccvvvvvvvveeeeennenn. 38
2.3.3 — SDS-PAGE: segunda dimeNS&0...........ccuvvieiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeen, 39

XV



2.3.4 — DeteGa0 de ProteiNas .........eeeeeeeeiiiiiiiiiiiiee e 40

2.4— EStUAOS IN VIEFO....ccoiiiiiiiiiiiceeeeeee e 42
2.4.1— CUlUra CEIUIAT .....eeiiiie e 42
2.4.2 -Avaliacao da atividade metabolica ............cccoeeveeeiiiiieiiiiiiineeee, 43
2.4.3- Avaliacao do contetdo proteico total ..............cccevvvevviiiiiinnnenn. 44
2.4.4 - Avaliacao conteudo total de acido desoxirribonucleico ............ 46
2.4.5- Avaliacdo dos danos no ADN através do ensaio cometa.......... 47

2.4.6 - Avaliacdo do ciclo celular através da técnica de citometria de

2.4.7 - Avaliacdo da expressdo de P53 e de B-catenina através de

LV L=2S] (=] 1 1 o] o ) USRI 52

2.4.8 — ESIrEQACOS. ....ccuui it 55

2.4.9 - Terapia combinada.............ccuuviiiiiiieeiiieie e 57

2.5 —EStUAOS IN VIVO ...cooiiiiiiieiieceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 59

2.6 — Andlise EStatiStiCa...........ccevvviiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 60
Capitulo 3

RESULTADOS ....ciiiiiiettiennniirireetteeessssssssrrnasssssssssssssssssssssssssssssssssssnses 63

3.1 - Caracterizacao das proteinas da membrana amnidtica.................. 65

3.2 - Avaliacado da atividade metabolica............cccccovvvevviiiiiiiiiiiiiiiiieeeee, 66

3.3 - Avaliacdo do conteldo proteico total ..........cccccvvvveiiiiiiiiiiiiiiiiiceee, 70

XVI



3.4 - Avaliacao do contetudo em &cido desoxirribonucleico total............. 74

3.5 - Avaliacdo de atividade metabdlica, conteudo proteico total e

contetdo de ADN total na linha HFFL ...........oooviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 77
3.6 - Avaliacao de danos no ADN através do ensaio cometa.................. 80
3.7 - Avaliacdo do ciclo celular..............ucoiiiiiiiiiice e 82

3.8 - Avaliagao da expressao de P53 e de B-catenina através de western

DIOT ... 84
3.8.1 - EXPressa@o de P53 ... .o 84
3.8.2 - EXpressan de B-Catenina...........ccuevvveeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee 86

3.9 - Avaliagdo da morte celular...........ccccccviiiiii 89
3.10 - Terapia combinada ............cooovviiiiiiiiiiii 93
3.11 - ESTUAOS IN VIVO ...coiieiiiiiiee e et e e e e e e 96
Capitulo 4
DISCUSSAD ...vevvreniiererereninteteresetsssseseseessssesesestssssesesestssssesesesssssesescssaes 99
Capitulo 5
CONCLUSOES ....vtiiiirieieieieieiererererereresesenesesesesesenesensstssnsnsnssssssssssssss 119
BIBLIOGRATFTIA uuuvvviiviiniiiiiniirrieiinisnsiesssssissssssssusssssssssssssssssssssssssss 121

XVII






ABREVIATURAS

5-FU 5- Fluorouracilo

ADN Acido desoxiribonucleico

AFP a-fetoproteina

APC Adenomatous polyposis coli

ARN Acido ribonucleico

BCA Bicinchoninic acid

Cdk2 Cyclin-dependent kinase 2

Cdk4 Cyclin-dependent kinase 4

Cdk6 Cyclin-dependent kinase 6

Cis Cisplatina

CK1 Casein-kinase 1

CRH Corticotropin realising hormone
DMEM Dulbecco's modified eagle's médium
DMSO Dimetilsulféxido

Doxo Doxorrubicina

EDTA Acido etilenodiaminatetraacético
EGFR Endothelial growth factor receptor
EGTA Acido tetracético etileno glicol

FBS Fetal Bovine Serum

FdUMP Fluorodesoxiuridina monofosfato
FAUTP Fluorodesoxiuridina trifosfato

FUTP Fluorouridina trifosfato

GSK3 Glycogen sintase kinase 3

hAECs Human amniotic membrane epithelial cells
hAM Human amniotic membrane

hAMCs Human amniotic membrane mesenchymal cells

XIX



hAMPE
hCG

HLA
HSP90
IL-1B

IP

IPG

lal
LEF1/TCF
LRP
MALDI-TOF
mARN
MHC
MMP
MRP1

MTT

NO
PBS
PDGFR
PEDF
PGE2
PGF2a
PgP
PVDF

RIPA

RMN

ROS

Humam amniotic membrane protein extracts
Human chorionic gonadotropin

Human leucocyte antigen

Heat shock protein 90

Interleucina 1B

lodeto de propideo

Imoobilized pH gel

Inibidor inter-alfa de tripsina

Lymphoid enhancer-binding factor-1/ T-cell factor
Low density lipoprotein receptor related protein
Matrix Assisted Laser Desorption lonization — Time Of Flight
Acido ribonucleico mensageiro

Major histocompatibility complex

Matrix metalloproteinases

Multidrug resistance protein 1
3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)2,5-diphenyltetrazolium bromide
Nitric oxid

Phosphate buffered saline

Platelet derived growth factor receptor

Pigment epithelium-derived factor
Prostaglandina E2

Prostaglandina F2a

Glicoproteina P

Polyvinylidene fluoride
Radio-immunoprecipitation assay

Ressonancia magnética nuclear

Reactive oxygen species

XX



RPMI Roswell Park Memorial Institute Medium

SDS Sodium dodecyl! sulfate

Sora Sorafenib

SRB Sulforodamina B

TC Tomografia computorizada

TCA Tricarboxylic acid

TIMPs Tissue inhibitor of metalloproteinases
TNF-a Tumor necrosis factor alpha

TOP2a Topoisomerase 2 alpha

VEGFR Vascular endothelial growth factor receptor
VHB Virus da hepatite B

VHC Virus da hepatite C

XXI






Capitulo 1

INTRODUCAO






1.1 O carcinoma hepatocelular
1.1.1 - Epidemiologia e etiologia

Os tumores do figado podem ser classificados como primarios ou
secundarios de acordo com a sua origem. Se o tumor do figado resultar do
processo de metastizacdo de um tumor priméario localizado noutro 6érgao,
denomina-se o tumor hepético como secundéario ou metastatico™?.

O carcinoma hepatocelular, que representa cerca de 70 a 90% dos tumores
primarios do figado, € o sétimo tipo de cancro mais incidente e o terceiro tipo de
cancro mais mortal em todo o mundo, estimando-se que este tipo de cancro tenha
sido responsavel por 745517 mortes durante o ano de 20123 Mundialmente, o
carcinoma hepatocelular é o quinto tipo de cancro mais incidente e o segundo
mais mortal no sexo masculino. Relativamente ao sexo feminino, este tipo de
cancro representa 0 nono mais incidente e o sexto mais mortal em todo o mundo®.

Em Portugal, a taxa de incidéncia do carcinoma hepatocelular €
relativamente baixa, representando apenas 2% de todos os tipos de cancro (2,7%
no sexo masculino e 1,1% no sexo feminino)®. Relativamente & taxa de
mortalidade associada a esta patologia, esta representa 3,8% de todas as mortes
devido a doenca oncoldgica em Portugal (4,6% no sexo masculino e 2,6% no sexo
feminino)®.

Tal como revelado nas estatisticas internacionais e nacionais, o carcinoma
hepatocelular € mais incidente no sexo masculino, fator que pode ser explicado
pelo facto dos homens estarem normalmente mais expostos a ambientes mais

carcinogénicos (como o tabaco e o alcool) e a infecbes pelo virus da hepatite B
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(VHB) e hepatite C (VHC)*. Por outro lado, o dano hepético pode ser reduzido pela
acdo da interleucina-6 através da acdo de estrogénios, em maior concentracdo no
sexo feminino*®. Também a acdo da testosterona pode promover a proliferacdo
do carcinoma hepatocelular através da sua acao sobre o0s recetores de androgénio
presentes neste tipo de cancro®®.

Relativamente a sua distribuicdo mundial, sabe-se que o0 carcinoma
hepatocelular é o sexto tipo de cancro mais incidente e o segundo tipo de cancro
mais mortal em regides menos desenvolvidas. Por outro lado, representa o décimo
primeiro tipo de cancro mais incidente e o sexto tipo de cancro mais mortal em
regibes mais desenvolvidas. A maioria dos casos de carcinoma hepatocelular
ocorre na Africa Subsaariana e na Asia de Leste. Paises do sul da Europa, como a
Espanha, a Italia ou a Grécia tendem a ter niveis de incidéncia média (10-20 por
100 mil individuos), enquanto que a América do Norte e do Sul, a Europa do Norte
e a Oceania tém uma baixa incidéncia deste tipo de cancro (< 5 por 100 mil
individuos)®.

A idade média de diagnéstico do carcinoma hepatocelular pode variar entre
55-59 anos na China e os 63-65 anos na Europa e na América do Norte. Em
populacdes de baixo risco, observa-se uma elevada incidéncia de carcinoma
hepatocelular a partir dos 75 anos de idade. De referir ainda que este tipo de
cancro raramente ocorre nas primeiras quatro décadas de vida, com excecao das
populacdes onde a infecéo pelo VHB é hiperendémica’.

O VHB e o0 VHC representam importantes fatores de risco para o carcinoma
hepatocelular, verificando-se que paises com uma elevada prevaléncia de

infecbes por estes virus possuem, normalmente, uma elevada incidéncia de
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carcinoma hepatocelular®. Os mecanismos que induzem a formacdo tumoral
associados a infe¢cdes por VHB e VHC ainda né&o estdo totalmente esclarecidos.
No entanto, sabe-se que estes tumores apresentam uma elevada instabilidade
cromossémica®. Estudos tém evidenciado que existe uma interacdo entre a
hepatite viral, o alcool e a diabetes, com consequéncias severas sobre o
desenvolvimento do carcinoma hepatocelular®™*°. Estudos verificaram também que
portadores crénicos de VHB possuem um aumento acrescido do risco de

1*!, Sabe-se

carcinoma hepatocelular, comparativamente com a populacdo em gera
atualmente que o VHC aumenta o risco de carcinoma hepatocelular através da
promocao de fibrose e de cirrose®. A cirrose hepatica, atribuida as infeces por
VHB e VHC, a ingestédo cronica de alcool, a exposicdo a substancias quimicas
toxicas e certas deficiéncias metabdlicas, pode influenciar largamente o

desenvolvimento do carcinoma hepatocelular***

. Fatores como a obesidade, a
diabetes, a esteatose hepatica ndo-alcodlica e fatores alimentares podem também
levar a formacdo de um figado cirrético o que leva, em dltimo caso, ao

aparecimento do carcinoma hepatocelular'®*?,

1.1.2 - Patogénese

Os hepatdcitos sdo células especialmente vulneraveis ao dano resultante
da influéncia de diversos fatores etioldgicos devido ao seu papel central no
metabolismo de xenobidticos, como o alcool ou os farmacos, a sua participagdo no
metabolismo dos lipidos e dos &cidos gordos e a sua fungéo Unica na circulacdo

entero-hepatica de acidos biliares™. Na verdade, sabe-se que a apoptose dos
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hepatocitos pode ser um mecanismo crucial para o desenvolvimento de varias
doencas hepaticas, uma vez que 0 seu aumento esta intimamente relacionado
com a inflamacé&o e a fibrose'®. Sabe-se atualmente que os danos hepatocitarios,
a regulacdo da morte hepatocitdria com constante estimulo pro-apoptético, a
aquisicdo de um fendtipo alterado (hepatocito displasico), bem como a presenca
de uma matriz extracelular hepética alterada, sdo essenciais no desenvolvimento
do carcinoma hepatocelular*®*.

As células do carcinoma hepatocelular possuem mutagbes num elevado
namero de genes, o que induz um grande numero de mutacbes em inumeras
proteinas, como a P53, a B-catenina ou a polipose adenomatosa coli (APC, do
inglés adenomatous polyposis coli)**. Modelos recentes sugerem que o carcinoma
hepatocelular se desenvolve através de diversos mecanismos de acgéo
independentes que tém por base mutacées nos genes que regulam a P53 ou a B-
catenina®?'’.

A P53 é uma proteina citoplasmética codificada pelo gene TP53, localizado
no braco curto do cromossoma 17, na posicdo 17p13.1, cujas fungdes enquanto
supressora tumoral revelam o importante papel que desempenha na regulacdo da
ativacdo da transcricdo de genes reguladores do crescimento, divisdo, e
progressao do ciclo celular'®. Esta proteina encontra-se normalmente presente em
baixas concentracdes na célula, contudo, a sua transcricdo pode ser ativada por
estimulos, tais como danos no A&cido desoxirribonucleico (ADN)Y . A
sobreexpressao desta proteina pode ativar vias que podem conduzir ao bloqueio

do ciclo celular e a apoptose. Contudo, por vezes ocorrem mutacdes nesta

proteina, ndo havendo assim um controlo adequado do ciclo celular®®. Apesar de
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se saber que a P53 é uma proteina que se encontra frequentemente mutada no
carcinoma hepatocelular, ndo se conhecem os mecanismos através dos quais
esta protefna se correlaciona com a recorréncia tumoral®*#.

A proteina [B-catenina, originalmente identificada como um componente
submembranar do sistema de adesao célula-célula mediado pela caderina, € uma
proteina que possui um papel essencial na adesédo celular quando localizada na
membrana citoplasmatica, sendo também responsavel pela via de sinalizacdo
candnica do Wnt quando se encontra livre no citoplasma®. Sabe-se que a
reativacao da via Wnt/B-catenina, através de mutacdes nos genes da B-catenina e
da axina, esta presente em 30% a 40% dos tumores hepaticos?*2°,

Na auséncia de Wnt, a B-catenina liga-se ao complexo de degradacgéo
formado pelo APC, axina, glicogénio sintase cinase 3 (GSK3) e caseina-cinase 1
(CK1). Neste complexo, a B-catenina é fosforilada pela CK1 e pela GSK3, o que
desencadeia a ubiquitinacdo e a degradacao da B-catenina nos proteassomas. Os
genes alvo da via de sinalizagdo wnt mantém-se inativos pela ligagédo da proteina
Groucho a proteina reguladora génica LEF1/TCF (do inglés lymphoid enhancer-
binding factor-1/T-cell factor). Por outro lado, se ocorrer a ligacdo das proteinas
wnt ao recetor Frizzled e a LRP (do inglés low-density lipoprotein receptor related-
protein), os dois tipos de recetores unem-se, resultando no recrutamento do
complexo de degradacao para a membrana plasmatica e na fosforilacdo da cauda
citosolica da LRP pela GSk3 e pela CK1y. A axina liga-se a LRP fosforilada, sendo
inativada e/ou degrada. O complexo de degradacéo, sem a axina, torna-se inativo

impedindo a degradagao da B-catenina, podendo esta translocar-se para o nicleo.



No nucleo, a B-catenina liga-se a LEF1/TCF, desloca o co-repressor Groucho e

atua como um ativador na estimulacdo da transcricdo dos genes-alvo®”? (figura
1.1).
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Figura 1.1 — Sinalizagado da via Wnt/B-catenina. (A) Na auséncia de wnt, a 3-catenina liga-se ao complexo
de degradacgéo formado pelo APC, axina, GSK3 e CK1. Neste complexo, a B-catenina € fosforilada pela CK1
e pela GSK3, o que desencadeia a ubiquitinagdo e a degradagdo nos proteassomas. Os genes que
respondem ao wnt mantém-se inativos pela ligacdo da proteina Groucho a proteina reguladora génica
LEF1/TCF. (B) A ligacédo do wnt ao receptor Frizzled e a LRP relne os dois tipos de recetores, resultando no
recrutamento do complexo de degradacdo para a membrana plasmatica e na fosforilagdo da cauda citosélica
da LRP pela GSk3 e pela CK1y. A axina liga-se a LRP fosforilada, sendo inativada e/ou degrada. O complexo
de degradacdo, sem a axina, torna-se inativo impedindo a degradacdo da [B-catenina. Esta proteina é
posteriormente translocada para o nucleo. No nucleo, a B-catenina liga-se a LEF1/TCF, desloca o co-
repressor Groucho e atua como um ativador na estimula¢éo da transcrigdo dos genes-alvo29

1.1.3 - Diagnéstico e terapéutica

O carcinoma hepatocelular possui um mau progndéstico e uma sobrevida
diminuta, em parte devido ao estadio avancado em que grande percentagem dos

carcinomas hepatocelulares sédo detetados. Todavia, tém vindo a surgir grandes



avancos na Medicina que visam possibilitar uma detecdo mais precoce e eficaz da

doenca, permitindo assim um aumento da taxa de sobrevida**.

A ecografia abdominal conjugada com a avaliagdo da a-fetoproteina (AFP),
um marcador tumoral do carcinoma hepatocelular, € uma das primeiras
estratégias de diagndstico. No entanto, sabe-se que apesar da presenca de AFP
sérica ser o principal marcador de carcinoma hepatocelular, esta apresenta uma
baixa especificidade e, por isso, a presenca da neoplasia deve ser confirmada por
métodos complementares de diagndéstico. Para tal, a tomografia computorizada
(TC), a ressonancia magnética nuclear (RMN) ou o estudo anatomopatolégico a
partir de biopsia hepética sdo equacionadas®!.

Relativamente as opcdes terapéuticas, quando a detecdo do carcinoma
hepatocelular é realizada num estadio inicial, o transplante hepético € a terapia
mais eficaz, permitindo o tratamento em simultdneo do cancro e da doenca
associada. Contudo, devido a falta de dadores disponiveis e as diminutas
compatibilidades entre dador e doente, esta terapia torna-se apenas util em 5%
dos doentes® 4. Vale a pena referir que posteriormente ao transplante podem
surgir complicacdes pés-operatdrias, como a rejeicdo do 6rgao transplantado ou a
reinfecao viral®.

Outra opcéo de tratamento, recorrendo a técnicas cirdrgicas, € a ressec¢ao
cirurgica por hepatectomia parcial. Este tipo de tratamento é utilizado em tumores
localizados e nunca em doentes que apresentem doenca hepatica associada. Por

este motivo, a concretizacdo desta terapia encontra-se restrita a um numero

reduzido de doentes. A taxa de sobrevivéncia a esta terapia pode ultrapassar os



60%-70% ao fim de 5 anos. No entanto, existe uma elevada taxa de reincidéncia
da doenca durante o acompanhamento, correspondendo a mais de 50% em 3
anos. Esta elevada taxa de recorréncia pode ser o resultado da transmisséo por
via hematogénica ou a formacdo de um tumor de novo, onde a presenca de
invasdo vascular ou de ndédulos adicionais constituem indicadores de recorréncia
por disseminagéo®33%,

Existem ainda outras terapias a que os doentes nao candidatos a
transplante e a hepatectomia parcial podem recorrer, como a termoablacdo
percutanea, a crioablacdo e a quimioembolizacao trans-arterial®*°.

Uma vez que o carcinoma hepatocelular € por norma detetado em estadios
avancados da doenga, inviabilizando a utilizagdo das técnicas curativas ja
mencionadas, é muitas vezes necessario prescrever aos doentes outros tipos de
terapias, como a radioterapia e/ou a quimioterapia***.

A radioterapia é uma opcao terapéutica no carcinoma hepatocelular. No
entanto, os resultados obtidos com este tipo de terapia neste tipo de cancro em
particular ndo sé&o animadores, podendo os fracos resultados obtidos ser
explicados essencialmente por dois motivos. O primeiro motivo esta relacionado
com a radioresisténcia deste tipo de tumores®’. O segundo motivo deve-se a
elevada heterogeneidade dos tumores hepaticos, uma vez que os tumores podem
variar distintamente entre si a nivel genético, na expresséo de diferentes tipos de
proteinas e em varias vias de sinalizacao celular, o que pode explicar a resisténcia
associada a radioterapia®~°.

Para aléem do perfil radioresistente, o carcinoma hepatocelular é também

quimioresistente. Por este motivo, a quimioterapia sistémica nao € particularmente
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eficaz neste tipo de cancro. Estudos recentes referenciam que as alteracdes
moleculares no carcinoma hepatocelular induzem um desequilibrio na regulacao
da apoptose e, consequentemente, a resisténcia & quimioterapia*****!. O papel da
quimioterapia no carcinoma hepatocelular é principalmente paliativo e envolve o
controlo dos efeitos do crescimento tumoral e a minimizacdo dos sintomas que
dele advém®. A doxorrubicina (Doxo), o 5-fluorouracilo (5-FU) ou a Cisplatina
(Cis) séo alguns dos agentes utilizados na quimioterapia sistémica do carcinoma
hepatocelular®®2,

A Doxo é um dos agentes mais utilizados na pratica clinica. Contudo,
proporciona apenas uma resposta parcial em menos de 10% dos doentes, sem
aumento da sua taxa de sobrevida®®. Gewirtz et al. referiu que a variabilidade de
possiveis efeitos celulares da Doxo reportados se poderia dever ao facto de terem
sido utilizadas diferentes concentracbes deste farmaco nas varias condicdes
experimentais, enfatizando a importancia da consideracdo da concentracdo do
farmaco utilizada em cada estudo particular®®. Quanto aos seus mecanismos de
acdo, sabe-se que a Doxo € capaz de entrar no ndcleo celular e interagir com a
topoisomerase 2, o que se traduz por danos no ADN e na morte celular®®. Por
outro lado, este farmaco pode ser oxidado com formacdo de semiquinona, um
metabolito instavel que pode ser reconvertido em Doxo num processo que permite
a libertacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). As ROS podem induzir a
peroxidacao lipidica e danos membranares, danos no ADN, stresse oxidativo e
morte celular.*** Para além da cardiotoxicidade, a resisténcia celular a este
farmaco € também um fator limitante da sua utilizacdo. Mecanismos de resisténcia

gue envolvem a glicoproteina P (PgP) ou a proteina 1 associada a resisténcia a
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multiplas drogas (MRP1) podem estar na base da quimioresisténcia celular a
Doxo. Também a amplificacdo da topoisomerase 2 alfa (TOP2A) pode estar
correlacionada com os mecanismos de resisténcia celular a este farmaco®*°.

O mecanismo de acéo a nivel celular do 5-FU baseia-se na incorporagéo de
fluoronucledtidos no &cido ribonucleico (ARN) e no ADN, bem como na inibicdo da
enzima timidilato sintase, responsavel pela sintese de nucleétidos. Este farmaco é
considerado um antimetabolito, atuando como anélogo do uracilo com um atomo
de fluorina. Sendo um analogo do uracilo, o 5-FU utiliza os mecanismos de
transporte facilitado do uracilo, o que lhe permite uma entrada rapida no interior da
célula. Intracelularmente, o 5-FU é convertido em diferentes metabolitos, como a
fluorodesoxiuridina monofosfato (FAUMP), a fluorodesoxiuridina trifosfato (FAUTP)
ou a fluorouridina trifosfato (FUTP), que posteriormente desregulam a sintese de
ARN e ADN e a acéo da enzima timidilato sintase*®***', Uma vez que a timidilato
sintase é responsavel pela formacédo de blocos de timidina-piridina, nucledsidos
essenciais a replicacdo de ADN, a administracdo de 5-FU leva a uma diminui¢éo
da replicacdo do ADN e, consequentemente, & morte celular pela escassez de
timidina trifosfato®®*’.

A Cis néo tem surtido efeitos encorajadores no tratamento do carcinoma
hepatocelular. A Cis pertence a familia dos farmacos que contém platina na sua
estrutura e, similarmente & Doxo e ao 5-FU, atua também ao nivel do ADN*. A Cis
€ um farmaco largamente utilizado no tratamento de varios tipos de cancro e a sua
funcdo anticancerigena baseia-se na sua capacidade de promoc¢édo da apoptose

das células através da ativacao de varias vias de transducdo, como representado

na figura 1.2%.
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Figura 1.2 — Interagcdes celulares da cisplatina. (1) Espécies reativas de oxigénio; (2) ADN; (3)
Fator de necrose tumoral (TNF); (4) mitocdndria; (5) P53; (6) sinalizacdo do célcio; (7) caspases e (8)
proteinas de multirresisténcia®

Apesar de possuir diversos alvos celulares, o principal alvo da acédo da Cis
é o ADN*. A Cis acumula-se no interior da célula e intercala-se nas cadeias de
ADN, levando a formacdo de aductos que, na maioria das vezes, ndo sao
reparados pelos mecanismos de reparacao celular. Todavia, tém surgido estudos
gue revelam varios mecanismos de resisténcia das células a acao deste farmaco,
podendo estes resultar em mecanismos de resisténcia adquirida ou de resisténcia
celular intrinseca*®*°.

Os resultados pouco eficazes da quimioterapia sistémica tém potenciado a
procura de terapéuticas dirigidas a alvos moleculares especificos como, por
exemplo, a multicinase. O sorafenib (Sora) foi aprovado em 2007 e tem provado
aumentar significativamente o tempo de sobrevida dos doentes com carcinoma

hepatocelular com muito poucos efeitos adversos*?. Este farmaco é um inibidor de

varias tirosinas cinases, atuando diretamente nas cinases serina/treonina que sao
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essenciais na sinalizacdo da célula tumoral e na sua proliferacdo®. Para além
disso, este farmaco atua ainda em varias tirosina-cinases de recetores envolvidos
na angiogénese, incluindo o recetor de fator de crescimento do endotélio vascular
2 (VEGFR2, do inglés vascular endothelial growth factor receptor 2) e o recetor do
fator de crescimento plaquetario (PDGFR, do inglés platelet derived growth factor

receptor).

Tendo em conta a auséncia de terapéuticas eficazes para o carcinoma
hepatocelular, principalmente em estadios avancados da doenca, €
particularmente importante encontrar novas terapias que nos permitam reduzir a
taxa de mortalidade deste tipo de neoplasia. Neste contexto, surge a utilizacdo da
membrana amniética humana (hAM, do inglés human amniotic membrane) como

uma possivel terapéutica para o carcinoma hepatocelular.

1.2 - Amembrana amnidtica

1.2.1 - Estruturae funcao

7

A placenta € um Orgao altamente especializado que suporta o normal.
desenvolvimento do embri&o/feto durante todo o periodo gestacional®. Este 6rgéo
€ constituido por duas membranas fetais, o corion e o amnios. O cdrion, que
constitui a camada externa e que contacta com a decidua materna, € 0 &mnios ou
membrana amniética, que constitui a camada interna da placenta e que esta em

contacto direto com o liquido amniético, como representado na figura 1.3
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Figura 1.3 — A placenta humana: cérion e membrana amniotica. O coérion é constituido pela camada
reticular, a membrana basal e camada fibrindide. A membrana amnid6tica é constituida pela camada epitelial, a
membrana basal e a camada mesenquimal®®

A hAM, mostrada na figura 1.4, € uma estrutura avascular que nao possuli
nervos, musculos ou vasos linfaticos. Possui uma espessura que pode variar entre
0,02 e 0,05 mm>*. Este tecido é constituido por trés camadas histologicamente
distintas: a camada epitelial, a membrana basal e a camada mesenquimal®*®°. A
camada mesenquimal pode ainda subdividir-se em camada compacta, camada

fibroblastica e camada esponjosa®.
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Figura 1.4 - A membrana amniética humana. Encontra-se representada a membrana amniética humana
antes (A) e apos (B) lavagem com tampao fosfato salino

A camada epitelial encontra-se em contacto com a cavidade amniotica e com
o liquido amniético constituindo, assim, a camada mais interna da hAM. E
constituida por células epiteliais cubdides que derivam da ectoderme, formando
uma camada uniformemente disposta sobre a membrana basal, sendo estas
células vulgarmente conhecidas como células epiteliais derivadas da hAM
(hAECs, do inglés human amniotic membrane epithelial cells). Estas células
possuem uma orientacdo bem definida com um poélo apical em contacto direto com
o espaco luminal e um pélo basal em contacto com a membrana basal®’?,
estando lateralmente ligadas por desmossomas. Intracelularmente, as hAECs
possuem um nucleo irregular, grande e homogéneo. Apresentam um numero
elevado de organelos e varias vesiculas pinociticas. O seu citoesqueleto €&
altamente funcional e bem formado®®°. Para além disto, as hAECs possuem um
elevado numero de microvilosidades na superficie apical, sendo estas muito
numerosas nas zonas mais laterais. Este elevado niumero de microvilosidades
podera permitir as hAECs ndo sO ter uma participacdo ativa no transporte

intracelular e transcelular, como também ter uma funcéo de secrecéo ativa®.
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A membrana basal da hAM é uma das camadas mais espessas encontradas
nos tecidos humanos. Esta camada € constituida maioritariamente por colagénio,
por elastina, por fibronectina, por laminina e por proteoglicanos®?.

Sabe-se atualmente que os colagénios do tipo |, do tipo I, do tipo IV, do tipo
V e do tipo VI sdo os mais abundantes na membrana basal das hAM®. Pensa-se
que os colagénios do tipo I, Ill e V s@o os principais responsaveis pela resposta
mecanica da hAM. O colagénio do tipo IV localiza-se entre a camada epitelial e a
membrana basal da hAM. Pensa-se também que o colagénio do tipo VI
proporciona filamentos de ancoragem na interface da hAM®*%,

Malak e Bell confirmaram a elevada quantidade de elastina na hAM®,
atribuindo-se a esta fibra a caracteristica elastica da hAM. A elastina pertence a
um complexo de proteinas insollveis e relativamente pouco estruturadas, que sao
combinadas entre si covalentemente para formar uma rede elastica®®.

A fibronectina fetal € uma proteina responsavel por manter a estrutura da
hAM, devido aos seus multiplos dominios de ligacdo as células, bem como aos
componentes da matriz extracelular®’. Tal s6 é conseguido devido aos dominios
especializados capazes de mediar a ades&o celular®” .

A laminina é uma glicoproteina integrante do esqueleto estrutural da
membrana basal de quase todos os tecidos animais®®. Pensa-se qua a laminina
pode ter como funcéo o fortalecimento da hAM, uma vez que a laminina é capaz
de fixar as hAECs ao estroma através da membrana basal®.

Os proteoglicanos séo também componentes principais da membrana basal

da hAM. Na verdade, foram ja identificados proteoglicanos, como a decorina e o

biglicano na hAM™. Estas macromoléculas sdo capazes de interagir com as

17



moléculas de colagénio e promover desta forma a regulacdo da formacgdo de
fibrilhas de colagénio’®. Por outro lado, sdo também responsaveis pelas
propriedades viscoelasticas da hAM, mantendo a sua integridade tecidular. Os
proteoglicanos sdo também importantes reguladores da proliferacdo e da
diferenciacdo celular promovendo, através da ligacdo a fatores de crescimento,
processos de remodelacéo tecidular’®"2,

A camada mesenquimal pode ser dividida em trés partes distintas, a camada
compacta, a camada fibroblastica e a camada esponjosa. A camada compacta,
forma o principal esqueleto fibroso da hAM®®, a camada fibroblastica é rica em
células fusiformes organizadas com alta mobilidade conhecidas por células
mesenquimais derivadas da hAM (hAMCs, do inglés human amniotic membrane
mesenchymal cells) e a camada esponjosa que encontra-se adjacente ao
cérion’*". As hAMCs sdo células que derivam da mesoderme extra-embrionaria,
exibem uma morfologia fusiforme e formam camadas de células organizadas. S&o
células altamente moveis pois ndo se encontram ligadas a membrana basal e ndo
estabelecem contactos permanentes com as células do restante ambiente

celular™'®. A estrutura da hAM encontra-se revelada na figura 1.5, tenso sido

obtida através da coloragdo com hematoxilina e eosina.
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Figura 1.5 - Estrutura da membrana amnidtica humana. A membrana amniética humana foi corada com
Hematoxilina e Eosina. AE: camada epitelial; *: membrana basal; ®: camada compacta; *: camada
fibroblastica; SL: camada esponjosa (adaptado de Diaz-Prado et al., 2011)*®

A hAM possui inumeras fungdes ao longo de todo o periodo gestacional,
sendo que uma das func¢des essenciais é proporcionar ao embrido/feto protecao e
um ambiente de suspensdo, onde ele possa crescer livre da pressdo das
estruturas que o rodeiam>3°%">,

A regulagédo do pH do liquido amnidtico € também uma das suas funcgdes
essenciais. Esta regulacdo do pH resulta da existéncia de anidrase carbdnica na
camada epitelial da hAM que é responsavel pela rapida conversao do dioxido de
carbono e agua em &cido carboénico. Por este motivo, pensa-se que a hAM pode
ser parcialmente responsavel pela manutencdo do pH do liquido amniético”™"”.

A hAM possui ainda um papel crucial nas trocas de agua, nutrientes e
oxigénio entre os vasos sanguineos maternos e o liquido amniético®™. Para a
manutencdo da homeostasia, controlo do volume do liquido amniético e para

trocas rapidas de solutos, a hAM expressa diferentes aquaporinas, regulando

assim a entrada e a saida de agua, bem como o transporte de solutos’®. A
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presenca de transportadores de glicose do tipo 1 e 3 na superficie apical das
hAECs foi ja descrita’.

A sintese de substancias como lipidos e prostaglandinas constitui também
um papel essencial durante o periodo de gestacdo®®'. Yoshimura et al. afirmou
que os lipidos, derivados da circulagdo materna, sdo excretados no liquido
amnidético apos varias modificacées quimicas, verificando-se o aumento de lipidos
durante a gravidez. Verificou-se que o epitélio da hAM possui elevadas
quantidades de glicogénio, podendo este representar uma fonte de energia®. Para
além da sintese de lipidos, a hAM é uma fonte de prostaglandinas, particularmente
a E;* (PGE,), que tem um papel fundamental na iniciacdo e manutencdo das
contracdes uterinas. Na verdade, foram j4 detetadas na hAM varias enzimas
responsaveis pela sintese de prostaglandinas, tais como a fosfolipase, a

prostaglandina sintetase e a ciclooxigenase®®3,

A hAM expressa também
recetores de gonadotropina coriénica humana (hCG, do inglés human chorionic
gonadotropin), particularmente na camada epitelial, sugerindo um papel
determinante da hCG na sintese de prostaglandinas®. Para além disso, o acido
ribonucleico mensageiro (MARN) da hormona libertadora de corticotrofina (CRH,
do inglés corticotropin-releasing hormone) foi detetado na hAM. Sabe-se que a
CRH possui um papel importante na modulacdo das prostaglandinas®. As células
da hAM produzem também interleucina 1B (IL-1B) in vitro, induzindo desta forma a
producdo de prostaglandinas. Paralelamente a sintese de prostaglandinas, foi
detetada a presenca de recetores de oxitocina na hAM. Pensa-se que estes atuem

a nivel da contragdo do miométrio quando combinados com niveis elevados de

prostaglandina Falfa (PGF2a)®.
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Os leucotrienos, derivados do &cido araquidénico, sdo também produzidos
pela hAM. Sabe-se que estes derivados podem afetar a contractilidade uterina,

bem como modular a reac&o imunitaria e a vasodilatac&o®’.

1.2.2 —Propriedades da hAM

Varios estudos demonstraram que a hAM possui inimeras propriedades:
anti-microbiana, anti-viral, imunorregulatéria, bacteriostatica, anti-inflamatéria, anti-
aderente, anti-cicatricial, anti-angiogénica e néo é tumorigénica’®. Recentemente
verificou-se que a hAM possui também a capacidade de segregar algumas
moléculas com atividade pré-apoptotica. Por todos estes motivos, a hAM tornou-se
um objeto de estudo devido as suas atrativas propriedades e ao potencial de
aplicacdo clinica®®°. No que diz respeito & aplicacdo da hAM como potencial
terapia anti-cancerigena, a sua atividade imunorregulatéria, anti-angiogénica e
pro-apoptética parecem ser as caracteristicas mais relevantes®,

Relativamente a sua capacidade de imunorregulacéo, verificou-se que a hAM
inibe a resposta inflamatéria® e que as células da membrana ndo expressam o
antigénio leucocitario humano (HLA, de human leukocyte antigen) -A, - B, -C, -DR
ou a microglobulina-B2%, apresentando assim fraca imunogenicidade. A
expressdo do complexo maior de histocompatibilidade (MHC, do inglés major
histocompatibility complex) de classe | foi detetada em quase todas as células com
1%,

origem na hAM, ao contrario do MHC da classe | A hAM expressa

diferencialmente o HLA néo classico, nomeadamente o HLA-G (antigénio classe
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Ib), que é capaz de inativar linfécitos e células dendriticas do hospedeiro e
suprimir as células T através da ligagdo CD8 e HLA-G**.

Assim, pensa-se que a hAM possa servir de barreira fisica contra inidmeros
fatores que podem iniciar um processo inflamatério, mantendo as células
inflamatdrias na érea afetada e reduzindo desta forma o nimero de mediadores
inflamatérios envolvidos na resposta®™. A membrana basal da hAM possui
quantidades elevadas de acido hialurénico que, ao ligar-se ao CD44, expresso nas
células inflamatérias inibe a acdo das mesmas®. Para além disso, o Aacido
hialurénico tem a capacidade de se ligar ao inibidor inter-alfa da tripsina (lal),
formando um complexo ativo que é responsavel pelos efeitos anti-inflamatérios®’.
Um estudo de Ueta et al. revelou também a capacidade de inibicdo da resposta
inflamatdria através da inibicdo de citocinas Thl e Th2, divisdo celular e resposta
alogénica®. A atividade anti-inflamatéria que a hAM confere deve-se também a
elevadas quantidades de inibidores de metaloproteinases de tecido (TIMP’s, de
tissue inhibitors of metalloproteinases), responsaveis pelo controlo dos processos
inflamatorios. Para além disto, as TIMP’s regulam inUmeros processos, como a
fibrose e a quimiotaxia®. O efeito anti-inflamatério da hAM é também
caracterizado pela expressao de moléculas como o antagonista do recetor da
interleucina 2 (IL-2) e da IL-10%. A express&o do agonista do recetor de IL-1 e a
expressdo de IL-10 potencia o controlo intrinseco da inflamacdo da hAM'®. A
inibicdo da expresséo de IL-1a e IL-1B pela membrana basal da hAM pode ser
uma das causas responsaveis pela diminuicdo da inflamacdo aquando de um
transplante utilizando a hAM*®:. Para além disso, a expressdo do ligando Fas nas

células da hAM explica também o seu efeito imunossupressor. Deste modo,
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constata-se uma protecdo da interface feto-mae. Sabe-se também que as hAECs
inibem a migracdo de macréfagos através da segregacdo do fator inibitorio de
migracdo de macré6fagos’®. O estudo de Zang et al. referiu a existéncia de uma

proteina inibidora da elastase dos leucécitos'®

. Quando as células amnidticas sédo
expostas a IL-1 e ao fator de necrose tumoral alfa (TNF-a, de tumor necrosis factor
alfa) a expressao desta proteina aumenta, o que pode explicar o0s mecanismos de
defesa do sistema imunitério durante a gravidez*.

Para além deste facto, o sobrenadante da cultura de células derivadas da
hAM mostrou ter potencial anti-inflamatorio, inibindo a atividade quimiotética dos
neutroéfilos e dos macréfagos, com reducao da proliferacédo e indugcédo da apoptose
das células T e B,

Relativamente a atividade anti-angiogénica da hAM, pensa-se que esta
atividade pode ser controlada por dois mecanismos diferentes'®®. O primeiro
mecanismo pode estar relacionado com as grandes quantidades de proteinas
extracelulares da matriz de hAM, tal como o colagénio do tipo IV e VII, as
lamininas -1 e -5, a fibronectina, a angiostatina e a endostatina, que ja se provou
estarem envolvidas na supressdo da neovascularizacdo®. O segundo mecanismo
foi proposto por estudos recentes, que revelaram que as células da hAM, as
hAECs e as hAMCs, produzem Varios tipos de citocinas anti-angiogénicas®1%+1%,
Varios estudos ja indicaram também a influéncia de fatores como a
trombospondina-1, o fator derivado do epitélio pigmentado (PEDF, do inglés
pigment epithelium-derived factor) e as TIMP’s na atividade anti-angiogénica da

hAM%31%  Ainda nestes estudos foi revelado que a hAM n&o s6 inibe a neo-

angiogénese, como também diminui a vascularizagdo ja existente no tecido
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afetado'®'%. O mecanismo anti-angiogénico da hAM pode também ser explicado
pela acdo da hAM como uma barreira fisica que impede a migracdo e o
crescimento endotelial®.

Relativamente a sua propriedade apoptoética, existe muito pouca informacéo
disponivel, sendo exemplo os estudos de Li et al. e Zhou et al. No estudo de Zhou
et al. polimorfonucleares neutrofilos foram incubados com meio condicionado de
hAM e, através da técnica de citometria de fluxo, contabilizou-se o numero de
células em apoptose. Apdés 6, 9, 12 e 15 horas de incubacdo com meio
condicionado da hAM os autores verificaram que o nimero de células apoptéticas
aumentava, corroborando o facto de a hAM ser capaz de diminuir a inflamagéo’®’.
Li et al. mostraram que a apoptose promovida por hAM ndo é mediada
diretamente por 6xido nitroso (NO, do inglés nitric oxide) e pelo fator de necrose
tumoral a (TNF-a, do inglés Tumor necrosis factor a) mas sim pela inibicdo das

vias de sobrevivéncias de NF-«xB e da Akt-FKHR,

1.3— A membrana amnidtica e o cancro

Devido as atrativas propriedades da hAM, nomeadamente a sua atividade
imunoregulatéria, anti-angiogénica e pro-apoptotica, Seo et al. propés em 2008
que a hAM pudesse ser utilizada na terapia anti-cancerigena®%. No mesmo ano,
Evangelista et al. escreveu um artigo em que sugeria que as células com origem
na placenta pudessem ser utilizadas em estratégias terapéuticas com o objetivo

de restaurar a funcionalidade de o6rgados e tecidos através de transplante
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alogénico®. Hipotetizando também a possivel utilizacdo da hAM na terapia anti-
cancerigena, Mamede et al. publicou um artigo de revisdo focando as atrativas
propriedades de hAM e sua possivel correlacdo com a biologia dos tumores
sélidos’™®,  evidenciando também as propriedades anti-angiogénica,
imunoregulatdria e pro-apoptética deste tecido referidas anteriormente por Seo et
al.®® Para além destas propriedades, os autores referem que a baixa
imunogenicidade da hAM permitir-lhe-ia ndo ser rejeitada pelo sistema imunitério
do hospedeiro apds transplantacdo e ainda que a hAM poderia atuar como uma
barreira fisica natural em torno dos tumores, impedindo o fornecimento de
nutrientes e de oxigénio as células cancerigenas, dado que hAM sintetiza vérias
substancias anti-angiogénicas e é uma estrutura avascular’>. A sua funcdo como
barreira natural pode ser essencial para impedir a proliferacdo, a angiogénese e a
metastizacdo tumoral inibindo, assim, o crescimento tumoral®.

Em 2012 surgem os primeiros resultados na area de Oncologia. Magatti et
al. revelou que as hAMCs eram capazes de reduzir a proliferacdo de linhas
celulares de origem hematopoiética e ndo hematopoiética em sistemas de co-
cultura direta ou indireta, sugerindo o envolvimento de fatores sollUveis inibitorios
segregados pelas hAMCs™?. Estes autores descobriram ainda que o efeito anti-
proliferativo das hAMCs estava relacionado com um atraso na fase GO/G1 do ciclo
celular, bem como com a regulacdo de genes associados a progressao do ciclo
celular, como as ciclinas (D2, E1, H) e as cinases dependentes de ciclinas (CDK4,
CDK6 e CDK2), assim como a P15 e a P21°. Jiao et al. (2012) revelou também

gue as hAMCs sao capazes de inibir o crescimento de gliomas in vivo (figura 1.6),

através do aumento da apoptose tumoral. Os autores verificaram um aumento de
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BAX, de capasse-8 e de caspase-2, bem como uma diminuicdo de BCL-2, nos

|111

tecidos excisados apés occisdo tumora

Figura 1.6 - Administracé&o intra-tumoral de hAMCs inibe o crescimento de glioma C6 in vivo. Na imagem
encontram-se representados tumores no dia 30 em ratinhos Balb/c atimicos, o grupo controlo (esquerda)
tratados com células endoteliais de corddo umbilical humano (hUVECS) ou tratamento com uma Unica dose de
2x10° hAMCs intra-tumoral (direita).

No mesmo ano, Kang et al. revelou que hAECs possuiam atividade anti-
cancerigena, concretamente no cancro da mama. Os autores verificaram que
estas células foram capazes de inibir o crescimento tumoral in vitro e in vivo®>.

Foi também feito um estudo in vivo de associacdo terapéutica entre as
hAECs e o 5-FU, tendo-se concluindo que a inibicdo tumoral era maior quando era
administrado conjuntamente hAECs e 5-FU, sendo tanto maior quanto maior o
nimero de hAECs utilizado™2.

Apbs as publicacdes dos primeiros resultados experimentais, Niknejad et al.
propds que a inibicdo das metaloproteinases da matriz (MMPs, do inglés matrix
metalloproteinases) fosse um dos principais mecanismos de acao anti-

cancerigena das hAECs' .

Por outro lado, e tendo em conta os resultados
previamente publicados por outros grupos de investigacdo que indicavam que a

hAM era capaz de inibir a proliferacdo celular, bloquear o ciclo celular, induzir
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apoptose e inibir a angiogénese tumoral, Niknejad e a sua equipa propuseram que
0 mecanismo anti-cancerigeno da hAM se deveria a inibicdo da proteina de
choque térmico 90 (HSP90, do inglés heat shock protein 90)***,

Utilizando uma abordagem terapéutica distinta, em 2014 Niknejad publica
um artigo que pretende comparar o efeito do meio condicionado das hAECs com o
efeito do meio condicionado da hAM total, tendo-se verificado uma diminui¢cdo na
viabilidade celular das células tumorais apés adicdo de meio condicionado
proveniente das hAECs ou da hAM, bem como um aumento da expressao da
caspase-3 e -8'%°,

Recentemente, Rolfo et al publicou um artigo em que pretendia averiguar se
as hAMCs segregavam fatores capazes de inibir o crescimento de linhas celulares
humanas de cancro préstata. Os autores verificaram que, apos tratamento com o
meio condicionado das hAMCs, o ciclo celular das linhas tumorais em estudo era
bloqueado em G0O/G1™>.

A hAM tem também sido considerada para aplicacéo no local do tumor apés
resseccdo. Resultados provenientes de um ensaio clinico que envolveu cinquenta
doentes cujo tumor tinha sido removido entre dois a vinte meses antes do implante
com a hAM e em que a hAM foi utilizada para corrigir os defeitos da cavidade oral
e da faringe, revelaram a eficacia do processo. A eficacia foi avaliada através de
parametros relacionados com a dor e com a formacéo de tecido de granulacdo e
de epitelizacao local. Para além de uma total adeséo da hAM as feridas em todos
os doentes, também foi possivel verificar que ndo foram reportadas quaisquer

alergias sistémicas ou locais, tendo o transplante da hAM sido considerado efetivo

em 10 casos ou muito efetivo 40 casos®,

27



Iravani e a sua equipa publicaram em 2014 um ensaio clinico em que um
condrossarcoma de baixo grau da laringe foi tratado cirurgicamente com recurso a
aplicacdo da hAM na regido tumoral. Apds laringo-fissura, foi feita a resseccao da
massa tumoral e a hAM foi aplicada em toda a area com recurso a um stent de
silicone®’.

Estudos realizados pela equipa de investigacdo da Unidade de Biofisica da
Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra, revelaram que extratos
proteicos obtidos da hAM total (hRAMPE, do inglés human amnion membrane
protein extracts) podem ter diferentes efeitos na atividade metabdlica de vérias
linhas celulares humanas de cancro, tais cmo a estimulagéo, a inibicdo ou a
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auséncia de efeito (figura 1.7)""".
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Figura 1.7 — Atividade metabdlica (%) de linhas celulares cancerigenas humanas apo6s 72 horas de
incubacdo com 1lug/uL de extratos proteicos obtidos da hAM total. Para cada linha celular, os resultados
foram obtidos com o minimo de quatro membranas amniéticas humanas. Os valores representam a média +
erro padrao™’®

Através da figura 1.7, pode verificar-se que as trés linhas celulares de

carcinoma hepatocelular humano apresentam elevada sensibilidade ao hAMPE.
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As linhas celulares HuH7, HepG2 e Hep3B2.1-7 apresentaram uma inibicdo de,

respetivamente, 31%, 64% e 83%"'8,

Tendo em conta os resultados obtidos a partir do artigo de Mamede et al.,
que revelaram uma elevada reducdo da atividade metabodlica das células de
carcinoma hepatocelular apds tratamento com hAMPE, e tendo em conta as
poucas opcOes terapéuticas para o carcinoma hepatocelular e as atrativas
propriedades da hAM, este trabalho tem como objetivo estudar os mecanismos
celulares responsaveis pelo efeito do hAMPE nas linhas celulares humanas de

carcinoma hepatocelular.
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Capitulo 2

MATERIAIS E METODOS






Tem surgido nos ultimos anos um interesse acrescido na compreensdo dos
possiveis mecanismos anti-cancerigenos da hAM Sabe-se que este tecido possui
um elevado poder anti-angiogénico e imunoregulatério, bem como atividade pro-
apoptoética. Assim, com o objetivo de avaliar o potencial anti-cancerigeno da hAM
no carcinoma hepatocelular (CHC), bem como esclarecer alguns dos mecanismos
de acdo envolvidos, foram realizados estudos in vitro em linhas celulares humanas

deste tipo de cancro, complementados por estudos in vivo.

2.1- Colheita e rececdo da membrana amniotica

A colheita das hAM foi realizada no Servico de Obstetricia do Centro
Hospitalar e Universitario de Coimbra. Estas foram obtidas a partir de dadoras
saudaveis submetidas a cesarianas eletivas apO6s obtencdo do respetivo
consentimento informado, redigido de acordo com a Comisséo Etica do Centro
Hospitalar e Universitario de Coimbra (projeto aprovado a 25 de janeiro de 2013).

Apoés rececdo no laboratério, as hAM foram lavadas com tampao fosfato
salino (PBS, do inglés phosphate buffered saline) constituido por 137mM de NacCl
(Sigma, S7653), 2,7mM de KCI (Sigma, P9333), 10mM de NaH,PO, (Sigma,
S5011) e 1,8mM de KH,PO, (Sigma, P0662) com pH acertado para 7,4, ao qual

foi adicionado 2% de uma solugéo de antibiotico/antimicético (Sigma, A5955).
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2.2—- Extracdo e quantificagdo das proteinas da membrana amnidtica

Com o objetivo de obter um extrato proteico de hAM (hAMPE, do inglés
human amniotic membrane protein extracts), utilizamos o protocolo descrito por
Shao et al com algumas modificacdes, tal como descrito em Mamede et al*®®*8,
Assim, a hAM foi cortada em pequenos pedacos que foram posteriormente
picados com recurso a um bisturi. Apos adicdo de PBS, os pedacos foram
colocados em gelo e homogeneizados recorrendo a um potter. Posteriormente, 0s
pedacos homogeneizados foram colocados alternadamente num banho de
ultrassons e em gelo (1 minuto cada) durante trés vezes, seguindo-se uma
centrifugacdo (14000G durante 15 minutos a temperatura de 4°C). Apds a
centrifugacéo, o pellet foi descartado e o sobrenadante armazenado a -80°C.
Posteriormente, o sobrenadante foi filtrado, utilizando um filtro de 0,45um

(Whatman, 10462100), em ambiente estéril e quantificado recorrendo ao

NanoDrop® (ND-1000 Spectrophotometer, USA).

2.3—- Caraterizagado das proteinas da membrana amnidtica

A eletroforese 2D, ou bidimensional, tem sido largamente utilizada na analise
de proteoma devido a sua alta resolugdo e reprodutibilidade. Esta elevada
resolucdo deve-se ao facto de esta técnica separar as proteinas tendo em conta
dois parametros, o seu ponto isoelétrico (primeira dimensdo) e 0 seu peso
molecular (segunda dimenséao), permitindo uma analise quantitativa do proteoma.

Podemos dividir a técnica em quatro partes distintas, como esquematizado na
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figura 2.1: a preparacdo da amostra, a focagem isoelétrica, a eletroforese em gel
de poliacrilamida e a dete¢cdo das proteinas.

A. Preparagdo amostra: este passo é crucial para permitir uma elevada
pureza da amostra evitando assim que qualquer contaminante, como detergentes
Ou outras proteinas, interfiram na separacdo. A amostra pode ser obtida a partir de
lisados celulares ou homogeneizados tecidulares. A utilizacdo de agentes
precipitantes, como a acetona ou o acido tricloroacético (TCA) é recorrente, pois
estes reagentes permitem obter uma elevada pureza e concentracéo proteica.

B. Focagem isoelétrica (primeira dimensdo): as proteinas possuem grupos
de aminoacidos acidos e alcalinos que variam a sua carga de acordo com o pH do
meio em que se encontram. A carga total de uma proteina é a soma de todas as
cargas das cadeias de aminoacidos que a constituem e é a partir desta
propriedade que se baseia a separacdo por focagem isoelétrica. Quando a
amostra é colocada numa tira IPG (do inglés imoobilized pH gel), € aplicado um
campo elétrico e forma-se um gradiente de pH que leva a migracdo das proteinas
para o elétrodo com o sinal contrario ao sua carga total. Esta migracao ocorre até
as proteinas atingirem o seu ponto isoelétrico, que corresponde ao valor de pH
onde a carga total da proteina é igual a zero*%*%°,

C. Eletroforese em gel de poliacrilamida (segunda dimensé&o): a segunda
dimensdo consiste na técnica SDS-PAGE (do inglés sodium dodecyl sulfate-
polyacrilamide gel electrophoresis), uma eletroforese desnaturante em gel de
poliacrilamida. A utilizacdo do detergente SDS leva a desnaturagcdo proteica,
alterando a conformacéo nativa da proteina e a sua carga intrinseca. Assim,

gquando a amostra, distribuida ao longo da tira de IPG, € colocada no gel de
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poliacrilamida, as proteinas sdo separadas exclusivamente de acordo com o seu
peso molecular*?:1°.

D. Detecdo das proteinas: a Ultima etapa da eletroforese 2D baseia-se na
detecdo das proteinas através da coloracdo dos géis obtidos. Existem varias
técnicas de coloracdo, como o azul de coomassie ou a coloracdo com nitrato de
prata. Estas coloracdes possuem diferentes propriedades e a sua utilizacao
depende do objetivo pretendido com a separacdo das proteinas. Para a coloragcdo

dos géis foi escolhida a coloracdo pelo nitrato de prata pela sua alta sensibilidade,

por revelar um elevado contraste e por ser uma técnica de coloragao rapida.

Preparacéo e
guantificagcdo da amostra

—— A

\

% Focagem isoelétrica:
Q . primeira dimenséo

1

Eletroforese SDS-PAGE:
segunda dimenséo

Detecao de proteinas
(coloracéo por nitrato de prata)

Figura 2.1 - Esquema representativo de eletroforese bidimensional.
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2.3.1 — Preparacdao e quantificacdo da amostra

Os hAMPE (0,5mL) foram precipitados com acetona gelada (Sigma, 320110)
num volume quatro vezes superior ao volume da amostra. Apos adicdo da
acetona, as amostras foram agitadas em vortex e incubadas a -80°C durante 30
minutos. Terminado o tempo de incubacdo, as amostras foram centrifugadas
durante 15 minutos a 14000G a temperatura de 4°C e o processo de adicdo de
acetona e a centrifugacéo foi repetido duas vezes. O sobrenadante foi aspirado e
permitiu-se que a acetona evaporasse a temperatura ambiente. De seguida, o
pellet foi solubilizado em tampé&o de rehidratacdo [ReadyPrep™ Protein Extraction
Kit (Total Protein), Bio-Rad 163-2086]. Todas as amostras foram posteriormente
guardadas a temperatura de -80°C.

A quantificacdo de proteina total das amostras foi realizada pelo método do
de 2D Quant kit (GE Healthcare) de acordo com o protocolo definido pelo
fornecedor, apds descongelamento prévio das amostras. Foi escolhido este
método de quantificacdo pois este kit permite quantificar proteinas em amostras
gue contenham agentes interferentes como a ureia e a tioureia, compostos que
fazem parte do tampdao de rehidratacdo. As amostras foram novamente guardadas

a -80°C até posterior utilizagao.
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2.3.2 — Focagem isoelétrica: primeira dimensao

Todo o equipamento necessario para a focagem isoelétrica foi previamente
limpo com uma solucdo 10% de dodecil sulfato de sodio (SDS, Sigma, 436143) e
agua destilada. Para iniciar o processo da primeira eletroforese para se conseguir
a primeira dimenséo foi feita a rehidratacédo das tiras de IPG. Estas tiras que tém
um gradiente de pH varidvel de 3 a 10, foram adquiridas a BioRad (163-2014,
BioRad) congeladas e na forma desidratada, pelo que foi necessario efetuar a sua
rehidratacdo antes de iniciar a focagem isoelétrica. O procedimento inicia-se pelo
descongelamento das tiras, sobre papel, durante 15 minutos. O volume
equivalente a 20ug de proteina foi diluido em tampao de rehidratacdo e a amostra
foi posteriormente colocada num corredor do tabuleiro de focagem. A tira foi
colocada sobre a amostra, de modo a que o gel ficasse virado para baixo tendo
em conta os respetivos polos elétricos e foram removidas todas as bolhas de ar.
Sobre a tira foram adicionados 4mL de 6leo mineral para evitar a precipitacdo e a
evaporacao da ureia, contida no tampao de rehidratacdo. Seguidamente, as tiras
foram retidas com suporte dedicado (strip retainers 164-6111, BioRad) para evitar
que a formacao de gases durante a eletrélise induzisse a elevacao da tira e, deste
modo, interrompesse o contacto elétrico. De seguida, foram programados os
passos de rehidratacdo e a focagem isoelétrica. A rehidratacdo da tira decorreu
durante 15 horas, com uma diferenca de potencial de 50V e a temperatura de
20°C, que foi seguida da focagem isoelétrica. Esta, foi realizada seguindo uma
sequéncia de quatro passos, durante os quais variaram as diferencas de potencial

aplicadas as tiras, assim como o tempo de duracao.
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Apébs 15h de rehidratacdo, os suportes das tiras foram retirados. De seguida o
tabuleiro de focagem e o elétrodo foram desmontados e a tira foi virada de modo a
que o gel ficasse virado para cima.. Fragmentos absorventes especiais,
humedecidas com &gua ultra-pura, foram colacados entre as extremidades das
tiras e os elétrodos (electrode weaks 1646031, BioRad) para absorver eventuais
sais que pudessem estar contidos na amostra. Foram novamente montados 0s
elétrodos e foi continuado o protocolo definido no IEF Cell (do inglés, isoelectric

focusing cell)*? (figura 2.2).

Figura 2.2 - PROTEAN® i12™ |EF Cell

2.3.3 — SDS-PAGE: segunda dimenséo

Antes de iniciar a segunda eletroforese que nos permite obter a segunda
dimenséo, a tira foi retirada do tabuleiro de focagem e foi incubada, com agitacéo
leve, durante 10 minutos em tampao de equilibrio (BioRad,163-2108) com DTT
(ditiotreitol) (Sigma, 43815). O DTT é capaz de desfazer as pontes dissulfito,
contribuindo assim para a eliminacdo da estrutura tridimensional das proteinas.

Esta incubacdo foi seguida de uma outra, em tampdo de equilibrio, com
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iodocetamida (Merck, L59087244042), para alquilacdo das proteinas, durante 10
minutos, com agitagdo leve. Para a realizacao da eletroforese, foi polimerizado um
gel de acrilamida a 10% (BioRad, 161-0158) onde foi colocada a tira, que foi
previamente imersa em tampé&o de eletroforese (BioRad 161-0771). Juntamente
com a tira foi colocado um padrédo de bandas (BioRad, 161-0373) de modo a
facilitar a visualizacdo dos pesos moleculares apds separacao. Apos a colocacao
horizontal da tira sobre o gel, este foi coberto com uma solugcdo de 0,5% de
agarose de baixo ponto de fusdo (Sigma, A9415) em tampao de eletroforese. A
eletroforese foi iniciada com uma diferenca de potencial de 80V durante 30
minutos, seguida de um aumento da diferenca de potencial para 150V, durante 2

horas.

2.3.4 — Detecao de proteinas

Para a detecdo das proteinas presentes nos géis 2D foi utilizada a coloracéo
por nitrato de prata. Esta coloracéo baseia-se na ligacdo dos ibes de prata (Ag*) a
aminoacidos basicos das proteinas presentes na superficie da matriz do gel.
Quando estes ibes sdo reduzidos a Ag, as proteinas adquirem a cor acastanhada
tornando-se visiveis'*1%4,

Para a coloracdo com prata, o gel foi colocado em agitagdo suave numa
solucdo de 25% de metanol (VWRProlabo, 20847360) e 5% de acido acético
(Sigma, 33209) durante a noite para fixacdo das proteinas. Apos fixacdo, a

solucéo foi descartada e foram realizadas varias lavagens com solugdes de etanol

com diferentes concentracdes. Inicialmente foi adicionada uma solugcao de 50% de
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etanol (REDUR, 3000) em agua e ap6s 10 minutos de agitacdo, a solucao foi
descartada e foi adicionada uma solucdo aquosa de 30% de etanol, ficando a
agitar novamente durante 10 minutos. Finalizado o tempo, a solugdo foi
novamente descartada e foi adicionada uma solucdo de tiossulfato de sodio
(Sigma, 217263) com a concentracdo de 0,2g/L, durante apenas 1 minuto em
agitacdo, para aumentar a sensibilidade do gel, o que posteriormente facilita a
visualizacdo das proteinas. Em seguida, foram realizadas trés lavagens com agua
ultra pura durante 10 minutos cada. A agua foi descartada e foi adicionada uma
solucéo de nitrato de prata (Merck, 3013308) na concentragédo de 2g/L e o gel foi
deixado a agitar durante 20 minutos, para assim ocorrer a impregnacao do nitrato
de prata no gel. Para a revelagdo, a solugcdo foi substituida por uma solucéo
constituida por 30g/L de carbonato de sodio anidro (Sigma, 451614), 10 mg/L de
tiossulfato de sédio e 0,7mL/L de formaldeido a 37% (VWRProlabo, 90240.9025)
em agitacao até ao aparecimento de proteinas. Para parar o processo, a solugcédo
de revelagéo foi substituida por uma solucdo de Trizma Base (Sigma, T1503) na
concnetracdo de 50g/L em &cido acético a 2,5%, em agitacdo durante 1 minuto.
Os géis foram posteriormente fotografados com camara fotografica Nikon
D3200, com lente AF-S DX Micro NIKKOR 85mm f/3.5G ED VR. Apés registo
fotografico dos géis, estes foram armazenados em caixas contendo agua ultra

pura e 1% acido acético a temperatura de 4°C.
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2.4— Estudos in vitro

2.4.1- Cultura celular

Neste trabalho utilizamos trés linhas celulares humanas de carcinoma
hepatocelular, designadas por HuH7, HepG2 e Hep3B2.1-7, e uma linha normal
de fibroblastos, designada por HFF1. As linhas celulares HepG2, Hep3B2.1-7 e
HFF1 foram adquiridas a American Type Culture Collection (ATCC), e a linha
celular HuUH7 foi obtida a partir da Japanese Collection of Research Bioresources
(JCRB). Todas as linhas celulares foram propagadas em cultura aderente de
acordo com as indicagdes do fornecedor.

Assim, foram mantidas em meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle's
Medium (DMEM, Sigma, D 5648), suplementado com soro bovino fetal (FBS, do
inglés fetal bovine serum, Gibco 10270), numa concentracao final de 10%, 1% de
antibiético/antimicético e 100uM de piruvato de sédio (Gibco, 693). As culturas
foram mantidas numa atmosfera constituida por uma mistura de 95% de ar e 5%
de CO, a temperatura de 37°C.

Para a realizacdo das diferentes experiéncias, a concentracdo das
suspensdes celulares de cada uma das linhas celulares foi ajustada com base na
contagem celular obtida pelo método do azul tripano. A utilizacdo deste corante
permite-nos avaliar quantitativamente a viabilidade celular pelo calculo diferencial
entre as ceélulas viaveis e as células mortas. As células viaveis possuem
membranas intactas, evitando a entrada do corante, enquanto as células nao

viaveis possuem uma membrana corrompida, o que permite a entrada do corante.
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Deste modo, as células ndo viadveis apresentam uma coloragdo azul,
contrariamente as células viaveis, que apresentam um aspeto brilhante.

Assim, para determinar a concentracdo das suspensoes celulares obtidas
apos dissociacdo das células com tripsina (Gibco, 25200) 20uL de cada
suspensédo celular foram diluidos no mesmo volume de azul tripano (Sigma,
TO776). Esta suspenséo foi colocada numa camara de Neubauer (figura 2.3), e
observada num microscopio 6tico invertido (Motic, AE31) com ampliacdo de 100

vezes, de modo a inferir qual o nimero de células existente na suspensao.

Figura 2.3- Camara de Neubauer e método de contagem recorrendo ao corante azul tripano.

2.4.2 -Avaliacdo da atividade metabdlica

Para avaliar o efeito do hAMPE nas linhas celulares, foi realizado o ensaio
de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol (MTT). Este ensaio
colorimétrico baseia-se na reducdo de MTT pelas células metabolicamente ativas
através da acado das enzimas desidrogenases. Estas enzimas clivam os anéis de
tetrazélio do MTT, formando cristais de formazano de cor violeta que apdés

solubilizagéo sdo quantificados por espectrofotometria?®*%. Assim, o nimero de
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células metabolicamente ativas sera proporcional a quantidade de cristais de
formazano formados.

Para avaliar os efeitos da incubagdo do hAMPE na atividade mitocondrial
das linhas celulares referidas, 3 de CHC e uma de fibroblastos, foram utilizadas
suspensdes celulares com 5x10* células/mL, que foram distribuidas por placas de
24 pocgos. Apbs 24h, as células foram incubadas com 0,5ug/uL ou 1ug/uL de
hAMPE. O ensaio de MTT foi realizado ap6s 24h e 72h de incubacao. Para iniciar
este ensaio, 0 meio de cultura celular foi retirado e de seguida foi adicionado PBS
a cada poco para lavagem celular. Posteriormente, adicionaram-se 200uL de uma
solugdo de MTT (Sigma, M2128) na concentracdo de 0,5 mg/uL em PBS e as
células foram incubadas no escuro a temperatura de 37°C. Apos 2 horas, foram
adicionados 200uL, a cada poco, de uma solucéo de isopropanol (Sigma, 278475),
com 0,04 M de acido cloridrico 37% fumante (Merck K24620717), e as placas de
cultura foram colocadas em agitacdo até solubilizacdo total dos cristais de
formazano formados. Posteriormente, o conteddo de cada poco foi transferido
para uma placa de 96 pocos e a absorvancia medida a 570nm com um filtro de
referéncia de 620nm, usando um espectrofotometro de ELISA (Biotek® Synergy
HT). Os valores obtidos apos leitura da absorvancia foram normalizados ao

controlo, ou seja, células sem tratamento.

2.4.3- Avaliacdo do conteudo proteico total

O método da sulforodamina B (SRB) é um ensaio colorimétrico que se baseia
na ligacdo deste corante aos aminoacidos basicos das proteinas celulares. Deste
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modo, é possivel avaliar o conteudo proteico ja que a ligagdo de SRB é
estequiométrica, ou seja, a quantidade de corante extraido das células coradas é
diretamente proporcional ao conteddo proteico total. Na pratica, verifica-se uma
cor mais intensa quanto maior o conteldo proteico presente, o que se traduz
numa absorvancia superior*?’.

Para realizar este ensaio, seguiu-se o protocolo de distribuicdo de células e
de incubacdo descrito anteriormente no ensaio de MTT. ApGs 24h ou 72h de
incubacdo, o meio foi retirado e as células foram lavadas duas vezes com PBS,
que foi posteriormente descartado. Seguidamente, foram adicionados 200uL de
uma solucdo com 1% de &cido acético em metanol gelado e as células foram
incubadas a temperatura de 4°C durante 1 hora para fixacdo. A solugcédo de &cido
acético foi posteriormente descartada e foram adicionados 200uL de SRB a 0,5%
(Sigma, S9012) em 1% de &cido acético. As células foram deixadas a incubar no
escuro a temperatura ambiente durante 2 horas, apés o que foram lavadas com
dgua tépida até todo o excesso de corante ser eliminado. Seguidamente,
adicionaram-se cerca de 200uL de Tris.NaOH na concentragdo de 10mM
mantendo o pH igual a 10 para dissolugdo dos cristais formados. O contetdo de
cada poco foi transferido para uma placa de 96 pocos e a absorvancia foi
registada a 540nm utilizando um filtro de referéncia de 690nm, num
espectrofotometro de ELISA. Todos os valores obtidos apos leitura da absorvancia
foram normalizados ao controlo, ou seja, aos valores obtidos com as células sem

tratamento.

45



2.4.4 - Avaliacado conteudo total de acido desoxirribonucleico

7

O violeta de cristal, ou violeta de Genciana, € um corante normalmente
utilizado para a quantificacdo do numero de células em funcéo da absorvancia do
corante absorvido pelas células. Este método baseia-se na ligagdo do corante ao
acido desoxirribonucleico (ADN). Apos solubilizagdo do corante, a intensidade da
cor purpura produzida, reflete a quantidade de corante retido pelas células, e é
proporcional ao ndmero de células'?®. Tendo em conta o principio deste ensaio, a
sua realizacdo permite avaliar os efeitos da incubacéo das linhas celulares com
hAMPE na quantidade total de ADN.

Para a realizacdo deste ensaio, as células foram distribuidas e incubadas
com hAMPE seguindo o mesmo protocolo descrito no ensaio de MTT e de SRB.
Apos 24h ou 72h de incubacéo, o meio foi descartado e as células foram lavadas
com PBS. Posteriormente, as células foram fixadas durante 10 minutos recorrendo
a adicdo de 150uL de metanol. Posteriormente, o metanol foi retirado e foram
adicionados a cada um dos pocos 200uL de violeta de cristal (Sigma,C3886)
mantendo-se em contacto durantel0 minutos. Seguidamente, o corante foi
retirado e as células lavadas com agua tépida até todo o corante em excesso ser
eliminado. Ap6s lavagem, foram adicionados 200uL de isopropanol acido para
dissolucéo dos cristais e as placas foram colocadas em agitacao até dissolucao
dos cristais. Finalizada a agitacéo e a dissolucéo dos cristais, o conteudo de cada
poco foi transferido para uma placa de 96 pocos e as leituras de absorvancia

foram efetuadas a 570nm utilizando um espectrofotometro ELISA.
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2.4.5- Avaliacdo dos danos no ADN através do ensaio cometa

O ensaio cometa permite avaliar danos e a reparacdo no ADN de uma
célula eucaridtica individual, assumindo cada vez mais um papel essencial na
avaliacéo dos efeitos toxicos de farmacos assim como a genotoxicidade'?. Este é
um meétodo sensivel e econdmico que combina a eletroforese em gel de ADN com
a microscopia de fluorescéncia. Esta técnica permite verificar a migragdo do ADN
incorporado no gel, obtendo assim “cometas” devido aos variados tamanhos dos
fragmentos do ADN danificado. A formacdo da estrutura de “cometa” esta
implicitamente relacionada com a migracao dos fragmentos de ADN, isto &, se o
ADN apresentar danos ha um relaxamento dos super-enrolamentos o que, por sua
vez, leva a que as extremidades quebradas do ADN migrem para o anodo. Pelo
contrario, quando ndo existem danos, o elevado peso dos fragmentos impede a
sua migracdo™ . Assim, a cauda do cometa sera constituida pelas extremidades
danificadas de menor peso que migraram, enquanto a cabeca do cometa tera
como contetdo o ADN de elevado peso molecular, incapaz de migrar durante um
percurso tdo grande. Apoés a realizacdo da eletroforese, as laminas sao coradas
com brometo de etideo e, posteriormente, podem ser analisadas ao microscépio.
A partir das imagens obtidas dos cometas e do tratamento das mesmas com
recurso a software especifico, é possivel quantificar os danos no ADN através da
analise de algumas caracteristicas como 0 momento da cauda, que € uma medida
da quantidade de DNA e a sua distribuicdo na cauda, o comprimento da cauda e a

percentagem de ADN presente na cauda dos cometas™***.
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Este método foi utilizado de modo a avaliar a existéncia de danos no ADN
induzidos por hAMPE.

As trés linhas celulares de CHC foram incubadas com 1ug/uL de hAMPE
numa concentracédo de 0,25x10° células/mL. Os ensaios cometa foram efetuados
72h apols incubacdo. ApOs tripsinizacdo, as suspensdes celulares foram
centrifugadas a 2500G durante 5 minutos e, posteriormente, foram diluidas de
modo a obter suspensdes celulares com 50000 células. Preparou-se agarose de
ponto de fusdo normal (agarose de ponto de fusdo normal, Sigma, A2790), a 1,5%
para revestimento das laminas e agarose de baixo ponto de fusdo a 1%para ser
adicionada as células. Para este Ultimo procedimento, foram preparados
eppendorfs com a solucdo de agarose a 1% a qual se adicionou a suspensao
celular a temperatura de 37°C, numa proporcdo de 1:1. ApGs cuidada
homogeneizag&o colocou-se sobre as laminas revestidas com agarose de ponto
de fusdo normal a 1,5%, tendo-se deixado a solidificar a segunda camada de
agarose a 4°C, durante 30 minutos. Apos a solidificacdo, as laminas foram
colocadas em solucao de lise, constituida por 25mM de NaCl, 100 mM de EDTA
(Sigma, S4641), 10mM de Tris, 1% de Triton X-100 (Merck, 108603), 10% de
DMSO (Sigma, 41640), durante a noite, a temperatura de 4°C, para promover a
formacdo de poros e posterior destruicdo da membrana citoplasmatica. Apos a
solugdo de lise, as laminas foram colocadas em tamp&o de eletroforese
constituido por 300mM de NaOH (Merck, C294798) e 1mM de EDTA durante uma
hora, de modo que as células adquirissem caracteristicas alcalinas. O tampéo de
eletroforese utilizado possuia pH superior a 13 para ser possivel detetar quebras

em cadeias simples e em cadeias duplas de ADN. A eletroforese foi efetuada com
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uma tensdo de 25mV e uma corrente de 1000mA durante 15 minutos a
temperaura de 4°C, numa tina de eletroforese horizontal (BioRAD, EUA). As
células foram posteriormente submetidas a solucdo de neutralizacdo (Tris) na
concentragédo de 0,4M e foram realizadas trés lavagens de 5 minutos com esta
solucéo. As laminas foram coradas com brometo de etideo com uma diluicdo de
1:10 a partir de uma solugéao de 20ug/mL (BioRad, 161-0433), durante 20 minutos.
As laminas foram visualizadas num microscopio Motic AE31 equipado com
sistema de epifluorescéncia Motic AE31 EF-INV-Il com lampada de mercurio de
100 watts. Para observar a fluorescéncia emitida pelo brometo de etideo foi
utilizado um filtro de excitacdo 540+25nm e filtro de emissdo de 605+55nm. As
imagens foram adquiridas com uma camara Moticam 5000 Cooled acoplada a
computador com o software Motic Images Advanced 3.2. Para cada condicao
foram adquiridas pelo menos 100 fotos de cometas que foram posteriormente
analisados utilizando o software Comet scoreTM®, de modo a calcular os
pardmetros como o comprimento de cauda, o momento da cauda, a &rea do

cometa e a percentagem de ADN na cauda (figura 2.4). "

Figura 2.4 - Imagem representativa de um cometa. A — didmetro do cometa, B - tamanho da
cauda, C — tamanho do cometa.
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2.4.6 - Avaliacao do ciclo celular através da técnica de citometria de fluxo

A citometria de fluxo baseia-se na analise simultdnea de varias
caracteristicas de particulas ou células que se encontram em suspensao num
meio liquido, fornecendo nédo s6 informagéo quantitativa como qualitativa. No caso
de andlise de suspensfes celulares € possivel, para além da contabilizacdo de
células, determinar caracteristicas proprias, desde o tamanho até a sua
complexidade®®?.

O funcionamento do citbmetro tem como base a dispersédo de luz. Existe
um fluxo laminar conseguido devido ao revestimento isoténico que atrai as células
em suspensdao para que fiqguem alinhadas e este alinhamento das células no ponto
de intersecdo com o laser leva a que cada célula possa ser analisada
individualmente. Quando o fluxo de células, marcadas com sondas ou
fluorocromos, passa sob o laser, as moléculas fluorescentes sdo excitadas para
um estado de maior energia, mas assim que regressam ao seu estado
fundamental, emitem energia. A luz dispersa e a fluorescéncia séo detetadas por
um conjunto de filtros. Estes dados s&o posteriormente recolhidos por um
computador e podem ser processados com software adequado™®****,

Para avaliar o ciclo celular foi utilizado o ensaio do iodeto de propideo (IP) e
RNase. O IP tem a capacidade de se intercalar no ADN, mas tem também a
capacidade de o fazer com o acido ribonucleico (ARN). Assim, para evitar ligacdes
entre IP e ARN é necessario a utilizacdo de RNase para remover o ARN**®.

O ciclo celular consiste numa série de eventos que leva a duplicacdo do

material genético de uma célula, resultando na formacdo de duas células filhas
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idénticas entre si. Através da quantificacdo de ADN € possivel estudar as
diferentes fases do ciclo celular em que se encontram as células, j& que esta
técnica tem como premissa a ligacdo estequiométrica entre o IP e o ADN,
permitindo aferir que quanto mais ADN estiver presente, maior sera a marcacao
celular com o iodeto de propideo™®**". Assim, podemos distribuir as células pelas
trés fases principais do ciclo celular: a fase GO0/G1, onde ocorre crescimento
celular devido a elevada sintese de proteinas e de organelos; a fase S, onde se da
a replicacdo do material genético; e a fase G2/M (mitose), onde 0os cromossomas
replicados sdo distribuidos igualmente pelas células filhas®®. Assim, com a
realizacdo deste ensaio pretendeu-se avaliar se o tratamento com hAMPE induziu
alteracdes no ciclo celular.

Para a realizagéo deste ensaio as linhas celulares foram incubadas com
1ug/uL de hAMPE e a avaliacéo do ciclo celular foi feita apos 72h de incubacéo.

ApOs tripsinizacdo das células, as suspensdes celulares foram
centrifugadas a 2500G durante 5 minutos. Decantou-se o0 sobrenadante e foram
adicionados 200uL de etanol a 70% com o tubo em agitacdo no vortex. Apos
incubacdo durante 30 minutos no escuro a temperatura de 4°C, adicionaram-se
2mL de PBS a cada tubo e procedeu-se novamente a uma centrifugacao.
Finalizada a centrifugac&o, o sobrenadante foi decantado e adicionaram-se 200uL
de IP/RNase (Kit Immunostep). As células foram homogeneizadas em vortex e
sujeitas a incubacao no escuro durante 15 minutos a temperatura ambiente. Apés
15 minutos, as células foram homogeneizadas. Foi utilizado o citbmetro BD
FACSCalibur™ utilizando o comprimento de onda de emissdo de 560nm e

excitacao 488nm.
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2.4.7 - Avaliacdo da expressédo de P53 e de B-catenina através de western
blot

A proteina P53 é uma proteina supressora tumoral codificada pelo gene
TP53. Esta proteina possui inumeras func¢des devido a sua capacidade de atuar
como um fator de transcricdo, e regula a expressdo de um elevado niumero de
proteinas ligadas a processos celulares cruciais como, por exemplo, a apoptose, o
ciclo celular, a diferenciacao celular e a senescéncia celular. As mutagdes no gene
TP53 podem levar a altera¢cBes na atividade da P53, levando assim a proliferacéo
celular aberrante e a transformacédo celular'®. No caso das linhas celulares de
CHC utilizadas neste estudo, estdo documentadas diferencas relativamente a
expressao de P53. Assim a linha celular HepG2 expressa a forma normal da P53,
a linha celular HUH7 expressa uma forma mutada da P53 que se traduz por uma
sobrexpressdo e a linha celular Hep3B2.1-7 que ndo expressa P53,

A B-catenina € uma proteina que possui um papel essencial na adeséo
celular quando localizada na membrana citoplasmatica e é também responsavel
pela via de sinalizagdo Wnt/Wingless quando se encontra livre no citoplasma®. A
B-catenina sofre uma degradacao protossomal pelo sistema APC, prevenindo a
sua acumulacéo na célula. Todavia, a mutacdo na proteina APC é caracteristica
de inumeras células tumorais, e resulta na auséncia de degradagao da 3-catenina.
Deste modo, a B-catenina é translocada para o nudcleo celular onde ativa a
apoptose.

A formacéo de carcinoma hepatocelular esta correlacionada com mutacdes

em VArios genes supressores tumorais, como o TP53 e o da B-catenina.?’ .
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Para avaliar se o tratamento com hAMPE resulta em alteracdes na
expressédo de P53 e de B-catenina, foi realizada a técnica de western blot.

A técnica de western blot baseia-se na detecdo de proteinas a partir de
amostras de extratos celulares ou de tecidos. Nesta técnica recorre-se a um gel de
eletroforese, que permite a separacdo das proteinas previamente desnaturadas
através das diferencas de peso molecular. Ap6sa eletroforese, as proteinas séo
transferidas para uma membrana para serem detetadas através do uso de
anticorpos especificos contra a proteina alvo, os anticorpos primarios. Apés a
marcacdo da proteina com o0 anticorpo primario, recorre-se a um anticorpo
secundario, que liga especificamente ao anticorpo primario, permitindo assim a
identificacdo da proteina em estudo. A marcacdo e a visualizacdo do anticorpo
secundario podem ser feitas através de um filme, que pode ser armazenado e ser
visualizado para quantificacdo dos niveis proteicos**'. Netsa situacdo a técnica de
western blot possui varias vantagens pois as proteinas estdo imobilizadas na
membrana pelo que se encontram acessiveis para diferentes ligandos, os padrdes
de eletrotransferéncia podem ser armazenados durante muito tempo, permite
obter vérias réplicas de um gel e a proteina transferida pode ser usada para varias
analises sucessivas'*?1*3,

Para avaliar a expressdo proteica de P53 e de [(-catenina nas linhas
celulares de CHC foram feitos extratos celulares com as proteinas para posterior
avaliagcdo por western blot. As suspensodes celulares obtidas foram distribuidas por
placas de 6 pocos e foram posteriormente incubadas com 1ug/uL de hAMPE.
Apos 72 horas de incubacédo, o meio de cada um dos pocos foi retirado e as

células foram lavadas com PBS. Em cada poco foram adicionados cerca de 100uL
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de tampdo RIPA (radio-immunoprecipitation assay) constituido por NaCl na
concentragcdo de 150mM, Tris na concentracdo de, 50mM, &cido tetracético etileno
glicol (EGTA, Sigma, E4378) na concentracdo de 5mM, Triton a 1%, desoxicolato
de sodio a 0,5% e SDS (Sigma, 436143) a 1% suplementado com Complete Mini
que € um cocktail de inibidores de proteases (Roche, 11836153001) e DTT. Todo
0 processo foi realizado em gelo e foram utilizados raspadores para facilitar a
dissociacao das células da superficie dos pocos e permitir a sua lise. Os lisados
obtidos foram transferidos para eppendorfs e foram posteriormente sujeitos a
sonicacdo. De seguida, os lisados foram centrifugados a 14000G, durante 15
minutos, a uma temperatura de 4°C. Os sobrenadantes resultantes foram
transferidos para novos eppendorfs e armazenados a temperatura de -80°C.

A quantificacdo de proteina total das amostras foi realizada pelo método do
de BCA, do inglés bicinchoninic acid (BCA™ Protein Assay kit, Pierce) de acordo
com o protocolo definido pelo fornecedor.

Para iniciar o processo, as amostras foram desnaturadas a temperatura de
95°C durante 5 minutos, apos solubilizagdo em solucdo desnaturante constituida
por 250mM de Tris a pH de 7,4, 30% de glicerol, 10% de SDS, 10mM de (-
mercaptoetanol (Merck, 8057400250) e 0,05% de azul de bromofenol.

Para a realizacdo da eletroforese foram polimerizados géis de 10% de
acrilamida que foram colocados no sistema eletroforese com tampao apropriado
constituido por 25mM de Tris, 192mM de glicina e 0,1% SDS (BioRad, 161-0732)
e, seguidamente, foram dispostas as amostras e o padréo de pesos moleculares.
Inicialmente a eletroforese foi realizada durante 30 minutos com uma diferenca de

potencial de 80V e, posteriormente, com 150V. Finalizada a eletroforese, os géis
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foram colocados em contacto direto com membranas de PVDF (fluoreto de
polivinilideno; Bio-Rad, 162-0177) previamente ativadas em metanol. O sistema de
transferéncia foi preparado e a transferéncia foi efetuada com uma diferenga de
potencial de 100V, em tampao CAPS constituido por 100mM de acido N-ciclohexil-
3-aminopropanossulfénico) (Sigma, C2632) a pH 11. Terminada a transferéncia,
as membranas foram bloqueadas com solucdo de TBST-BSA 4% (Tris-Buffered
Saline Tween-20 - bovine sérum albumine), a temperatura ambiente, durante 1
hora. Seguidamente as membranas foram colocadas em agitacdo constante a
temperatura de 4°C com os anticorpos primarios de P53 (Santa Cruz, DO-7,
47698) e de B-catenina (Santa Cruz, E5, 7963), durante a noite. Apds 24h, foram
feitas lavagens com TBS-T a 1%, e as membranas foram incubadas com o
anticorpo secundario apropriado (Santa Cruz, 3738), sob agitacdo constante e a
temperatura ambiente. Ap6s 1 hora, foram repetidas as lavagens com TBS-T a 1%
e as membranas foram seguidamente incubadas com substrato enzimatico (ECF
Western Blotting Reagent Pack, Amersham Biosciences, Reino Unido) durante
aproximadamente 2 minutos e reveladas por leitor de fluorescéncia (Typhoon FLA

9000, Suécia).

2.4.8 — Esfregacos

A apoptose, morte celular programada, funciona como um mecanismo
homeostatico durante o desenvolvimento e envelhecimento normal de uma
populacdo de células nos tecidos. Para além de ser um mecanismo de

homeostasia é também um mecanismo de defesa, quando ocorre em reacdes
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imunes ou apos lesdo celular por agentes nocivos. Apesar de existir uma grande
variedade de estimulos e condi¢cdes que podem desencadear a apoptose, nem
todas as células reagem da mesma maneira em resposta ao mesmo estimulo™**.

A morte celular por necrose é caracterizada pelo aumento do tamanho dos
organelos e do citoplasma, seguido do colapso da membrana e,
consequentemente, lise celular. A necrose € considerada um tipo de morte ndo
controlada por mecanismos de sinalizacédo, ocorrendo de forma n&o programada,
em condicBes extremas, e que esta associada a processos inflamatérios**>*®.
Contudo, alguns autores afirmam que a necrose, tal como a apoptose, € um tipo
de morte controlado e programado®*®*’.

Assim, para avaliar se o tratamento com hAMPE induz morte celular e
perceber qual o tipo de morte induzido, foi realizada a técnica de esfregacos com
a coloracdo de May Griinwald-Giemsa. O corante May Grunwald é constituido por
eosina, um corante aniénico e por azul-de-metileno um corante cationico. Por
outro lado, Giemsa é constituido por azul-de-metileno e eosina azur. Esta
coloracdo baseia-se na ligacao dos corantes catiénicos aos componentes acidos
das células conferindo-lhes uma cor azulada, enquanto os corantes aniénicos vao
corar os componentes alcalinos atribuindo-lhes uma cor vermelha-arroxeada.

Para a realizacdo deste ensaio, as células foram incubadas com 1ug/uL de
hAMPE. A avaliacdo da morfologia celular foi realizada apds 24 e 72h de
incubacéo. Para isso, as células foram tripsinizadas e seguidamente centrifugadas
a 2500G durante 5 minutos para retirar o meio de cultura. O pellet obtido foi

ressuspenso em PBS e posteriormente centrifugada a suspensdo a 2500G

durante 5 minutos para lavagem. Seguidamente as células foram ressuspensas
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em 60uL de FBS e foram preparados os esfregagos colocando 20uL de cada
suspensao na superficie de uma lamina e, com o auxilio de outra foi feito o
esfregaco. ApoOs fixacdo durante a noite, as laminas foram colocadas na
horizontal, para permitir uma distribuicdo mais homogénea dos corantes. A cada
lamina foi adicionado 1,5 mL de solucéo de Grunwald (Sigma, MG500) durante 3
minutos, seguida de uma lavagem com 1,5 mL de 4gua durante 1 minuto. Apos
lavagem, foi preparada a solucéo de Giemsa (Sigma, GS500) e foram adicionados
2,5mL desta solugcdo a cada lamina. As células foram deixadas a corar durante 15
minutos. Apos coloracdo, as células foram lavadas com &gua tépida para retirar o
excesso dos corantes e foram deixadas secar. As laminas foram posteriormente

visualizadas ao microscopio.

2.4.9 - Terapia combinada

O carcinoma hepatocelular possui um perfil quimioresistente e,
consequentemente, a quimioterapia no CHC tem um papel principalmente
paliativo, envolvendo o controlo dos efeitos do crescimento do tumor e a
minimizacdo dos sintomas que dele advém®  Contudo, agentes
guimioterapéuticos como 5-fluorouracilo (5-FU) (Sigma, F6627), a doxorrubicina
(Doxo) (Adriamycin®, Hospira Portugal, Lda), a cisplatina (Cis) (P4394, Sigma) e
um novo farmaco para terapéutica dirigida as proteinas cinases como o sorafenib*
(Sora) sao utilizados no tratamento deste tipo de tumores. Tendo em conta todo o
perfil quimiorresistente dos carcinomas hepatocelulares, pretendeu-se avaliar qual

o efeito do tratamento combinado entre cada um dos farmacos e a hAMPE.
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Para avaliar os efeitos da combinacéo dos trés agentes quimioterapéuticos
referidos e do sorafenib com a hAMPE foi realizado o ensaio de MTT. As células
foram tripsinizadas e foi obtida uma suspens&o celular de 5x10* células que foi
distribuida em placas de 96 pocos. Apés 24h, as linhas celulares foram incubadas
com hAMPE (0,5ug/pL no caso de HepG2 e HuH7 ou 0,1ug/pL no caso da linha
celular Hep3B2.1-7) e com o IC50 (concentracdo necessaria para inibir em 50% a
atividade metabdlica) de cada farmaco. Os valores dos IC50 utilizados encontram-
se indicados na tabela 1. Os valores de IC50 utlizados encontram-se

publicados™*® **°.

Nesta experiéncia foram considerados o0s veiculos de
administracdo dos respetivos farmacos, servindo estes como controlo. Apos 72h

de incubacéo foi realizado o ensaio de MTT, como descrito anteriormente.

Tabela 1 - IC50 dos farmacos utilizados na terapia combinada

Hep3B 2.1-7 HepG2 HuH7
5 - Fluorouracilo 88,25uM 18,98uM 166,62uM
Doxorrubicina 0,429uM 0,290uM 0,102uM
Cisplatina 2,97uM 2,04uM 1,51uM
Sorafenib 5,27uM 4,96uM 10,62uM
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2.5 — Estudos in vivo

Os estudos in vivo tém um papel essencial na compreensdo dos
mecanismos moleculares envolvidos no crescimento tumoral. Os estudos in vivo
constituem um sistema complexo formado por varios tipos de células que
interagem com uma rede vascular e um sistema de érgdos que pode levar a
alteracdes no comportamento tumoral.

Para perceber qual o papel do hAMPE no tratamento de carcinomas
hepatocelulares in vivo, foram realizados estudos utilizando ratinhos Balb/c nu/nu.
Foi escolhida esta estirpe de ratinhos por serem atimicos, o que implica uma
producdo deficiente de células T pelo que permite o desenvolvimento de
xenotransplantes sem que ocorra rejei¢cao por parte do animal.

Para a realizac@o deste modelo, a inoculagéo das células foi feita no dorso
dos animais, recorrendo por isso a um modelo animal heterotépico (local de
inoculacao diferente do local original das células tumorais). A utilizacdo deste local
para a inoculacao celular possui varias vantagens, como por exemplo, uma facil
inoculagéo das células tumorais, uma facil monitorizacdo do crescimento e uma
area consideravel que permite a expansdo tumoral. Todas estas vantagens
permitem um rapido desenvolvimento e avaliacdo do crescimento tumoral,
permitindo assim averiguar qual o efeito in vivo do hAMPE de uma maneira facil e
com um modelo animal simples.

Foram inoculadas 20x10° células HuH7 no dorso dos ratinhos para

obtencdo dos xenotransplantes. Durante todo o processo de monitorizacédo foi
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avaliada a massa e o volume tumoral (de acordo com a equacédo 1), bem como

qualquer alteracdo de comportamento e estado geral de saude dos animais.

_ LyxS? (equacéao 1)
2

|4

onde V é o volume, Lt corresponde ao didametro maior do tumor e S ao didmetro
menor*°.

A terapia com hAMPE foi iniciada quando os tumores atingiram 300mm?.
Para avaliar o efeito do potencial anti-cancerigeno de hAMPE foram necessarios
dois grupos de animais, o grupo 1 ou grupo de controlo, cujos animais nao foram
sujeitos a qualquer tratamento e 0 grupo 2 o0 grupo de animais sujeito a terapia
com hAMPE.

Os animais pertencentes ao grupo 2 e sujeitos a terapia com hAMPE foram
administrados por via intraperitoneal com a concentracdo de 60 mg/Kg de dois em
dois dias, durante doze dias. Apds os doze dias de terapia, os animais foram
ocisados por deslocamento cervical e as curvas de crescimento tumoral foram

construidas.

2.6 — Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada com recurso ao software IBM® SPSS® v.
20.0 (IBM Corporation, Armonk, New York, USA). A avaliagdo da normalidade de
distribuicdo das varidveis quantitativas foi feita de acordo com o teste de Shapiro-

Wilk. Foram utilizados testes paramétricos no caso de se verificar uma distribuicéo
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normal e homogeneidade das variancias e testes ndo paramétricos em caso
contrario. Considerou-se uma significancia igual a 0,05 para todas as
comparacoes.

No ensaio de MTT, SRB e violeta de cristal a comparagdo dos valores
obtidos entre os varios grupos considerados foi realizada de acordo com o teste
ANOVA de um fator no caso de existir normalidade da distribuicdo e
homogeneidade das varidncias. No caso de nao se verificarem estes
pressupostos, foi considerado o teste de Kruskal-Wallis. As comparac¢des multiplas
foram obtidas segundo a correcado de Bonferroni em caso de homogeneidade de
variancias e, em caso contrario, a correcdo de Games-Howell. Todas estas
consideracdes foram também tomadas em conta na analise dos dados relativos a
terapia combinada.

Para avaliar estatisticamente os resultados obtidos através do ensaio
cometa, cujo objetivo era comparar a condicdo controlo com a condicao sujeita a
incubagédo com hAMPE, foi considerado o teste de Mann-Whitney.

O mesmo teste foi utilizado para analisar estatisticamente os resultados
relativos ao ciclo celular em caso de rejeicao da normalidade. Em caso contrario, o
teste t de Student para amostras independentes foi considerado. O teste t de
Student teste foi também aplicado no tratamento estatistico dos dados obtidos a

partir da técnica de western blot.
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Capitulo 3

RESULTADOS






Este trabalho tem como principal objetivo o estudo dos mecanismos anti-
cancerigenos de hAMPE no carcinoma hepatocelular. Deste modo, foram
utilizadas as metodologias descritas anteriormente de forma a analisar se a
utilizacdo de hAMPE pode representar uma nova opg¢ao terapéutica neste tipo de

tumores.

3.1 - Caracterizacdo das proteinas da membrana amnioética

Para separar e avaliar qualitativamente a proteina constituinte de hAMPE,
de acordo com o seu ponto isoelétrico e com o peso molecular, recorreu-se a
técnica de eletroforese 2D e posterior coloracdo dos géis com nitrato de prata para
a detecdo das proteinas. A figura 3.1 representa um gel obtido através desta

técnica.

Figura 3.1 - Gel 2D obtido a partir de um hAMPE. O gel revela o resultado da separagdo das proteinas
constituintes de um hAMPE de acordo o seu ponto isoelétrico (pH entre 3 e 11) e peso molecular (entre 10 e
250 kDa). O gel foi corado com nitrato de prata.
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O protocolo de separacdo das proteinas presentes no hAMPE através da
eletroforese 2D foi otimizado. Foram efetuadas vérias altera¢des na programacéo
da focagem isoelétrica bem como modificagbes nos volumes de determinados
reagentes como o tampdo de equilibrio e o 6leo mineral, essenciais para o
procedimento da focagem isoelétrica. Contudo, apOs varias otimizacbes o
procedimento final utilizado foi adaptado de um protocolo pré-definido pelo
BioRad®'%,

Observando o gel representado na figura 3.1, é possivel verificar que existe
uma elevada quantidade de proteinas no hAMPE, possuindo diferentes pontos
isoelétricos e diferentes pesos moleculares. E também de notar que as tiras
utilizadas, cujo pH variou entre 3 e 11, se revelaram adequadas tendo em conta 0s

valores de pH detetados.

3.2 - Avaliacdo da atividade metabdlica

Com o objetivo de avaliar o efeito de diferentes concentracdes e diferentes
periodos de incubacdo na atividade metabdlica dos hAMPE nas linhas celulares
de CHC, recorreu-se ao ensaio de MTT. Na figura 3.2 mostram-se um conjunto de
graficos que traduzem o comportamento da atividade metabdlica apds tratamento
com hAMPE nas linhas celulares HuH7 (fig.3.2 A), HepG2 (fig.3.2 B) e Hep3B2.1-
72.1-7 (fig.3.2 C) apbs 24 e 72 horas de incubacdo com 0.5ug/puL e 1pg/uL de

hAMPE.
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Figura 3.2 - Atividade metabdlica ap6s tratamento com hAMPE nas linhas celulares HuH7 (A), HepG2 (B) e
Hep3B2.1-7 (C) obtida pelo ensaio de MTT. Cada grafico expressa a percentagem de atividade metabdlica obtida
relativamente ao controlo e os erros padrdo de oito experiéncias independentes obtidas a partir de quatro
membranas amnidticas diferentes. As diferencas significativas estéo assinaladas com *, onde * representa p<0,05,
** representa p<0,01 e *** representa p<0,001.

Em relacéo aos resultados obtidos para a linha celular HUH7 (figura 3.2 A)
apos 24 horas de incubacdo, verifica-se uma diminuicao significativa da atividade
metabdlica apds tratamento com 0,5ug/uL de hAMPE (p<0,001) e com 1ug/uL
(p<0,001) de hAMPE em relacdo ao controlo. Ainda em relacdo ao respetivo
controlo, os resultados obtidos apdés 72 horas de incubagdo revelam uma
diminuicdo significativa da atividade metabodlica para valores de 71% e 68%
(p<0,001), relativamente as condicbes 0,5ug/uL e 1ug/uL de hAMPE,
respetivamente.

Quando comparadas as diferentes concentracfes para 0 mesmo tempo de
incubacgéo verificou-se que a atividade metabodlica diminui com o aumento da

concentracdo de hAMPE apds 24h de incubacgéo. Ou seja, os resultados obtidos,
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apos 24h de incubacdo, revelam diferencas significativas (p=0,015) entre a
atividade metabdlica da concentracao inferior (81%), e a atividade metabdlica da
concentracdo superior (71%). No que diz respeito as 72h de incubacdo, ndo se
verificaram diferencgas significativas entre as duas concentracdes avaliadas.

Quando avaliados diferentes tempos de incubacdo para a mesma
concentracdo de hAMPE é possivel também observar uma diminui¢do significativa
da atividade metabdlica (p=0,032), cerca de 10%, com o aumento do tempo de
incubagédo quando as células sao expostas a 0,5ug/uL de hAMPE. O mesmo néo
acontece com as células que sao incubadas com uma concentragcédo de 1ug/uL de
hAMPE.

Relativamente aos resultados obtidos para a linha celular HepG2 (figura 3.2
B) apdés 24 horas de incubacdo, verifica-se uma diminuicdo significativa da
atividade metabdlica apds tratamento com 0,5ug/uL (p<0,001) e 1pg/pL (p<0,001)
de hAMPE em relagdo ao controlo. Ainda em relacdo ao respetivo controlo, os
resultados obtidos apdés 72 horas de incubacdo revelaram uma diminuicao
significativa da atividade metabdlica de 61% e 64% (p<0,001), relativamente as
condigdes 0,5ug/pL e 1ug/puL de hAMPE respetivamente.

Comparando as diferentes concentragbes para 0 mesmo tempo de
incubagéo verificou-se que a atividade metabodlica diminui com o aumento da
concentracéo apos 24h de incubacéo. Ou seja, os resultados obtidos, apos 24h de
incubacdo, revelam diferencas significativas (p=0,002) entre a atividade
metabdlica na concentracdo inferior (82%), e a atividade metabdlica na
concentracdo superior (70%). No que diz respeito as 72h de incubacdo, nao se

verificaram diferencgas significativas entre as duas concentracdes avaliadas.
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Quando avaliados diferentes tempos de incubacéo, 24 e 72h, para a
mesma concentracdo de hAMPE é possivel observar uma diminuigéo significativa
da atividade metabdlica (p<0,001), cerca de 82%, com o aumento do tempo de
incubagdo quando as células sdo expostas a concentragdo de 0,5ug/uL.
Similarmente, quando as células sdo incubadas com 1ug/pL de hAMPE verificou-
se também uma diminuicdo significativa (p<0,001) de aproximadamente 34%.

Em relacdo aos resultados obtidos para a linha celular Hep3B2.1-7 (figura
3.2 C) apos 24 horas de incubacéo, verificou-se uma diminui¢do significativa da
atividade metabdlica apds tratamento com 0,5ug/uL (p<0,001) e 1pg/pL (p<0,001)
de hAMPE em relagédo ao controlo. Ainda em relagcdo ao respetivo controlo, os
resultados obtidos apds 72 horas de incubacdo revelam uma diminuicdo
significativa da atividade metabdlica para valores de 23% e 17% (p<0,001),
relativamente as condigdes com as concentragbes de 0,5ug/uL e 1ug/uL
respetivamente.

Quando comparadas as diferentes concentracfes para 0 mesmo tempo de
incubacdo verificou-se que a atividade metabdlica diminui com o aumento da
concentracdo de hAMPE apdés 24h de incubacdo. Ou seja, os resultados obtidos,
apos 24h de incubacdo, revelaram diferencas significativas (p<0,001) entre a
atividade metabolica da concentracdo inferior (65%), e a atividade metabolica da
concentracdo superior (23%). No que diz respeito as 72h de incubacdo, nao se
verificaram diferencgas significativas entre as duas concentracdes avaliadas.

Quando avaliados diferentes tempos de incubacdo para a mesma
concentracdo de hAMPE é possivel observar uma diminuigdo significativa da

atividade metabolica (p<0,001), cerca de 42%, com o aumento do tempo de

69



incubacgéo quando as células sdo expostas a concentragdo de 0,5ug/puL. O mesmo

ndo acontece com as células sdo incubadas com a concentragdo de 1ug/uL de

hAMPE.

3.3 - Avaliacédo do conteudo proteico total

Para avaliar o efeito de hAMPE no contetdo proteico total das linhas de
CHC, as culturas celulares foram incubadas com concentragdes de 0,5ug/uL e de
1ug/uL. Na figura 3.3 podemos visualizar os graficos correspondentes a avaliagao
do conteudo proteico apos tratamento com hAMPE nas linhas celulares HuUH7

(fig.3.3 A), HepG2 (figx.3.3 B) e Hep3B2.1-7 (fig.3.3 C) apds 24 e 72 horas de

incubacéo.
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Figura 3.3 - Contetdo proteico total apés tratamento com hAMPE nas linhas celulares HuH7 (A), HepG2 (B) e
Hep3B2.1-7 (C) obtido através do ensaio de sulforrodamina B. Cada grafico expressa a percentagem de contetdo
proteico total obtido relativamente ao controlo e os erros padrao de oito experiéncias independentes obtidas a partir de

guatro membranas amniéticas diferentes. As diferencas significativas estdo assinaladas com *, em que ** representa p<0,01
e *** representa p<0,001.
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Considerando os resultados obtidos para a linha celular HuH7 (figura 3.3 A)
apos 24 horas de incubacéo, verifica-se uma diminuicdo significativa do contetdo
proteico total apenas apds tratamento com 1pg/uL (p <0,001) de hAMPE em
relacdo ao controlo. De evidenciar ainda que em relagcédo ao respetivo controlo, 0s
resultados obtidos apdés 72 horas de incubagdo revelaram uma diminuicao
significativa do contetdo proteico total para valores de 31% e 11% (p<0,001),
relativamente as condigbes de 0,5ug/uL e de 1pg/uL, respetivamente.

Quando comparadas as diferentes concentracbes para 0 mesmo tempo de
incubacédo verificou-se que o conteudo proteico total diminuiu com o aumento da
concentracdo apos 24 h de incubacéo. Isto €, os resultados obtidos, apds 24h de
incubacédo, revelam diferencas significativas (p<0,001) entre o contelddo proteico
total com a concentracdo inferior (92%), e a e o contetdo proteico total com a
concentracdo superior (76%). No que diz respeito as 72h de incubacéo,
verificaram-se de igual modo diferencas significativas (p<0,001) entre as duas
concentracOes avaliadas.

Quando avaliados os diferentes tempos de incubagdo para a mesma
concentracdo de hAMPE foi possivel observar uma diminuigdo significativa do
contetdo proteico (p<0,001), cerca de 61%, com o0 aumento do tempo de
incubacdo quando as células sdo expostas a concentracdo de hAMPE de
0,5ug/uL. Para a incubagdo com a concentracdo de 1upg/uL, observou-se uma
diminuicdo, com diferencas significativas (p<0,001), com o aumento do tempo de
incubacédo, onde se obteve uma diminuicdo de cerca de 66% no contetdo proteico

total entre as 24h e 72h de incubagéo.
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Em relacdo aos resultados obtidos para a linha celular HepG2 (figura 3.3 B)
apos 24 horas de incubacao, verificou-se uma diminui¢ao significativa do contetdo
proteico total apenas apos tratamento com a concentragao de 1ug/uL (p<0,001) de
hAMPE em relagéo ao controlo. Ainda em relagao controlo, os resultados obtidos
apos 72 horas de incubacao revelaram uma diminuicao significativa do contetudo
proteico total, para valores de 18% e de 9% (p<0,001), relativamente as condi¢cdes
de concentragao de 0,5ug/uL e de 1ug/uL, respetivamente.

Quando comparadas as diferentes concentracbes para 0 mesmo tempo de
incubacéao verificou-se que o conteudo proteico total diminuiu com o aumento da
concentracdo as 24h de incubacao. Isto €, os resultados obtidos, ap6s 24h de
incubacéo, revelaram diferencas significativas (p<0,001) entre o contetdo proteico
total com a exposicdo a concentracdo inferior (99%), e o contelido proteico total
com a exposicao a concentragdo superior (63%). No que diz respeito as 72h de
incubacédo verificaram-se, de igual modo, diferencas significativas (p=0,02) entre
as duas concentragOes avaliadas.

Quando avaliados os diferentes tempos de incubacdo para a mesma
concentracdo de hAMPE foi possivel observar uma diminuicdo significativa do
contetdo proteico (p<0,001), cerca de 81%, com o0 aumento do tempo de
incubacdo quando as células sdo expostas a concentracdo de 0,5ug/uL. Para a
incubagdo com a concentragdo de 1pg/uL, observou-se uma diminuicdo, com
diferencas significativas (p<0,001), com o aumento do tempo de incubacao, onde
se obteve uma diminuicdo de cerca de 54% no conteudo proteico total entre as

24h e 72h de incubacéo.
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Relativamente aos resultados obtidos para a linha celular Hep3B2.1-7
(figura 3.3 C) apds 24 horas de incubacgdo, verificou-se uma diminuicdo
significativa do conteudo proteico total apenas apds tratamento com a
concentracdo de 1pg/uL (p<0,001) de hAMPE em relacdo ao controlo. Ainda
relativamente controlo, os resultados obtidos apdés 72 horas de incubacao
revelaram uma diminuicdo significativa do contetdo proteico total de 77% e 89%
(p<0,001), relativamente as incubac¢des com as concentracdes de 0,5ug/uL e de
1ug/uL, respetivamente.

Quando comparadas as diferentes concentracbes para 0 mesmo tempo de
incubacdo verificou-se que conteudo proteico total diminuiu com o aumento da
concentracdo de hAMPE apds 24h de incubacdo. Ou seja, os resultados obtidos,
apos 24h de incubacdo, revelaram diferencas significativas (p=0,004) entre o
contelido proteico total com a concentragdo inferior (76%), e o contetudo proteico
total com a concentracdo superior (61%). No que diz respeito as 72h de
incubacdo, ndo se verificaram diferencas significativas entre as duas
concentracOes avaliadas.

Quando avaliados os diferentes tempos de incubagdo para a mesma
concentracdo de hAMPE foi possivel observar uma diminuigdo significativa do
conteudo proteico (p<0,001), cerca de 55%, com o aumento do tempo de
incubagdo quando as células sado expostas a concentragdo de 0,5ug/uL. Para a
incubagdo com a concentragdo de 1pg/uL, observou-se uma diminuicdo, com
diferencas significativas (p<0,001), com o aumento do tempo de incubacao, onde
se obteve uma diminuicdo de cerca de 47% no conteudo proteico com 0 aumento

do tempo de incubacgéo.
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3.4 - Avaliacao do conteudo em acido desoxirribonucleico total

Neste trabalho avaliou-se o efeito do hAMPE no conteudo de ADN total nas
linhas celulares de CHC. Para tal, as culturas celulares foram incubadas com as
concentragbes de 0,5ug/uL e de 1pg/pL hAMPE. Os graficos representados na
figura 3.4, expressam o conteudo de ADN total obtido apds os tratamentos com
hAMPE nas linhas celulares HuH7 (fig.3.4 A), HepG2 (fig3.4. B) e Hep3B2.1-7

(fig.3.4 C) apds 24 e 72 horas de incubacéo.
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Figura 3.4 - Contetdo de ADN total ap6s tratamento com hAMPE nas linhas celulares HuH7 (A), HepG2 (B) e
Hep3B2.1-7 (C) obtido através do ensaio de violeta de cristal. Cada grafico expressa a percentagem de contelido de
ADN total obtido relativamente ao controlo e os erros padréo de oito experiéncias independentes obtidas a partir de quatro
membranas amniéticas diferentes. As diferencas significativas estdo assinaladas com *, em que ** representa p<0,01 e ***
representa p<0,001.

Em relagéo aos resultados obtidos com a linha celular HuH7 (figura 3.4 A)
apos 24 horas de incubacdao, verificou-se uma diminui¢ao significativa do contetdo
total de ADN apos tratamento com 0,5ug/uL (p<0,001) e com 1ug/uL (p<0,001) de
hAMPE em relacdo ao controlo. Ainda em relagdo ao respetivo controlo, os

resultados obtidos apdés 72 horas de incubagdo revelaram uma diminuicdo
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significativa do conteltdo de ADN para valores de 45% (p<0,001) para as
condigdes de 0,5ug/uL e 1ug/pl de hAMPE.

Quando comparadas as diferentes concentracbes para 0 mesmo tempo de
incubacao verificou-se que conteudo total de ADN diminuiu com o aumento da
concentragcdo apds 24h de incubagdo. Assim, os resultados obtidos, apds 24h de
incubacdo, revelaram diferencas significativas (p<0,001) entre o contetdo proteico
total com a concentracdo inferior (83%), e o conteudo proteico total com a
concentracdo superior (61%). No que diz respeito as 72h de incubacao, nédo se
verificaram diferencas significativas.

Quando avaliados os diferentes tempos de incubagdo para a mesma
concentragdo de hAMPE foi possivel observar uma diminuigdo significativa do
contetdo proteico (p<0,001), cerca de 37%, com 0 aumento do tempo de
incubacao quando as células sdo expostas a concentragao de 0,5ug/uL. Quando a
incubagéo se realizou com 1ug/uL, observou-se uma diminuicdo, com diferencas
significativas (p<0,001), com o aumento do tempo de incubagédo, onde se obteve
uma diminuicdo de cerca de 16% no conteudo total de ADN com o aumento do
tempo de incubacéo.

Em relacdo aos resultados obtidos para a linha celular HepG2 (figura 3.4 B)
apos 24 horas de incubacdao, verificou-se uma diminui¢ao significativa do contetdo
total de ADN ap0s tratamento com a concentracdo de 0,5ug/pL (p=0,02) e de
1ug/uL (p <0,001) de hAMPE em relacdo ao controlo. Ainda em relagédo ao
respetivo controlo, os resultados obtidos apds 72 horas de incubacao revelaram
uma diminuigéo significativa do contetdo de ADN para valores de 38% e de 32%

(p<0,001) relativamente as condigbes de 0,5ug/uL e de 1pg/uL de hAMPE.
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Quando comparadas as diferentes concentracbes para o0 mesmo tempo de
incubacao verificou-se que conteudo total de ADN diminuiu com o aumento da
concentracdo as 24h de incubacdo. Assim, os resultados obtidos, apds 24h de
incubacdo, revelaram diferencas significativas (p<0,001) entre o contetdo proteico
total na concentracdo inferior (86%), e o conteudo proteico total na concentracéo
superior (64%). No que diz respeito as 72h de incubacdo, ndo se verificaram
diferencas significativas.

Quando analisados os diferentes tempos de incubagdo para a mesma
concentracdo de hAMPE foi possivel observar uma diminuicdo significativa do
contetdo proteico (p<0,001), cerca de 49%, com o0 aumento do tempo de
incubacdo quando as células sdo expostas a concentragdo de 0,5ug/uL. Para a
incubagdo com 1pg/uL de hAMPE, observou-se uma diminuicdo, com diferencas
significativas (p<0,001), com o aumento do tempo de incubacdo, onde se
observou uma diminuicdo de cerca de 33% no conteudo total de ADN com o
aumento do tempo de incubacéo.

Em relacdo aos resultados obtidos para a linha celular Hep3B2.1-7 (figura
3.4 C) apos 24 horas de incubacéo, verificou-se uma diminuicdo significativa do
contetdo total de ADN apés tratamento com a concentracdo de O0,5ug/uL
(p<0,001) e de 1pg/uL (p<0,001) de hAMPE em relagdo ao controlo. Ainda em
relacdo ao respetivo controlo, os resultados obtidos apds 72 horas de incubacao
revelaram uma diminuicédo significativa do conteudo de ADN para valores de 58%
e de 25% (p<0,001) relativamente as condi¢cbes de 0,5ug/uL e de 1ug/uL de

hAMPE.
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Quando comparadas as diferentes concentracbes para o0 mesmo tempo de
incubacéo verificou-se que conteldo total de ADN apds 24h de incubacdo nao
tinha diferencas significativas entre as concentragées. As 72h o contetdo total de
ADN diminui com o aumento da dose. Assim, os resultados obtidos, ap6s 72h de
incubacdo, revelaram diferencas significativas (p<0,001) entre o contetdo proteico
total na concentracéo inferior (58%), e o conteudo proteico total na concentracao
superior (25%).

Quando analisados os diferentes tempos de incubagdo para a mesma
concentracdo de hAMPE foi possivel observar uma diminuigdo significativa do
contetdo proteico (p<0,001), cerca de 15%, com o0 aumento do tempo de
incubacdo quando as células sdo expostas a concentragdo de 0,5ug/uL. Para a
incubagdo com a concentragdo de 1ug/uL, observou-se uma diminuicdo com
diferencas significativas (p<0,001) com o aumento do tempo de incubacgéo, onde
se verificou uma diminuicdo de cerca de 42% no conteudo total de ADN com o

aumento do tempo de incubacéo.

3.5 - Avaliacdo de atividade metabdlica, contetdo proteico total e contetdo
de ADN total na linha HFF1

Durante o trabalho desenvolvido avaliou-se o efeito do hAMPE numa linha
celular ndo tumoral, a linha celular normal denominada por HFF1, e que € uma
linha celular de fibroblastos. Para tal, avaliou-se a atividade metabolica, o
conteudo proteico total e o contetddo de ADN total da linha celular HFF1 cujos

resultados estéo apresentados na figura 3.5.
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Figura 3.5 - Avaliacdo dos efeitos do hAMPE na linha celular normal HFF1, através do ensaio de MTT,
SRB e Violeta de Cristal. No grafico encontram-se expressas as percentagens da atividade metabdlica
(MTT), do conteudo proteico total (SRB) e do contetido de ADN total (violeta de cristal) obtidos relativamente
ao controlo e os erros padrdo de oito experiéncias independentes obtidas de quatro membranas diferentes.
As diferencas significativas estdo assinaladas com *, em que *** representa p<0,001.

Relativamente a atividade metabdlica verificou-se que a incubacdo com
hAMPE nado possui qualquer efeito, ndo alterando a atividade metabdlica em
relacdo ao controlo (fig. 3.5, A). No que diz respeito ao conteudo proteico, a
incubacdo com a concentragdao de 1ug/uL de hAMPE promove um aumento
significativo (p=0,001) da sintese proteica relativamente ao controlo (fig. 3.5, B).
Por fim, quando avaliado o conteddo de DNA, através da técnica de violeta de
cristal, verificou-se que a incubacdo com hAMPE também aumenta
significativamente o contetdo de ADN total (p<0,001) em relacdo ao controlo (fig.
3.5, C).

Todos estes parametros avaliados na linha celular HFF1 foram comparados
com os ja obtidos para as diferentes linhas celulares de CHC, nas mesmas
condi¢bes, ou seja para a mesma concentragao de hAMPE e 0 mesmo tempo de

incubacéo (fig. 3.6)
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Figura 3.6 — Atividade metabdlica (A), conteldo proteico total (B) e conteddo de DNA total (C) apés
tratamento com hAMPE nas linhas celulares HFF1, Hep3B2.1-7, HepG2 e HuH7. Cada grafico expressa a
percentagem de atividade metabdlica, em contetdo proteico total e em conteido de ADN total obtido

relativamente ao controlo e os erros padréo de oito experiéncias independentes obtidas de quatro membranas
diferentes.

o

Em relacao aos resultados obtidos através do ensaio de MTT (figura 3.6 A),
€ possivel verificar que a atividade metabdlica da linha celular HFF1 foi superior a
das linhas celulares de CHC, tendo-se verificado diferencas significativas entre a
linha celular normal e as linhas celulares de CHC, como a linha Hep3B (p=0,001),
a linha HepG2 (p=0,001) e a linha HuH7 (p=0,001).

Observando os resultados expressos na figura 3.6 B, € possivel verificar
que o conteudo proteico total da linha celular HFF1 aumentou significativamente
apos o tratamento com hAMPE, comparativamente com as restantes linhas
celulares tais como a linha Hep3B (p=0,001), a linha HepG2 (p=0,001) e a linha
HuH7 (p=0,001).

Por dltimo, na figura 3.6 C, verifica-se que existe um aumento

estatisticamente significativo (p<0,001) do conteudo de ADN total na linha celular
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HFF1 em relacdo ao contetdo das restantes linhas celulares de CHC, como a

linha Hep3B (p=0,001), a linha HepG2 (p=0,001) e a linha HUH7 (p=0,001).

3.6 - Avaliacédo de danos no ADN através do ensaio cometa

Com o objetivo de avaliar os efeitos do tratamento com hAMPE nos danos
de ADN nas linhas celulares de CHC, realizou-se o ensaio cometa. Os graficos
representados na figura 3.7, 3.8 e 3.9 revelam o momento da cauda apoés
tratamento com a concentracdo de 1ug/pL de hAMPE nas linhas celulares HuH7

(fig.3.7), HepG2 (fig.3.8) e Hep3B2.1-7 (fig.3.9), apds 72h de incubacéo.
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Figura 3.7 - Avaliacdo de danos no ADN recorrendo ao ensaio cometa para a linha celular HuH7.
Representacéo grafica dos resultados obtidos relativamente ao momento da cauda (A); imagens ilustrativas
dos cometas obtidos no (B) controlo negativo (células ndo tratadas), (C) no controlo positivo com perdxido de
hidrogénio (20nM) e (D) nas células tratadas com 1pg/uL de hAMPE durante 72h. Os resultados em (A)
exprimem a média e o erro padrdo de trés experiéncias independentes obtidas a partir de trés membranas
amnidtica diferentes.
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Através dos resultados representados na figura 3.7 verifica-se que nao
existem alteracdes significativas do momento de cauda na linha celular HUH7 apds

tratamento com hAMPE.
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Figura 3.8 - Avaliacdo de danos no ADN recorrendo ao ensaio cometa para a linha celular HepG2.
Representacéo grafica dos resultados obtidos relativamente ao momento da cauda (A); imagens ilustrativas
dos cometas obtidos no (B) controlo negativo (células nao tratadas), (C) no controlo positivo com peroxido de
hidrogénio (20nM) e (D) nas células tratadas com 1lpg/uL de hAMPE durante 72h. Os resultados em (A)
exprimem a média e o erro padrdo de trés experiéncias independentes obtidas a partir de trés membranas
amniotica diferentes. As diferencas significativas em relagdo ao controlo estdo assinaladas com * onde ***
representa p<0,001.

Observando os resultados expressos na figura 3.8, € possivel verificar que
na linha celular HepG2 existe um aumento significativo (p<0,001), de cerca de
treze vezes, do momento da cauda das células incubadas com hAMPE em relacéo

ao respetivo controlo.
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Figura 3.9 - Avaliacdo de danos no ADN recorrendo ao ensaio cometa para a linha celular Hep3B2.1-7.
Representacéo gréafica dos resultados obtidos relativamente ao momento da cauda (A); imagens ilustrativas
dos cometas obtidos no (B) controlo negativo (células nao tratadas), (C) no controlo positivo com peroxido de
hidrogénio (20nM) e (D) nas células tratadas com 1lpg/uL de hAMPE durante 72h. Os resultados em (A)
exprimem a média e o erro padrdo de trés experiéncias independentes obtidas a partir de trés membranas
amniotica diferentes.

Através dos resultados representados na figura 3.9, verifica-se que nédo
existem alteragOes significativas no momento de cauda da linha celular Hep3B2.1-

7 apoés incubacao com hAMPE, em relacdo ao respetivo controlo.

3.7 - Avaliacao do ciclo celular

Para avaliar as possiveis alteracdes no ciclo celular apds tratamento com
hAMPE, as linhas celulares de CHC foram incubadas com a concentracdo de
1pg/ul durante 72h. A figura 3.10 representa a percentagem de células presentes
em cada uma das fases do ciclo celular para as linhas celulares de CHC estudas

com as HuH7 (fig.3.6 A), as HepG2 (fig.3.6 B) e as Hep3B2.1-7 (fig.3.6 C).
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Figura 3.10 — Avaliacdo do ciclo celular por citometria de fluxo utilizando marca¢cdo com iodeto de
propideo e RNase para as linhas celulares HuH7 (A), HepG2 (B) e Hep3B2.1-7 (C). Na figura estdo
representadas as populagfes celulares em fase GO/G1, em fase S e fase G2/M. Os resultados expressam a
percentagem de células em cada fase do ciclo celular e exprimem a média e o erro padrdo de trés experiéncias
independentes obtidas a partir de trés membranas amniéticas diferentes. As diferencas significativas em
relacdo ao controlo estéo assinaladas com *, e * representa p<0,05 e ** representa p<0,01.

Através dos resultados obtidos para a linha celular HuH7 (fig. 3.10, A)
verificou-se uma diminuicéo significativa da populacao celular em fase GO/G1 para
a condicao controlo e a incubacdo com 1pg/uL de hAMPE (p=0,021). Observou-se
também que a populacdo em fase S, relativamente ao controlo, ndo sofreu
qualquer alteracdo. Verificou-se ainda que ocorre um aumento significativo da
populacdo em fase G2/M entre a condi¢ao controlo e a incubagdo com 1ug/uL de
hAMPE (p=0,036).

Na linha celular HepG2 (fig. 3.10, B), ndo se verificaram alteragbes na
populacdo em fase GO/G1l apos tratamento com 1upg/uL de hAMPE na linha
celular. Relativamente a populacdo em fase S, verificou-se uma diminuicao
significativa da populacdo de células tratadas (17%) em relacdo a populagcéo

controlo (34%) (p=0,01). E ainda possivel observar que existiu um aumento
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significativo (p=0,05) de cerca de 12% da populacdo celular na fase G2/M apos
tratamento.

Relativamente & linha celular Hep3B2.1-7 (fig. 3.10,C), é possivel observar
que o tratamento com hAMPE levou a uma diminuicéo significativa (p=0,009) de
62% de células em fase GO/G1 na condi¢cdo controlo relativamente a 14% da
populacdo de células na fase GO/G1 ap0s tratamento com 1ug/uL de hAMPE.
Observa-se também uma diferenca estatisticamente significativa da populagdo em
fase S, o que se trauz por um aumento de 5% da percentagem de células tratadas
relativamente ao controlo (p=0,001). Por ultimo, € também possivel verificar que

nao existem alteragcdes na populacdo celular em fase G2/M.

3.8 - Avaliagao da expressao de P53 e de B-catenina através de western blot

3.8.1 - Expresséo de P53

Neste trabalho foi avaliada a expresséo da proteina P53 apds o tratamento
com hAMPE. Para tal, as linhas celulares de CHC foram incubadas com a
concentracdo de 1ug/uL durante 72 h. Os gréaficos da figura 3.11, 3.12 e 3.13
representam os resultados obtidos para as linhas celulares HuH7 (3.11), HepG2

(fig.3.12) e Hep3B2.1-7 (fig.3.13).
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Figura 3.11 - Avaliacdo da expressdo da proteina P53 por western blot na linha celular HuH7. (A) o
grafico representa a expressdo da proteina p53 sob a forma de raz&o entre a intensidade de fluorescéncia de
P53 e a intensidade de fluorescéncia da B-actina, normalizada em relagcdo ao controlo (razdo de intensidade
do controlo igual a 1), apresentando a média e o erro padrdo de quatro experiéncias diferentes obtidas a
partir de quatro membranas amniéticas diferentes. (B) Immunobilot ilustrativo da expresséo da proteina P53 e
da B-actina para cada uma das condi¢des experimentais.

Através da analise do grafico da figura 3.11 (A), podemos observar uma
diminuicdo da expressdo da proteina P53 apdés o tratamento com hAMPE
(p=0,002) relativamente ao controlo. Na figura 3.11 (B), encontra-se representado
um immunoblot ilustrativo da expressédo de P53 e de B-actina para cada uma das

condi¢cbes consideradas.
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Figura 3.12 - Avaliagcdo da expresséo da proteina P53 por western blot na linha celular HepG2. (A) o gréfico
representa a expressao da proteina P53 sob a forma de razéo entre a intensidade de fluorescéncia de P53 e a
intensidade de fluorescéncia da B-actina, normalizada em relagéo ao controlo (razédo de intensidade do controlo
igual a 1), apresentando a média e erro padrdo de seis experiéncias independentes obtidas a partir de seis
membranas amnidticas diferentes. (B) Immunoblot ilustrativo da expressdo da proteina P53 e da B-actina para
cada uma das condi¢Bes experimentais.
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Através da analise do grafico da figura 3.12 (A), podemos observar uma
diminuicdo da expressdao da proteina P53 apos o tratamento com 1ug/puL de
hAMPE, relativamente ao controlo, ainda que constituam resultados preliminares.
Na figura 3.12 (B), encontra-se representado um immunoblot ilustrativo da

expresséo de P53 e de 3-actina, para cada uma das condi¢es consideradas.

Controlo lpg/uL

P53

B-actina

A

Figura 3.13 - Avaliagcdo da expressdo da proteina P53 por western blot na linha celular Hep3B2.1-7.
(A) Immunoblot ilustrativo da expressdo da proteina P53 e da B-actina para cada uma das condi¢Bes
experimentais. Os resultados representados foram obtidos a partir de duas experiéncias independentes
obtidos a partir de duas membranas amniéticas diferentes.

Através da andlise do immunoblot representado na figura 3.13 verifica-se

gue a linha celular Hep3B2.1-7 ndo expressa a proteina P53.

3.8.2 - Expresséo de B-catenina

Neste trabalho foi avaliada a expressdo da proteina B-catenina apés o
tratamento com hAMPE. Para avaliar possiveis alteracdes na expressdo desta
proteina, as linhas de CHC foram incubadas com 1ug/uL durante 72 horas. Os
graficos da figura 3.14, 3.15 e 3.16 representam os resultados obtidos para as

linhas celulares HuUH7 (3.14), HepG2 (fig.3.15) e Hep3B2.1-7 (fig.3.16).
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Figura 3.14 - Avaliagdo da expresséo da proteina B-catenina por western blot na linha celular HuH7. (A)
o gréafico representa a expressao da proteina B-catenina sob a forma de razdo entre a intensidade de
fluorescéncia de B-catenina e a intensidade de fluorescéncia da B-actina, normalizada em relagéo ao controlo
(razdo de intensidade do controlo igual a 1), apresentando a média e o erro padrdo de quatro experiéncias
independentes obtidas a partir de quatro membranas amnidticas diferentes. (B) Immunoblot ilustrativo da
expressao da proteina -catenina e da B-actina para cada uma das condi¢des experimentais.

Observando os resultados expressos no grafico da figura 3.14 (A),
podemos observar uma diminui¢cdo significativa (p<0,001) da expressdo da
proteina B-catenina apds o tratamento com 1ug/pL de hAMPE. Através da figura
3.14 (B), & possivel observar um immunoblot ilustrativo da expressdo de -
catenina e de B-actina, para as condigdes de controlo e tratamento com 1ug/uL de

hAMPE durante 72 horas.
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Figura 3.15 - Avaliacdo da expressdo da proteina B-catenina por western blot na linha celular
HepG2. (A) o gréfico representa a expressao da proteina B-catenina sob a forma de razdo entre a intensidade de
fluorescéncia de B-catenina e a intensidade de fluorescéncia da actina, normalizada em relacéo ao controlo (razéo
de intensidade do controlo igual a 1), apresentando a média e o erro padrdo de quatro experiéncias independentes
obtidas a partir de quatro membranas amnid6ticas diferentes. (B) Immunoblot ilustrativo da expressao da proteina -
catenina e da B-actina para cada uma das condi¢des experimentais.
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Na linha celular HepG2 (figura 3.15) é possivel observar através do gréafico
(A) que o tratamento com 1pg/uL de hAMPE induz uma diminui¢do significativa
(p<0,001) da expresséo de B-catenina. Observando o immunoblot representado na
figura 3.15 (B) € possivel verificar a diminuicdo da expressdo de B-catenina

quando as células séo tratadas com hAMPE.
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Figura 3.16 - Avaliagdo da expressédo da proteina B-catenina por western blot na linha celular Hep3B2.1-7.
(A) o gréafico representa a expressdo da proteina B-catenina sob a forma de razdo entre a intensidade de
fluorescéncia de B-catenina e a intensidade de fluorescéncia da B-actina, normalizada em relagdo ao controlo
(razdo de intensidade do controlo igual a 1), apresentando a média e o erro padrao de cinco experiéncias
independentes obtidas a partir de cinco membranas amnidticas diferentes. (B) Immunoblot ilustrativo da
expressdo da proteina B-catenina e da B-actina para cada uma das condi¢Ges experimentais.

No grafico (A) da figura 3.16 € possivel observar uma diminuicdo da expressao
de B-catenina na linha celular Hep3B2.1-7 apds incubagcdo com 1ug/uL de
hAMPE. Esta incubacdo constitui um decréscimo estatisticamente significativo
relativamente ao controlo (p=0,002). Observando também o immunoblot presente
na figura 3.16 (B), é possivel verificar a diminuicdo da expressdo de B-catenina

apos tratamento com 1ug/uL de hAMPE durante 72 horas.

88



3.9 - Avaliacado da morte celular

Para a avaliagdo do tipo de morte celular foi realizada uma andlise
morfolégica recorrendo a esfregacos corados. Esta técnica permite avaliar
morfologicamente as diferentes caracteristicas inerentes a cada um dos tipos de
morte celular. Para a realizacéo dos esfregacos, as linhas celulares de CHC foram
incubadas com a concentragcédo de 1ug/uL durante 24 e 72 horas. As figuras 3.17,
3.18 e 3.19 representam os resultados obtidos para as linhas celulares HuH7
(3.17), HepG2 (fig.3.18) e Hep3B2.1-7 (fig.3.19), apds coloracdo de May

Griinwald-Giemsa.

Figura 3.17 — Avaliagdo morfol6gica da morte celular, através da técnica de esfregagos, na linha celular
HuH7. Imagens ilustrativas da condic¢do controlo, incubacdo com 1ug/uL de hAMPE durante 24 e incubac¢do com
1lug/uL de hAMPE durante 72 horas. Experiéncia repetida trés vezes, utlizando para tal trés membranas
amniéticas diferentes. As imagens foram tiradas aleatoriamente por toda a lamina, sendo escolhidas imagens
representativas da situagéo geral observada em cada condicéo.
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Analisando as imagens representadas na figura 3.17, verifica-se que a
populacdo de células controlo apresenta um elevado niumero de agregados, sendo
0 tamanho das células homdgeneo. A maioria das células presentes no controlo
apresenta uma elevada viabilidade.

Relativamente as imagens representativas do tratamento com 1ug/uL de
hAMPE durante 24 horas, estas revelam um aumento do numero de células nao
viaveis relativamente a populacdo controlo. Pode também observar-se a formacao
de um elevado numero de blebs e também uma elevada vacuolizagéo.

Apés 72 horas de incubacgdo, e a semelhanca do comportamento celular
observado apés 24 horas de incubacdo com hAMPE, é possivel observar uma
diminuicdo do numero de células viaveis. Mantém-se predominante a vacuolizagcéo
citoplasmatica e a formacao de blebs e também de notar que existe um aumento

de morte celular por necrose, verificando-se rebentamento citoplasmatico.
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Figura 3.18 — Avaliagcdo morfologica da morte celular, através da técnica de esfregacos, na linha celular
HepG2. Imagens ilustrativas da condicéo controlo, incubagdo com 1ug/puL de hAMPE durante 24 e incubagéo
com 1ug/uL de hAMPE durante 72 horas. Experiéncia repetida trés vezes, utilizando para tal trés membranas
amni6ticas diferentes. As imagens foram tiradas aleatoriamente por toda a lamina, sendo escolhidas imagens
representativas da situacéo geral observada em cada condicéo.

Através da figura 3.18, relativa a linha celular HepG2, verifica-se que existe
um elevado numero de agregados na populacdo controlo. As células apresentam
um nucleo de elevado tamanho e revelam uma elevada viabilidade.

Observando as imagens relativas ao tratamento apds 24 horas de
incubagcdo com 1pg/uL de hAMPE, observa-se uma elevada formacdo de
vacuolos, assim como também uma elevada formacéo de blebs.

Por ultimo, através das imagens relativas ao tratamento apds 72 horas de
incubagdo com 1ug/puL de hAMPE, é possivel afirmar que existe um aumento da

vacuolizacdo citoplasmatica e nuclear. Apesar do aumento do tempo de
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incubacédo, as células HepG2 tratadas com hAMPE continuam a apresentar uma

elevada vacuolizacao tal como um elevado numero de blebs.

Figura 3.19 - Avaliagdo morfolégica da morte celular, através da técnica de esfregagos, na linha celular
Hep3B2.1-7. Imagens ilustrativas da condi¢cdo controlo, incubagdo com 1ug/uL de hAMPE durante 24 e
incubagdo com 1ug/puL de hAMPE durante 72 horas. Experiéncia repetida trés vezes, utilizando para tal trés
membranas amniéticas diferentes. As imagens foram tiradas aleatoriamente por toda a lamina, sendo escolhidas
imagens representativas da situagdo geral observada em cada condigao.

Na figura relativa a condicdo controlo da linha celular Hep3B2.1-7 (figura
3.19) verifica-se um baixo nimero de agregados celulares e a presenca de células
com uma elevada heterogeneidade de tamanho. As células revelam elevada
viabilidade.

As imagens relativas ao primeiro tratamento com 1ug/uL de hAMPE
durante 24 horas, revelam uma elevada vacuolizacdo citoplasmética e alguma
vacuolizagdo nuclear. Para além dos vacuolos, € também possivel observar uma

elevada formacéo de blebs.
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No que diz respeito a incubagéo durante 72 horas, verifica-se também uma
elevada vacuolizacdo citoplasmatica e um elevado nimero de blebs. E possivel
verificar a existéncia de alguma necrose evidenciada pela existéncia de

rebentamento citoplasmatico.

3.10 - Terapia combinada

O perfil de quimiorresisténcia a terapia citostatica e/ou citotoxica do CHC
confere-lhe um mau prognostico e uma elevada taxa de mortalidade. Com o
objetivo de avaliar os efeitos da combinacdo de agentes terapéuticos, como o 5-
FU, o Sora, a Doxo e a Cis, com hAMPE recorreu-se ao ensaio de MTT. Os
graficos da figura 3.20 expressam a atividade metabdlica obtida apOs terapia
combinada nas linhas celulares HuH7 (fig.3.20 A), HepG2 (fig3.20. B) e Hep3B2.1-

7 (fig.20 C) apds 72 horas de incubagéo.
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Figura 3.20 - Avaliagdo da atividade metabdlica apds tratamento com terapia combinada nas linhas
celulares HuH7 (A), HepG2 (B) e Hep3B2.1-7 (C), através do ensaio de MTT. (A) A linha celular HuH7 foi
incubada com 0,5ug/puL de hAMPE em combinagéo com 88,3uM de 5-fluorouracilo, 5,2uM de sorafenib, 0,4uM de
doxorrubicina e 2,9uM de cisplatina; (B) A linha celular HepG2 foi incubada com 0,5ug/uL de hAMPE em
combinagcdo com 18,9uM de 5-fluorouracilo, 4,96uM de sorafenib, 0,29uM de doxorrubicina e 2,04uM de cisplatina;
(C) A linha celular Hep3B2.1-7 foi incubada com 0,1ug/uL de hAMPE em combinagdo com 166,62uM de 5-
fluorouracilo, 10,62uM de sorafenib, 0,1uM de doxorrubicina e 1,51uM de cisplatina. A linha a tracejado representa
a percentagem de atividade metabdlica induzida pelo IC50 dos farmacos. O gréfico expressa a percentagem de
atividade metabdlica obtida relativamente ao controlo e os erros padrdo de oito experiéncias independentes
obtidas a partir de quatro membranas amnidticas diferentes. As diferencas significativas estdo assinaladas com *,
em que * representa p<0,05, ** representa p<0,01 e *** representa p<0,001.

Relativamente aos resultados obtidos para a linha celular HuH7, é possivel
verificar que relativamente a monoterapia com hAMPE existe uma diminui¢do
significativa (p<0,001) para todas as combinacfes entre farmacos e hAMPE. Esta
diferenca estatistica indica-nos uma diminuigdo da atividade metabdlica de 42%

para combinagdo com 5-fluorouracilo, 34% com sorafenib, 42% com doxorrubicina

e por ultimo 43% para a combinag&o com cisplatina.
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Comparando os resultados obtidos a partir da combinacéo relativamente ao
IC50 dos farmacos utlizados (reducéo da atividade metabdlica a 50%), verifica-se
um decréscimo com significancia estatistica para todas as combinacdes. A terapia
combinada com 5-FU diminui a atividade metabdlica de 50% para 29% apos
combinacdo com hAMPE (p<0,001). A combinacdo com o farmaco sorafenib
diminui 13% a atividade metabdlica comparativamente a monoterapia (p=0,046).
Existe também um decréscimo significativo nas terapias combinadas com
doxorrubicina (p<0,001) e com cisplatina (p=0,012), uma vez que se verifica uma
diminuicédo significativa de 21% e 22%, respetivamente.

Na linha celular HepG2 verifica-se que a terapia combinada,
comparativamente a monoterapia com hAMPE, induz um decréscimo significativo
da atividade metabdlica para todas as condi¢cbes, a excecdo da combinagdo com
cisplatina. A terapia combinada com 5-FU induz uma diminui¢cdo significativa de
20% (p=0,01) da atividade metabdlica. A incubacdo de hAMPE e sorafenib produz
uma diminuicdo de cerca de 30% (p<0,001) e, por ultimo, a combinagdo com
doxorrubicina induz uma diminuicdo estatisticamente significativa (p=0,001) de
24%.

Relacionando os resultados obtidos a partir da terapia combinada com o
IC50 de cada um dos farmacos, observa-se que existe um decréscimo com
significado estatistico para todas as condi¢cdes. Relativamente ao IC50, a terapia
combinada com 5-FU diminui a atividade metabolica em 31% (p=0,01). A
combinagdo com sorafenib, bem como com a doxorrubicina, induz um decréscimo

com significancia estatistica (p<0,001) de 41% e 35%, respetivamente.
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Relativamente a terapia combinada com cisplatina, verifica-se uma diferenca
estatisticamente significativa (p=0,047) de 14% relativamente ao IC50 do farmaco.

Observando os resultados expressos no grafico (C), relativos a linha celular
Hep3B2.1-7, e comparando a atividade metabdlica da terapia combinada com a
monoterapia com hAMPE, verifica-se que existe um decréscimo significativo
(p<0,001) de 44% ap0Os terapia combinada com sorafenib. Contrariamente a todos
0s outros resultados, existe também um aumento com elevada significancia
estatistica (p<0,001) de 43% apds combinagcdo com a cisplatina. Relativamente a
incubacdo com o0s outros farmacos, ndo existem alteragbes significativas
relativamente & monoterapia com hAMPE.

De forma semelhante a comparacdo da terapia combinada com hAMPE,
também na comparacao entre a terapia combinada com o IC50 de cada um dos
farmacos se verifica uma diminuicdo com significAncia estatistica (p<0,001) na
combinagdo entre hAMPE e sorafenib. Observa-se um aumento da atividade
metabdlica na terapia combinada com cisplatina, resultando numa diferenca de

53% (p<0,001).

3.11 - Estudos in vivo

Os estudos in vivo permitem uma melhor compreensdo dos mecanismos
moleculares envolvidos no crescimento tumoral. Assim, de modo a avaliar o efeito
do hAMPE no crescimento de tumores de CHC in vivo, ratinhos Balb/c nu/nu
foram divididos em dois grupos diferentes, o grupo 1 ou grupo controlo, apenas

injetado heterotopicamente no dorso com células da linha celular HUH7, e o grupo
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2, 0 grupo de ratinhos sujeitos a terapia com hAMPE apés inoculagéo celular. Os
resultados obtidos relativos a taxa de crescimento tumoral para os dois grupos

encontram-se expressos na figura 3.21.
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Figura 3.21 - Evolucgéo do crescimento tumoral ao longo de doze dias de terapia com hAMPE. Ao longo
de doze dias, os ratinhos Balb/c nu/nu xenotransplantados com a linha celular HuH7 foram submetidos a uma
terapia intraperitoneal com hAMPE. Como controlo, foram considerados ratinhos que ndo foram submetidos a
tratamento com hAMPE. Os resultados expressam a média de sete ratinhos controlo e de dois ratinhos
submetidos a terapia e o respetivo erro padréao.

Como demonstrado na figura 3.21, apGs sete dias de terapia intraperitoneal
com hAMPE verifica-se que existe diferenca na taxa de crescimento tumoral entre
0s animais do grupo de controlo, ndo submetidos a tratamento, e os animais do
grupo 2, submetidos a tratamento com hAMPE. Desta forma, é possivel verificar
qgue, ao longo dos doze dias, o crescimento tumoral dos animais submetidos a
terapia tende a ser diferente, sendo maior no grupo controlo relativamente ao

grupo sujeito a terapia. Ao fim de doze dias, a taxa de crescimento tumoral do
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grupo controlo € duas vezes superior a do grupo sujeito a terapia ndo tendo sido
realizado tratamento estatistico por serem resultados preliminares

Vale a pena referir que nédo foram registadas alteracdes da massa dos
animais ao longo do tempo. Também ndo foram registadas alteracbes
comportamentais ou qualquer outra reacdo adversa a terapia. Apds ocisdo, o
habito interno e externo foi analisado e ndo se registaram alteracdes

macroscopicas, como mostrado na figura 3.22.

Figura 3.22 - Habito interno de um ratinho sujeito a terapia intraperitoneal com hAMPE, com particular
énfase nos pulmdes (A) e figado (B).
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Capitulo 4

DISCUSSAQO






O carcinoma hepatocelular representa atualmente um importante problema de
saude publica. Para além do aumento da sua incidéncia, este tipo de tumor ndo
possui muitas opc¢des terapéuticas, fatores que largamente determinam a sua
elevada taxa de mortalidade®. Quando a detecdo do carcinoma hepatocelular é
realizada num estadio inicial, o transplante hepatico ortotopico e a resseccao

cirirgica por hepatectomia parcial sdo os tratamentos mais utilizados®"*?.

Contudo, o carcinoma hepatocelular é, por norma, detetado em estadios
avancados da doenca, inviabilizando a utilizacdo das técnicas curativas ja
mencionadas®’. Neste caso, a radioterapia e a quimioterapia sdo as terapéuticas
consideradas, apesar de ambas ndo serem particularmente eficazes devido ao
perfil radiorresistente e quimiorresistente do carcinoma hepatocelular®+.

Considerando a elevada necessidade de tratamentos eficazes para o
carcinoma hepatocelular, particularmente em estadios avancados da doenca, €
urgente desenvolver novas abordagens terapéuticas para este tipo de cancro.

Ao longo dos ultimos anos, a investigacdo sobre as diversas propriedades

789151 Muitos foram os trabalhos

terapéuticas da hAM tem vindo a aumentar
cientificos publicados sobre as suas caracteristicas peculiares, artigos que
tornaram 6bvio para a comunidade médica e cientifica que este tecido poderia ser
atil na terapia de diversas patologias®1%°*1>152153 Concretamente na Oncologia,
a ideia de utilizar a membrana amnidtica como potencial terapia surgiu em 2008
através de Seo et al®®. Desde ent&o varios artigos foram publicados, revelando o
efeito anti-cancerigeno de varios derivados da hAM, como as suas células ou o

105,108,110,154,155

seu meio condicionado De forma inovadora, a equipa de

investigagcdo da Unidade de Biofisica da Faculdade de Medicina da Universidade

101



de Coimbra decidiu avaliar o efeito do hAMPE na atividade metabdlica de diversas
linhas celulares humanas, tendo descoberto um elevado potencial anti-
cancerigeno do hAMPE no carcinoma hepatocelular®,

Assim, este trabalho experimental teve como principal objetivo avaliar o efeito
anticancerigeno do hAMPE em trés linhas celulares humanas de carcinoma
hepatocelular, contribuindo assim para o estudo dos mecanismos de acédo
responsaveis pelo seu efeito.

A preparagdo do hAMPE foi realizada de acordo com o trabalho de Mamede
et al, recorrendo apenas a meios de extracdo mecanicos, como a
homogeneizacao, a sonicacdo e a centrifugacéo™®. Na preparacdo do hAMPE ndo
foram considerados outros meios de extracdo para além dos mecéanicos para
impedir a introducdo de quimicos ou de enzimas no extrato que poderiam
condicionar os resultados obtidos posteriormente in vitro e in vivo. A hAM cortada
em pequenos pedagos foi inicialmente colocada em PBS estéril, uma solucéo
salina isoténica tamponada que permite a estabilizacdo do pH das diversas
proteinas, mantendo assim a sua estrutura nativa e evitando a sua
desnaturacéo™®. Por outro lado, o0 PBS é um bom solvente para as proteinas pois
nao possui componentes com absorvancia a 280nm, néo interferindo assim com o
ensaio de quantificacdo proteico realizado apds extracdo. Apds a adicdo do PBS
aos pequenos pedacos de hAM, esta foi sujeita a homogeneizagdo em potter,
devidamente esterilizado, com o objetivo de romper a membrana celular e de
homogeneizar o tecido através da pressdo e da friccdo gerada®" '8,
Posteriormente, a sonicacdo em banho de ultrassons permitiu a lise das

membranas celulares levando & libertacdo das proteinas™®. Foi utilizado um
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sistema de sonicagao indireto para evitar o contacto da sonda com a amostra e
para evitar a possibilidade de contaminacdo da mesma, sendo por isso este um
método de eleicdo para amostras estéreis. O método de sonicacao indireto € mais
efetivo para amostras pequenas pois evita a formacdo de espuma e a
consequente perda de amostra'®. Apés a homogeneizacdo e a sonicacéo,
recorreu-se a centrifugacdo diferencial com o objetivo de obter a fracdo celular
apropriada, neste caso, a fracdo superior sollvel. Para tal, foi utilizado um
programa de centrifugacdo a 14000G, durante 15 min, a temperatura de 4°C que
nos permitiu isolar as proteinas na fracdo superior sollvel, dos restantes
componentes e detritos celulares que se encontravam no pellet’®!. Uma vez que
tanto a homogeneizacdo como a sonicacdo podem induzir aquecimento da
amostra, todo o processo foi realizado em gelo para prevenir a desnaturagéo e a
destabilizac&o proteica, bem como para diminuir a atividade das proteases™®.

Apds a extracdo mecénica, as proteinas isoladas foram posteriormente
filtradas para garantir a sua esterilidade, condicdo necessaria para a conduc¢ao
dos estudos in vitro e in vivo. Posteriormente, a amostra foi quantificada
recorrendo ao NanoDrop®, tendo como base o principio da absorvancia das
proteinas a 280nm*®2. De referir ainda que as amostras obtidas foram divididas em
aliquotas para evitar ciclos de congelamento e descongelamento sucessivos que
levariam & sua degradacao™®.

Para caracterizar o hAMPE, foi utilizada a técnica de eletroforese 2D. Este
tipo de eletroforese permite uma separacao proteica com elevada eficiéncia tendo
em conta que a esta separacao se baseia em dois parametros distintos, o ponto

isoelétrico e o peso molecular de cada proteinat*®1%,
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Com o objetivo de precipitar o hAMPE foi adicionada acetona gelada ao
extrato. Sabe-se que a preparagdo de amostras é crucial para a obtencao de bons
resultados através da eletroforese 2D e por isso foi utilizada a acetona, um dos
agentes precipitantes mais utilizados por promover uma eficiente concentracao da
amostra e eliminacdo de contaminantes'®. Para a solubilizacdo da amostra foi
adicionado tampao de rehidratacdo, um tampdo comercial cuja formulacdo é
compativel com todo o procedimento de eletroforese 2D*?*!% Para além da
solubilizagéo proteica, este tampao assegura a desnaturacdo das proteinas. Para
tal, este tampdo contém na sua formulacéo agentes desnaturantes como a ureia e
a tioureia, agentes solubilizadores como detergentes e anfélitos e agentes
redutores como o DTT*?,

Com o objetivo de avaliar a eficiéncia do método de precipitacao utilizado,
quantificando assim as proteinas presentes no extrato final obtido apds
precipitagdo com a acetona e a solubilizagdo em tampéao de rehidratagao, utilizou-
se um kit comercial de quantificacdo proteica, o 2D-Quant kit. Apesar da execucao
da quantificacdo proteica através deste kit ser morosa e mais complexa do que
outros métodos de quantificacdo proteica mais vulgares, a sua utilizacdo foi
necessaria pois este kit € compativel com as concentracdes de ureia e de tioureia
presentes nas amostras devido a solubilizacdo destas no tampéo de rehidratacéo
referido.

Apos a quantificacdo proteica, todo o protocolo de eletroforese 2D e de
coloragdo dos géis foi realizado de acordo com as indicagdes do fornecedor

(Biorad®)'?%2. Obteve-se, no final da técnica, um gel com um grande contetdo de
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proteinas, homogeneamente distribuidas e com diferentes intensidades, sinal
indicativo da presenca de proteinas em diferentes concentracoes.

No futuro, pretende-se excisar individualmente cada proteina do gel e
identificar individualmente cada uma através da tecnologia de MALDI-TOF (do
inglés Matrix Assisted Laser Desorption lonization — Time Of Flight — Mass
Spectrometry). Pretende-se também, através desta técnica, comparar as proteinas
isoladas a partir de varias hAM. Tendo em conta a grande homogeneidade de
resultados obtidos entre as diferentes hAM, pretendemos focar a nossa atencao
no estudo do grupo de proteinas que por norma se mantém constante entre as
amostras das varias dadoras.

Por ser um trabalho pioneiro, ndo existem publicacdes sobre o efeito do
hAMPE em linhas celulares cancerigenas. Por este motivo, recorremos a varias
técnicas de biologia celular e molecular para estudar os efeitos celulares do
hAMPE e, assim, conseguir documentar e melhor os caracterizar.

Para avaliar os efeitos do hAMPE na atividade metabdlica, no contetudo
proteico total e no conteudo de ADN total nas linhas celulares de carcinoma
hepatocelular recorreu-se aos ensaios de MTT, de SRB e de Violeta de Cristal,
respetivamente. Através destes ensaios pode verificar-se que a atividade
metabdlica, o conteudo proteico total e o conteudo de ADN total sdo afetados pelo
tratamento com hAMPE. No entanto, verifica-se também que a dose e o tempo de
incubacgéo determinaram os resultados obtidos nos varios ensaios.

Tendo em conta os resultados obtidos através do ensaio de MTT, podemos
afirmar que o tratamento com hAMPE interfere com a atividade metabdlica celular.

Tal pode ser um indicador que as células, apés tratamento com hAMPE, possuem
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um metabolismo celular reduzido devido a interferéncia do tratamento com o fluxo
de nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH, do inglés nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate)'®®®’. Uma vez que o NADPH reage com o0 MTT
formando formazano, pode concluir-se que, quanto menor a atividade metabdlica
celular, menor a concentracdo de NADPH celular'®”. Uma vez que o NADPH esta
envolvido na formacdo de lipidos e de &cidos gordos e € responséavel por
combater efeitos nocivos na célula induzidos por radicais de oxigénio, algumas
vias metabdlicas e os niveis de stresse oxidativo poderao estar comprometidos.

Através do ensaio de SRB, verifica-se que o hAMPE ¢€ eficiente na
diminuicdo do conteudo proteico total em todas as linhas celulares em estudo.
Esta diminuicdo podera ser consequéncia da atuacdo do hAMPE a nivel do ADN
que, consequentemente, induzira alteracdes nos niveis de &cido ribonucleico
mensageiro (ARNm), essencial para o processo de sintese proteica’®’. Uma vez
que verificAmos, através do ensaio cometa, que apenas a linha celular HepG2
sofria danos no seu ADN, podera ser possivel que nas linhas celulares HUH7 e
Hep3B2.1-7 tenha sido induzido outro tipo de dano celular, na complexa cadeia
entre o ADN e a sintese final de proteinas, que possa também traduzir-se na
reducdo da sintese proteica total.

Verificou-se uma diminuicdo do conteudo total de ADN nas trés linhas de
carcinoma hepatocelular estudadas através do ensaio do violeta de cristal. E
possivel assim afirmar que o hAMPE interfere com a sintese de ADN. Tal como
referido anteriormente, verificou-se que o hAMPE induz danos no ADN na linha
celular HepG2, ao contrario do que acontece com as outras duas linhas celulares.

Contudo, a diminuicdo da sintese de ADN pode n&o estar intrinsecamente
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correlacionada com danos ligados ao ADN como acontece nas linhas Hep3B2.1-7
e HuH7. Os resultados observados nestas linhas podem estar ligados a
mecanismos de inibicdo da sintese de ADN atraves da interferéncia direta com as
moléculas necessarias para a polimerizagdo e/ou replicacio de ADN como
também com inibicdo de fatores essenciais a regulacdo do ciclo celular e dos seus
pontos de controlo®®. A inibicdo de, por exemplo, topoisomerases (essenciais &
replicacdo de ADN) ou de ADN polimerase (essencial a polimerizacdo de ADN)
podem estar ligadas a reducao da sintese de ADN. Do mesmo modo, também a
inibicdo das Cdk pode estar envolvida com a diminui¢do da replicacdo através da
regulacéo do ciclo celular'®.

No desenvolvimento de uma terapéutica anti-cancerigena, torna-se
importante garantir que as células ndo tumorais ndo sdo afetadas pela mesma.
Por este motivo, avalidmos o efeito do hAMPE na atividade metabdlica, no
contetdo proteico total e no conteido de ADN total da linha celular HFF1,
considerando apenas a concentracdo superior do hAMPE (1ug/uL) e o maior
tempo de incubacao (72 horas). Esta concentracdo e tempo de incubacao foram
escolhidos pois esta condicdo induz a maior inibicdo dos varios parametros
avaliados em todas as linhas celulares de carcinoma hepatocelular. Apés
observacdo dos resultados obtidos, verificou-se que a atividade metabdlica, o
conteudo proteico total e o conteudo de ADN total da linha celular n&o
cancerigena nado séao inibidos apds exposicdo ao hAMPE. Na verdade, pode
verificar-se que a atividade metabdlica ndo se altera mas que o conteudo proteico
total e o conteudo de ADN total aumentam. Desta forma, podemos afirmar que o

hAMPE n&o possui efeitos citotoxicos ou citostaticos na linha celular n&o
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cancerigena HFF1. Considerando outros derivados da hAM, como as hAECs,
hAMCs ou meio condicionado, varios artigos corroboram estes resultados, tendo
os autores verificado apenas uma diminuicdo da proliferacdo das células
cancerigenas apoés tratamento com os derivados da hAM, contrariamente a
proliferacdo continuada nas linhas celulares ndo tumorais’®**'*2 Tendo em
conta os resultados obtidos na linha celular ndo tumoral HFF1, pretende-se
futuramente realizar os mesmos estudos numa linha celular de hepatdcitos,
representando esta linha celular o controlo ideal para o nosso estudo, por ter
origem similar as linhas celulares cancerigenas avaliadas.

Apos a verificag@o da inibicdo da atividade metabdlica, do contetdo proteico
total e do conteddo de ADN total nas linhas celulares de carcinoma hepatocelular,
e de nos assegurarmos que o hAMPE néo induz efeitos inibitérios numa linha
celular ndo cancerigena, recorremos a diferentes técnicas de biologia celular e
molecular para avaliar as alteragdes no ciclo celular utilizando a citometria de
fluxo, os danos no ADN recorrendo ao ensaio cometa, os tipos de morte celular
induzidos utilizando a técnica dos esfregacos e a avaliagdo de alteracdo da
expressao proteica de P53 e de B-catenina através de western blot.

A regulacdo do ciclo celular € um processo altamente regulado que é
essencial para a proliferacdo celular de qualquer tipo de célula. Durante o ciclo
celular existem duas grandes transicdes entre as diferentes fases que sao
considerados os checkpoints do ciclo celular, nomeadamente a transi¢cao da fase
G1 para a fase S e a transicdo da fase G2 para a mitose™*®. De notar ainda que a

progressao do ciclo celular, em linhas tumorais, possui um perfil dispar a nivel da
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regulacéo, levando a sobreexpressdo de reguladores positivos e a inibicdo de
reguladores negativos®®7°.

Relacionada com a regulacdo do ciclo celular, encontra-se a expresséo da
proteina supressora tumoral P53. Esta proteina, para além da regulag¢éo do ciclo
celular, encontra-se presente em varios mecanismos celulares, como a indugédo de
apoptose, a diferenciacdo ou a senescéncia celular'’®. Mutacbes no gene
responsavel pela expressdo da P53, comumente na origem de Varios tipos de
tumores, podem resultar na expressao de uma P53 mutada ou de uma P53 inativa
e podem até existir células tumorais sem expressdo de P53*®. Estas alteracdes na
expressdo da P53 levam a regulagdo aberrante de varios mecanismos
relacionados, por exemplo, com a morte celular, como ciclo celular e com os
danos no DNA82022

A via Wnt/B-catenina foi considerada inicialmente como uma via de
sinalizagdo com possivel acéo tumorigénica no cancro colorretal®®*"*. No entanto,
ja foi provado, em varios tipos de cancro como o carcinoma hepatocelular, que
mutacdes oncogénicas na regulacdo da B-catenina levam a um aumento da
sobrevivéncia a partir desta via de sinalizacgo?’ %2,

Avaliando os resultados obtidos para a linha celular HuH7 relativos ao ciclo
celular, podemos observar que existe uma diminuicdo da populacédo celular em
GO/G1 e um aumento em G2/M. Na linha Hep3B2.1-7, tal como na linha HuH?7,
podemos observar uma diminuigdo na fase GO/G1 e um aumento da populagéo na
fase S. Atravées da andlise da expresséo da P53, verificou-se que na linha celular

HuH7 existe uma diminuicdo da expressao desta proteina apos tratamento com

hAMPE, tendo em conta que esta linha sobreexpressa uma forma da P53 mutada.
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De notar ainda que a P53 mutada é um fator de sobrevivéncia celular e que a sua
diminuicdo leva a uma diminuicdo da sobrevivéncia celular'’®. A linha celular
Hep3B2.1-7 ndo expressa esta proteina. Tendo em conta que a P53 € um dos
principais reguladores do ciclo celular, o facto das linhas celulares HuH7 e
Hep3B2.1-7 ndo possuirem uma normal expressao de P53 pode levar a que a
regulagdo do ciclo celular nestas linhas celulares seja efetuada por vias
alternativas a P53. Tendo em conta que a expressao de P53 se encontra alterada,
podera ndo existir uma expressao de P21 normal. A expressao de P21 € um dos
principais mecanismos de bloqueio da transicdo da fase G1 para a fase S. Desta
forma, quando existe um dano celular, a P21 leva a paragem do ciclo celular em
GO0/G1 até que a célula repare o dano, prosseguindo posteriormente o ciclo celular
ou promovendo a morte celular’’®. Assim, através dos resultados obtidos
poderemos sugerir que as alteracdes da expressédo da P53 ou a ndo existéncia da
P53, poderéo alterar a expressao de P21, permitindo a estas duas linhas celulares
uma progressao no ciclo celular sem que haja bloqueio em GO/G1 apesar da
existéncia de danos celulares.

Outro resultado relevante esta relacionado com a alteracdo da expressao
de B-catenina, onde se verificou uma diminuicdo da expressao desta proteina na
linha celular HUH7 e também na linha celular Hep3B2.1-7 apos tratamento com
hAMPE. Mutacbes no complexo APC ou mutacbes na prépria B-catenina séo
fatores que podem induzir a estabilizacdo e a acumulagdo da [B-catenina no
citoplasma e, consequentemente, a sua translocacdo para o0 nucleo. A
translocacao da -catenina para o nucleo leva a transcricdo de genes alvo como o

c-myc e VEGF. Um estudo de Wu et al. revela que a inibicdo da produgao de B-
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catenina estavel no citoplasma nas linhas celulares HuH7 e Hep3B2.-7 induz a
diminuicdo da sobrevivéncia celular'’. Foi também descrito que a inibicdo da via
Wnt nestas linhas celulares induz um blogueio do ciclo celular nas fases S e G2/M,
corroborando assim os resultados obtidos nestas duas linhas celulares apdés
tratamento com hAMPE. Estes dados indicam-nos que, provavelmente, o hAMPE
€ capaz de inibir a via Wnt.

Relativamente a linha celular HepG2, foram obtidos resultados com perfil
diferente em relacdo as outras duas linhas celulares estudadas. Esta linha celular
possui uma expressao de P53 normal (wild-type) e, tal como as outras duas linhas
celulares de carcinoma hepatocelular ja referenciadas, as vias de sobrevivéncia
encontram-se interligadas com a expressdao de [-catenina mutada e com
mutacdes no complexo APC. Na avaliagdo da expresséo da proteina P53 na linha
celular HepG2, verifica-se que existe uma diminuicdo desta proteina apdés o
tratamento com hAMPE. Esta diminuicdo da expressdo de P53 pode estar
relacionada com o aumento de cerca de treze vezes do dano de ADN, observado
através do ensaio cometa apos tratamento com hAMPE. Estes resultados podem
ser explicados através da diminuicdo da expressao de P53, uma vez que esta é
uma das principais responsaveis pelos mecanismos de reparacdo do ADN?.

A diminuicdo da expressdo de P53 na linha HepG2, pode levar a uma
diminuicdo da P21, ndo existindo um ponto de controlo para a transicao da fase
GO/G1 para S, mesmo existindo danos na célula. Na linha celular HepG2 é
possivel verificar um bloqueio celular na fase G2/M. Este resultado pode ser
explicado pela existéncia de danos no ADN uma vez que o ponto de controlo

G2/M é essencial para manter a estabilidade genomica. O bloqueio nesta fase
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impede que as células entrem em mitose quando existem danos no ADN,
permitindo a célula ativar os mecanismos de reparacdo e, desta forma,
interromper a proliferacdo das células danificadas'’®. Um dos principais
mecanismos para o blogueio em G2/M resulta da inibicdo da cinase dependente
de ciclina 2 (Cdk2, do inglés cyclin-dependent kinase 2), responsavel pela entrada
das células em mitose apés a fase G2*7°.

Tendo em conta a influéncia do hAMPE na regulacéo do ciclo celular e na
expressdo de P53 nas trés linhas celulares estudadas, torna-se pertinente efetuar
um estudo da expressdo da P21 nas trés linhas celulares e verificar qual a
influéncia do tratamento com hAMPE na expressao desta proteina.

O resultado obtido através da técnica nos esfregacos revela-nos que o
hAMPE é capaz de induzir morte nas trés linhas celulares de carcinoma
hepatocelular. Através da analise das imagens obtidas com a coloracdo de May-
Griunwald-Giemsa, podemos verificar uma elevada vacuolizacdo citoplasmaética,
um elevado numero de projecdes do citoplasma, ou blebs, mas também a
existéncia de alguma lise citoplasmatica. Na literatura, parece néo existir um
consenso em relacdo as alteragdes morfologicas relacionadas com a producao de
vacuolos, defendendo alguns autores a vacuolizacdo citoplasmatica como
indicativo de apoptose e outros como indicativo de necrose’’*"®. Por este motivo,
nao podemos afirmar com total confianca qual o tipo de morte celular induzido
pelo tratamento com hAMPE. Por outro lado, a formacdo de blebs e a lise
citoplasmatica sao claros indicadores de apoptose e de necrose,
respectivamente’®. Tendo em conta que a vacuolizacdo ndo é uma alteragéo

morfolégica consensual entre a apoptose e a necrose, os danos no ADN
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observados em HepG2 através do ensaio cometa podem explicar tanto a apoptose
como a necrose'’®. Na apoptose celular existe fragmentacédo nuclear e quebra do
ADN em pequenos fragmentos o que, quando correlacionado com a vacuolizagéao
citoplasmatica, pode ser um indicativo de apoptose. Por outro lado, a eliminagéo
de células com danos no ADN pode também ocorrer por um processo denominado
por necrose programada'’®. Este processo ocorre quando existe uma alterac&o na
via apoptoética e se inicia com uma resposta da proteina poli (ADP-ribose)
polimerase (PARP, do inglés poly (ADP-ribose) polymerase) que, quando ativada,
leva a uma rapida diminuicdo de dinucleotido de nicotinamida e adenina (NAD, do
inglés nicotinamide adenine dinucleotide) e, consequentemente, a inibicdo da
glicolise. Como consequéncia, existirA uma diminuicdo de ATP e a inducédo de
morte celular por necrose'’

Utilizando, futuramente, a técnica de espectroscopia por ressonancia
magnética nuclear (RMN) poder-se-ao conhecer as alteracdes metabodlicas que
poderao existir nestas linhas celulares ap6s tratamento com hAMPE.

A diminuicdo de B-catenina nas trés linhas celulares de carcinoma
hepatocelular pode explicar os resultados obtidos apds tratamento com hAMPE
nos ensaios de MTT, SRB, violeta de cristal e nos esfregagcos. Sabe-se que as
mutagdes na regulagdo da B-catenina sdo uma das principais vias para a
hepatocarcinogénese e que, apos tratamento com hAMPE existe uma diminuicao
de B-catenina. Estudos referem que uma diminuicdo da B-catenina pode levar a
diminuicdo da sobrevivéncia celular'®?*4°. A diminuicdo desta proteina podera

explicar uma diminuicdo da atividade metabolica, do conteudo proteico total e do
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conteldo de ADN total, através da diminuicdo da sobrevivéncia celular apds
incubagéo com hAMPE, tal como evidenciado nos esfregacos.

Com o objetivo de compreender possiveis vias de atuacdo do hAMPE na
terapia do carcinoma hepatocelular, foram feitas varias combina¢des entre hAMPE
e quatro farmacos, sendo eles o 5-FU, o Sora, a Doxo e a Cis. O 5-FU, a Doxo e a
Cis sédo farmacos comumente utilizados na quimioterapia sistémica do carcinoma
hepatocelular e atuam diretamente ou indiretamente na sintese de ADN
diminuindo a sua sintese, induzindo assim um decréscimo da proliferacdo celular
e, consequentemente, a morte celular. O Sora esta incluido nas terapéuticas
dirigidas a alvos moleculares e atua em recetores de tirosina cinases como, por
exemplo, o VEGFR ou o PDGFR.

Tendo em conta os resultados obtidos para a linha celular HUH7, observou-
se que o hAMPE foi capaz de aumentar a eficacia de todos os farmacos,
potenciando o seu efeito. Sendo os tumores que sobreexpressam P53 mais
dificeis de tratar, estes resultados revelam que a associa¢cdo do hAMPE com os
varios farmacos pode revolucionar a terapia deste tipo de tumores*”®.

Relativamente a linha celular HepG2, verifica-se que o hAMPE foi também
capaz de aumentar a eficacia de todos os farmacos. Uma vez que o tratamento
com hAMPE induz um elevado dano no ADN da linha celular HepG2, a associacéo
do hAMPE com o 5-FU, com a Doxo ou com a Cis pode amplificar os danos no
ADN, motivo pelo qual se verificou que estas associa¢des induziram uma reducao
da atividade metabdlica relativamente ao IC50 do respetivo farmaco.

Ja na linha Hep3B2.1-7, verificou-se que o hAMPE apenas foi capaz de

aumentar a eficacia do Sora, antagonizando o efeito da Cis. Tendo em conta 0s
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resultados obtidos para a linha celular Hep3B2.1-7, bem como para todas as
outras linhas celulares estudadas, pode concluir-se o hAMPE tem um importante
papel quando associado ao Sora. Este efeito notério poder-se-a dever ao facto de
um dos mecanismos de atuacdo do Sora se basear na diminuicdo da
angiogénese, através da inibicdo do VEGF®. Por isso, a associacdo da
capacidade anti-angiogénica do Sora com a da hAM, pode ser o motivo para 0s
bons resultados obtidos em todas as linhas celulares®1%%041%180 por outro lado,
sabe-se que existe antagonismo entre os inibidores do recetor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR, do inglés epidermal growth factor receptor) e a
Cis'®!. Sabendo que a linha celular Hep3B2.1-7 sobreexpressa EGFR e que as
linhas celulares HepG2 e HUH7 ndo expressam ou expressam residualmente este
recetor, pode especular-se se 0 hAMPE poderé atuar como um inibidor do recetor

de EGFR, competindo com a Cis'®183,

Por outro lado, tendo em conta a
potenciacdo do efeito do Sora na linha celular Hep3B2.1-7, um inibidor dos
recetores das tirosina cinases, esta teoria pode ganhar relevancia. Para averiguar
este possivel efeito inibitério de hAMPE nos recetores de tirosina cinase,
pretende-se futuramente avaliar a ativagdo e a inibicdo de recetores de tirosina
cinase apos tratamento com hAMPE.

Tendo em conta o0s promissores resultados obtidos in vitro, foram
realizados ensaios in vivo com 0 objetivo de compreender se 0 microambiente
tumoral poderia ou nao alterar os efeitos anti-cancerigenos do hAMPE. Analisando
os resultados obtidos, apesar de preliminares, podemos afirmar que se verificou,

tendencialmente, uma diminuicdo da taxa de crescimento tumoral apos tratamento

com hAMPE relativamente ao controlo. Esta experiéncia foi realizada com a linha
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celular HuUH7 por ser uma linha tumoral com capacidade de crescimento em
modelos animais, nomeadamente em ratinhos. Por ser uma terapia inovadora, e
por ndo possuirmos qualquer tipo de informacdo sobre a dose adequada para
administracdo, baseamo-nos na dose de sorafenib administrada (30mg/kg)

50184185 Como via de

documentada em varios artigos em estudos in vivo
administracéo foi escolhida a via intraperitoneal devido a facilidade com que pode
ser executada tendo em conta o reduzido tamanho da estirpe animal utilizada
(Balb/c nu/nu).Verificou-se que a terapia se revelou um sucesso tendo sido obtidos
resultados que revelam que esta, ndo sO € capaz de reduzir a taxa de crescimento
tumoral, como os animais submetidos ao tratamento com hAMPE nao sofreram
qualquer efeito adverso. Torna-se agora importante terminar estes resultados e
confirmar se este perfil € também obtido em animais inoculados com as outras
duas linhas celulares de carcinoma hepatocelular. Por outro lado, o modelo
heterotopico representou a primeira abordagem para percebermos se o hAMPE
tinha efeito in vivo. No entanto, conscientes de que o ambiente tumoral deve ser o
mais similar possivel ao original, torna-se importante realizar no futuro estudos in
vivo que visem avaliar o efeito anti-cancerigeno do hAMPE em modelos tumorais
ortotépicos.

Tendo em conta os resultados obtidos durante todo o trabalho
experimental, podemos afirmar que o hAMPE possui um efeito anticancerigeno
nas linhas celulares de carcinoma hepatocelular Hep3B2.1-7, HepG2 e HuH?7.
Contudo, o seu efeito varia entre as diferentes linhas celulares estudadas. Torna-

se agora imperativo esclarecer todos os mecanismos de agcao envolvidos neste

efeito e comprovar as teorias propostas ao longo deste trabalho para que
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possamos contribuir para o esclarecimento do papel da hAM no tratamento

oncoldgico.
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Capitulo 5

CONCLUSOES






Atraveés este trabalho experimental, que teve como principal objetivo avaliar o
efeito anticancerigeno do hAMPE em trés linhas celulares humanas de carcinoma
hepatocelular, contribuindo assim para o estudo dos mecanismos de agéo

responsaveis pelo seu efeito, foi possivel retirar as seguintes conclusoées:

e A eletroforese 2D revelou que o hAMPE é constituido por uma elevada
diversidade de proteinas com diferentes pontos isoelétricos e diferentes pesos
moleculares. Esta técnica permitiu-nos ainda concluir que o método de extracdo
das proteinas da hAM mostrou ser eficiente, bem como todo o processo
relacionado com a eletroforese 2D.

e Através dos resultados de MTT, SRB e violeta de cristal pode concluir-se
gue existe uma diminuicdo da atividade metabdlica, do conteddo proteico total e
do conteiddo de ADN total apés tratamento com hAMPE em todas as linhas
celulares estudadas.

¢ O tratamento com hAMPE na linha celular ndo carcinogénica HFF1 nédo
revelou qualquer decréscimo dos parametros avaliados pelos ensaios de MTT,
SRB e violeta de cristal, 0 que nos permitiu concluir que este tratamento ndo é
toxico para a linha celular ndo cancerigena.

e Através do ensaio cometa verificou-se que o hAMPE é capaz de induzir
danos do ADN na linha celular HepG2, ao contrario do que acontece com a linha
celular HUH7 e Hep3B2.1-7.

e A avaliacéo do ciclo celular permitiu concluir que o tratamento com hAMPE

induziu alteragdes na regulacdo do ciclo celular, levando a um bloqueio celular na
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fase S na linha celular Hep3B2.1.-7 e na fase G2/M nas linhas celulares HUH7 e
HepG2.

e Através da andlise da expressdo da [(-catenina, verificou-se que existe
uma diminuicdo da expressdo desta proteina nas trés linhas celulares de
carcinoma hepatocelular estudadas. O tratamento com hAMPE também induziu
uma diminuicdo da P53 nas linhas celulares HUH7 e HepG2.

¢ Os resultados obtidos através da técnica dos esfregacos revelaram que o
tratamento com hAMPE induziu morte celular nas trés linhas celulares em estudo.

¢ A terapia combinada revelou resultados promissores, particularmente nas
linhas celulares HUH7 e HepG2, onde o hAMPE foi capaz de potenciar a acéo de
todos os farmacos.

¢ Os estudos in vivo, apesar de preliminares, parecem indicar que o hAMPE

foi capaz de reduzir a taxa de crescimento tumoral.
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