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REsSumMoO

O melanoma é um tumor maligno com grande capacidade de
metastizar e quando diagnosticado tardiamente torna-se fatal. Além disso, € a
malignidade com maior resisténcia ao tratamento, pelo que novos casos
continuam a ser descritos e a sua incidéncia continua a aumentar, excedendo
outros tipos de cancro. Assim sendo, no ambito da quimioterapia alquilante, os
triazenos tornam-se o recurso de primeira linha no tratamento de doentes com

melanoma maligno em estado avancgado.

Ha no entanto uma necessidade crescente de encontrar novas formas
de tratamento de melanoma, mais eficientes e capazes de solucionar os
problemas relacionados com a quimioterapia sistémica até agora utilizada, tal

como a baixa selectividade entre as células tumorais e as células saudaveis.

A terapia MDEPT (Melanocyte-Directed-Enzyme Prodrug Therapy) é
uma estratégia potencialmente eficaz no tratamento de melanomas e baseia-se
no facto de nos melandcitos malignos existir uma elevada actividade de uma
enzima especifica: a tirosinase. Esta estratégia consiste no desenvolvimento de
pré-farmacos (PFs) que possuam um substrato da tirosinase (como a tirosina),
que ao atingirem o melanécito maligno, possam ser metabolizados por esta
enzima libertando o farmaco citotéxico in loco. Desta forma, aumenta-se a
especificidade do farmaco, diminuindo a sua citotoxicidade para as células
saudaveis. Mediante a sintese de novos PFs com base nesta estratégia,
através da ligagcdo de um MMT (monometiltriazeno) a tirosina, os objectivos
deste estudo foram: (1) comparar os métodos de sintese destes PFs, utilizando
diferentes agentes de acoplamento nomeadamente o DCC e o TBTU; (2)
verificar o efeito citotéxico destes, bem como a sua especificidade; (3)
caracterizar a actividade da tirosinase em linhas celulares; e (4) estudar a

hidrélise enzimatica do PF em lisados de linhas celulares de melanoma.

Nestes estudos, foram usadas linhas celulares de melanoma com

diferentes niveis de actividade tirosinasica.



Os resultados desta investigagdo sugerem que estes PFs apresentam
accao citotoxica dependente da tirosinase, portanto eventualmente especifica
para as células de melanoma. Relativamente a sintese, verificou-se que o
método de activacdo pelo TBTU com auxilio a microondas apresentou
vantagens em termos de rapidez e eficiéncia em comparagdo com o método

tradicional com DCC a temperatura ambiente.

Os resultados obtidos sugerem assim que estes PFs tenham potencial

para virem a ser utilizados como terapéutica no tratamento do melanoma.

PALAVRAS-CHAVE: melanoma, triazenos, tirosinase, MDEPT, citotoxicidade,

pré-farmacos (PFs)



ABSTRACT

Melanoma is a malign tumour with a high metastatic capacity that when
diagnosed late becomes fatal. Furthermore, it is the malignancy with the highest
resistance to treatment. That is why new cases are still being reported and with
increasing numbers, making this type of cancer one of the commonest ones.
Therefore, in the field of alkylating chemotherapy the triazenes become the first

line of treatment in patients with advanced malign melanoma.

There is an increasing necessity of finding new ways of treatment, more
efficient and capable of overcoming the problems associated with the so far
used systemic therapy; problems such as the low selectivity between healthy

and tumorous cells.

The MDEPT therapy is a potential strategy in treating melanomas and it
is based on the fact that in melanocytes there is a high activity of a specific
enzyme: the tyrosinase. This strategy is based on the development of prodrugs
(PDs) that contain a tyrosinase substract (such as tyrosine), that when in
contact with the malign melanocyte, can be metabolized by this enzyme and
release the cytotoxic agent in loco. In this way the specificity of the
pharmaceutical is increased, diminishing its cytotoxicity to healthy cells. Using
this strategy to synthesize new PDs, by the attachment of a MMT
(monomethyltriazene) to tyrosine, the objectives of this study were: (1) to
compare the synthesis methods of these PDs, namely DCC and TBTU; (2) to
verify the cytotoxic effect, as well as the specificity of these PDs; (3)
characterize the activity of tyrosinase in cellular lines; and (4) to study the

enzymatic hydrolysis of PDs in melanoma cellular lysates.

In these studies different melanoma cell lines were used with different

levels of tyrosinase activity.

The results of this investigation showed that these PDs have a cytotoxic
effect dependent of tyrosinase and therefore specific of melanoma cells.
Regarding the synthesis, it was observed that the method using the coupling

reagent TBTU with microwaves technology presented advantages in terms of



speed and higher efficiency despite the traditional method with coupling reagent

DCC, at room temperature.

These results are quite optimistic and suggest that they can be used as

a potential treatment for melanomas.

KEYWORDS: melanoma, triazenes, tyrosinase, MDEPT, cytotoxic, prodrugs
(PDs).



LISTA DE ABREVIATURAS
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7-Amino-actinomicina
Antibody-directed-enzyme-prodrug therapy
Anexina V conjugada a aloficocianina
Dihidrocloreto de 4',6-diamidino-2-fenilindole
N,N’-Diciclohexilcarboiimida
5,6-dihidroi-indol

5,6-dihidroi-indol-2-4cido carboxilico
4-Dimetilaminopiridina

Dimetiltriazeno

Acido desoxirribonucleico

Dacarbazina

Trietilamina

Gene-directed-enzyme-prodrug therapy
Genetic prodrug activation therapy
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Monometiltriazeno

Monometiltriazeno com um substituinte X, podendo ser COCHj,
COOCH,CH3; E CN
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O6-alquilguanina-DNA-alquiltransferase
Polymer-directed-enzyme-prodrug therapy
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tetrafluorborato N-6xido

TLC Cromatografia de camada fina

T™™MZ Temozolomide

Trp1 Tyrosinase-related protein 1

Trp2 Tyrosinase-related protein 2

TyrC Tirosinase de Cogumelo

VDEPT Virus-directed-enzyme-prodrug therapy
VPG Fase de crescimento vertical

Kobs Constante de velocidade
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Estudo do efeito anti-tumoral dos pro-farmacos de triazenos em linhas celulares
de melanoma

CAPITULO 1. INTRODUGAO

1. GENERALIDADES

1.1. APele

A pele é um 6rgao complexo que nos protege das agressdes do
ambiente e, ao mesmo tempo, permite interac¢des com o mesmo (1; 2).

Histologicamente divide-se em epiderme, derme e hipoderme (Figura 1).

Célula de Langerhans

Estrato cérneo
Estrato granuloso

Estrato espinhoso

Estrato basal A AU AL®) 1l , i :I
\ . — Derme
'1 ‘ —

Célula de Merkel

Vaso sanguineo

Figura 1 - Representagdo esquematica de um corte de pele fina, demonstrando a localizagédo da
epiderme e da derme (in (3)).

A primeira € a camada mais superficial da pele e é altamente
estratificada, pavimentosa, queratinizada e avascular. Maioritariamente
constituida por queratinécitos (células produtoras de queratina, uma proteina
resistente e impermeavel responsavel pela proteccéo da pele), representando
cerca de 90% da sua constituicio sendo que, os restantes 10%
correspondem a melanécitos, células de Langerhans (responsaveis pela

resposta imunolégica) e de Merkel (4).

A segunda camada, a derme caracteriza-se por um tecido conjuntivo
altamente vascularizado com fungdes de suporte, regulagdo da temperatura

corporal e nutricdo da epiderme. Como a epiderme ndo possui vasos
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sanguineos, todos os nutrientes e 0 oxigénio chegam a esta camada por
difusdo, utilizando a vasculatura da derme. Aqui s&o encontradas algumas
células como os fibroblastos, macréfagos, mastécitos e células circulantes do

sistema imunitario (4).

A Ultima camada designa-se por hipoderme e esta localizada abaixo
da derme. E um tecido subcutaneo com funcdes de reserva energética, e por
isso é rica em tecido adiposo. Os principais componentes desta ultima
camada da pele sdo as células adiposas ou adipdcitos, especializados na

sintese e acumulagao de energia (5).

1.2. Melanogénese

A pigmentacdo da pele é determinada pela existéncia de células

produtoras de pigmento chamadas melandcitos.

Os melandcitos sao originados a partir dos melanoblastos que
migram da crista neural para a epiderme bem como outros locais do corpo
humano (olhos, foliculos capilares, parte interna da orelha, membranas

mucosas e sistema nervoso central) (6; 7).

Estas células sdo especializadas na produgao de melanina e no seu
transporte para as células vizinhas através dos seus prolongamentos
dendriticos. A sintese de melanina esta localizada nos melanossomas
(organelo intracitoplasmatico provido de membrana do melandcito) onde a
enzima tirosinase actua no aminoacido tirosina, que resulta na formacao de
L-DOPA (8; 9; 6). Por sua vez, a tirosinase actua sobre a L-DOPA produzindo
assim dopaquinona que em sequéncia de inUmeras reaccdes converte-se em
melanina. Quando concluida a sua sintese, ha uma grande quantidade de
melanina no melanossoma, o que leva a inactivagao da tirosinase, passando
assim a designar-se o melanossoma repleto de melanina por granulo de
melanina. Estes migram pelos prolongamentos dos melanécitos e séao

transferidos para os queratinécitos (Figura 2) (10).
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Luz solar

Granulo de melanina
(nenhuma atividade
de tirosinase)

Desprendido Estrato espinhoso

Melanossoma Célula do
A tirosinase é (tirosinase e estrato basal
sintetizada no RER melanina)

Melanécito

Figura 2 - Representagédo do processo de melanogénese localizado no melanossoma (in (3)).

A melanina sintetizada por cada melanécito é transferida em média
para 36 queratindcitos (2). Estas células tém um papel importante na
fotoproteccédo, uma vez que, a radiacdo UV (UVA e UVB) leva ao
escurecimento da melanina pré-existente, aumento da produgédo da melanina
e a transferéncia da mesma para os queratindcitos, de modo a protegé-los de
danos no DNA (11; 10).

A classificacdo dos fototipos de pele em I-VI foi baseada na
capacidade dos individuos com diferentes constituicbes de pigmentacéo
responderem a exposicao solar através do bronzeado. Deste modo, o fototipo
| representa os individuos com pele muito clara, com susceptibilidade elevada
a escalddes e que nao se bronzeiam durante a exposig¢ao solar. O fototipo Il
corresponde a individuos que se bronzeiam levemente e que apanham com
alguma regularidade escalddes. Os fototipos seguintes, Il e IV, bronzeiam-se
com facilidade e raramente apanham escalddes. Finalmente, os individuos
com fototipo V e VI tém pele muito escura, nunca apanham escalddes e, para

além disso, ndo se bronzeiam (12; 13).
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Independentemente do fototipo de cada individuo, a melanina possui
caracteristicas quimicas e fisicas com implicagcbes na protecgdo do

organismo aos danos provocados pelas radiagdes UV (14; 15; 16; 17).

1.2.1. Tirosinase

A melanogénese, como anteriormente descrito, designa-se como via
bioquimica responsavel pela sintese de melanina que reside nos
melanossomas (6). Durante o desenvolvimento embrionario, o melanossoma
adquire trés metalo-enzimas melanogénicas essenciais para a sintese de
melanina: (1) tirosinase, (2) tyrosinase-related protein 1 (Trp1) e (3)
tyrosinase-related protein 2 (Trp2), sendo a primeira critica neste processo
(6).

A tirosinase (EC 1.14.18.1) é uma glicoproteina bifuncional composta
por 511 aminoacidos com peso molecular entre 60-75 kDa. (18) Os atomos
de cobre, identificados no centro activo da tirosinase, possuem um papel

essencial para a actividade catalitica (19).

A sua sintese é feita pelos ribossomas do reticulo endoplasmatico
rugoso (RER) (10). Posteriormente, é transportada para o complexo de Golgi,
onde é N-glicosilada por glicosiltransferases, antes da sua exportagao para
os melanossomas (6). O seu padrao de glicosilagéo é fundamental para que
a sua estrutura e fungéo sejam normais (20; 8). Esta enzima foi dividida em
trés dominios (Figura 3): (1) dominio interior que reside na parte interna dos
melanossomas, (2) dominio transmembranar e (3) dominio citoplasmatico

que se estende no citoplasma dos melandcitos (6).



Dominio citoplasmatico

Figura 3 - Dominios da enzima tirosinase (adaptado (6))
Legenda: NH.=aminoacido terminal da tirosinase; COOH=terminal carboxilico da tirosinase;
Cu(l)=atomos de cobre encontrados no centro activo.

A via biossintética do pigmento melanina (Esquema 1) é iniciada pela
tirosinase com duas reacgdes limitantes de conversido, onde o aminoacido L-

tirosina é o precursor metabdlico para a melanina.

As reaccgdes iniciam-se com oxidacdes enzimaticas mediadas pela
tirosinase: (reac¢ao 1) o aminoacido L-tirosina é transformado em 3,4-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA) e posteriormente, (reacg¢ao 2) a L-DOPA é
oxidada em dopaquinona (3,4-dihidroxifenilalanina quinona) (21; 22; 23; 24;
25; 26).

A auto-oxidacdo de L-dopaquinona em leucodopacromo e este
ultimo, em dopacromo inicia uma cascata de reaccdes redox que termina
com a formagéo de dois compostos intermediarios: 5,6-dihidroxi-indol (DHI) e
5,6-dihidroxi-indol-2-acido carboxilico (DHICA). Estes, por sua vez,

polimerizam para formar eumelanina (21; 22; 23; 24; 25; 26).

A Trp2 (dopacromo tautomerase) catalisa a tautomerizagdo do
dopacromo em 5,6-dihidroxi-indol-2-acido carboxilico (DHICA). De seguida, a
enzima Trp1 (DHICA oxidase) catalisa a conversdo de DHICA no pigmento

castanho-escuro, a eumelanina (21; 22; 23; 24; 25; 26).

Ao mesmo tempo, o dopacromo pode sofrer uma descarboxilagao

espontanea que resulta na formagao de 5,6-dihidroxi-indol (DHI) e, este, é
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convertido pela tirosinase (que actua como uma dihidroxi-indol oxidase) em

indol-5,6-quinona, produto final da formagao de eumelanina (14; 15; 16; 17).

Por outra via, pode haver conjugagdo da dopaquinona com cisteina
ou glutationa resultando na conversdo em cisteinii DOPA ou glutationa
DOPA, que passam por uma série de biotransformacdes levando a formacgao

do pigmento vermelho-amarelo, a felomelanina (14; 15; 16; 17).

TIROSINA

Tirosinase (reacgéo 1)

L-Dora

Tirosinase (reacgao 2)

DoP, INONA {Cisteina ou Glutationa)

DHI CISTENIL DOPA cu
(5,6-DIHIDROXI-INCOL) GLUTATIONA DOPA
j LEUCODOPACROMO 1
Trosinase
{asnwaroxi-indol oxidase) 1
INDOL-5.6- FEOMELANINA
’ P A
CARNONA DOPACROMO
l
I‘dOan-:-'TIO 1aul-3meras~:—}
DHI
EUMELANINA DHICA
(5,6-DHIDROX-NDOL-2-

ACIDO CARBOXILICO)

Trp1
{DHICA oxidase)

DHICA
EUMELANINA

Esquema 1 - Biossintese das melaninas (adaptado (26)).

A eumelanina é considerada como um polimero fotoestavel e
fotoprotector, por ser responsavel pelo scavenge de espécies reactivas de
oxigénio apos exposigao a radiagdo solar, enquanto que a felomelanina é
fotolabil e fotosensibilizadora (14; 15; 16; 17).
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2. MELANOMA MALIGNO

Melanoma maligno € um dos cancros mais agressivos e cada vez
mais comum entre a populacdo mundial. Apesar da incidéncia ser de cerca
5% entre os tumores malignos da pele, o melanoma maligno apresenta 60%
de letalidade. Esta situacdo deve-se ao facto deste cancro se espalhar muito
rapidamente para os noédulos linfaticos e para diferentes areas do corpo,
comparativamente com outros tipos de cancro de pele e, nesta fase passa a

ser denominado por melanoma metastatico (27).

Define-se por ser um tumor que resulta da transformagao maligna de
melandécitos, por acumulagdo de alteragbes genéticas e moleculares,
distribuidos homogeneamente na camada basal da epiderme, ou seja, resulta

do crescimento e proliferagdo anormal destes (6; 28; 29).

Mutagcdes em genes reguladores do crescimento, a produgao de
factores de crescimento autdcrinos e a perda de receptores de adesédo
contribuem para alteragdes na sinalizagdo intracelular nos melandcitos,

permitindo o escape a regulagao feita pelos queratinécitos (30).

Consequentemente, os melandcitos proliferam descontroladamente e
espalham-se levando a formagdo de nevus. Os nevi sdo geralmente
benignos, mas podem progredir para melanoma de crescimento radial (RGP),
sendo esta uma lesao intra-epidérmica com microinvasao da derme. Estas
células podem progredir para uma fase de crescimento vertical (VPG), em

que estas tém potencial metastatico (Figura 4) (28).
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Figura 4 - Progressao na transformagao maligna dos melanécitos (adaptado (31)).

Dos factores de risco para o desenvolvimento de melanoma
destacam-se a exposigao solar (cumulativa ou esporadica), o fototipo baixo
(doentes com pele clara susceptivel a queimaduras solares, sardas, cabelo e
olhos claros), bem com a presenga de multiplos nevi melanociticos, nevi
clinicamente atipicos e nevi congénitos gigantes (28). A histéria familiar, os
antecedentes de neoplasias ndo melanociticas e a presengca de
imunossupressao afectam igualmente a probabilidade de desenvolver a
doenga (28). Quanto a predisposi¢cdo genética, foram descritas em 8-12%
das familias com histéria clinica de melanoma, mutagdes no gene supressor
de tumor cinase inibidora dependente de ciclina 2A (CDKN2A), que parecem

estar envolvidas na patogénese do melanoma (32).

Apesar de existirem diferentes factores de risco para esta doenca,
cerca de 65% dos melanomas malignos estao relacionados com a exposigao
solar (33). Em resposta as radiagées UV, os queratindcitos secretam factores
que regulam os melandécitos na sua sobrevivéncia, diferenciagao, proliferagéo
e mobilidade, estimulando-os assim a produzirem melanina, como resposta
protectora aos efeitos dos UV e desta forma, como prevencgao “intrinseca” do

cancro de pele (34).

O diagnéstico precoce pode comegar pelo auto-exame cuténeo e o

sistema ABCDE (A: Assimetria da lesdo, B: Bordo irregular, C: Cor



heterogénea, D: Diédmetro superior a 5 mm e E: Evolugcdo brusca de
morfologia) (35).

Perante a suspeita clinica de melanoma, em lesdes com margem
entre 3-5 mm é necessario proceder a excisao cirurgica para se proceder a
classificagado por analise histoldgica. Excepcionalmente, em melanomas de
grandes dimensdes ou cuja excisao seja mutilante poder-se-a fazer uma

biopsia parcial (35).

A classificagdo da lesdo deve ser feita segundo métodos
internacionais como, por exemplo, o da AJCC (American Joint Commitee on
Cancer) que se baseia na combinagao de 3 factores: (1) invasdo do tumor (T)
descrito como indice de Breslow que avalia a sua espessura em milimetros,
(2) presenga de ganglios linfaticos (N) por dissecagao da area ganglionar ou
biopsia ganglionar e que inclui metastases satélite e em transito e (3)
metastases a distancia (M). Este ultimo inclui os niveis plasmaticos de lactato
desidrogenase (LDH - marcador bioquimico de integridade celular) que é um

factor progndstico em todos os tipos de metastases (36).

A combinagcdo dos factores anteriormente descritos leva a
classificacdo em 4 estadios evolutivos (I, Il, 1l e IV). Os estadios | e Il
correspondem ao tumor primitivo localizado in loco, o estadio |ll quando
existe afecgdo dos ganglios linfaticos e/ou metastases satélite e em transito,
e no quarto e ultimo estadio encontram-se os melanomas quando ha
metastases noutros érgédos ou seja, disseminagédo generalizada (35; 37; 36;
38).

Quando o diagnéstico é feito numa fase precoce, ou seja, na fase de
crescimento radial (RGP), em que a doenga é localizada e restrita a
epiderme, o prognéstico é bastante favoravel porque a remogéao cirurgica do

nevus pode resultar na cura clinica (39).

A remogao cirurgica do nevus consiste na sua excisdo bem como a
regido circundante de pele ndo afectada. O diagnéstico e o tratamento

prematuro implicam que a percentagem de cura seja superior a 95% (35).



Contudo, quando a doenca ja esta numa fase de crescimento vertical
(VGP), os melandcitos penetram a camada basal da epiderme proxima de
vasos sanguineos e linfaticos e, para além disso, crescem intraderme como
um nodulo. Nesta situagdo, o progndstico de sobrevivéncia diminui

significativamente.

O melanoma metastatico desenvolve-se quando os melandcitos se
dissociam da lesé&o inicial e migram através do estroma e invadem os vasos
sanguineos e linfaticos, para a formagao de tumores secundarios noutros
locais (28). A disseminagdo pode ocorrer para qualquer érgédo, sendo os
locais mais comuns a pele, os tecidos subcutaneos, os nddulos linfaticos e os
orgaos (em ordem decrescente de ocorréncia, pulmbes, figado, cérebro, 0sso

e tracto gastrointestinal) (37).

Quando esta capacidade de metastizagao se inicia, o tumor torna-se
resistente as terapias actuais, por este facto, o desenvolvimento de novas

estratégias terapéuticas é imprescindivel (40).



3. QUIMIOTERAPIA DO MELANOMA

A quimioterapia € considerada como uma terapia sistémica em que
os farmacos através da circulagdo sanguinea se distribuem por todo o
organismo. Tem o pressuposto da utilizagdo de um ou mais farmacos anti-
tumorais de baixo peso molecular que interferem com o DNA das células em
divisdo celular muito rapida, de forma a induzir apoptose. Por este facto,
estes agentes anti-tumorais também irdo afectar células saudaveis cuja
divisdo também é rapida, como por exemplo as células localizadas na medula
Ossea, foliculos capilares, tracto digestivo, entre outras (41). A maioria dos
agentes quimioterapéuticos podem ser divididos em agentes alquilantes, anti-
metabolitos, inibidores das topoisomerases, anti-microtubulos, plantas

alcaloides e antibidticos anti-tumorais (42; 43).

Ao longo de décadas tem existido um grande desenvolvimento da
quimioterapia no tratamento do cancro, porém os inumeros farmacos
existentes sdo pouco eficazes e, apresentam efeitos secundarios severos,
devido a sua inespecificidade para as células tumorais. Assim, é urgente o
desenvolvimento de novos agentes anti-tumorais mais eficientes para o
tratamento desta doenca e que nao afectem as células saudaveis cujo
crescimento também é rapido. Desta forma, muitos dos efeitos secundarios

poderao ser contornados (alopecia, mielossupressao, entre outros).

Além disso, o melanoma disseminado constitui a doenga maligna
com maior resisténcia a farmacos citotoxicos. Neste tipo de tumores, a
resisténcia a quimioterapia ndo € necessariamente uma consequéncia
primaria de alteragbes genéticas adquiridas, durante e/ou apés o tratamento,
mas sim, uma caracteristica presente em lesées nao tratadas. Para além
disto, os mecanismos de sobrevivéncia intrinsecos sao “apurados” por
alteragbOes adicionais, durante a progressao tumoral, o que contribui para
fracas respostas ao tratamento, observadas na pratica clinica (44; 34).

Pensa-se que estas propriedades de elevada sobrevivéncia se devem ao



facto dos melandcitos serem provenientes de células com elevada mobilidade
(34).

A maioria das células respondem as radiacdes ionizantes com a sua
morte ou com a paragem do seu ciclo celular, numa tentativa de reparar os
danos provocados no DNA. Contudo, os melandcitos e os seus precursores
quando expostos a radiacao UV, sdo activados para produzir melanina e
proteger as suas células vizinhas nomeadamente, os queratindcitos e outras
células da epiderme, funcionando como fotoprotectores naturais da pele (45).
Assim, os melandcitos estdo programados para sobreviver em condigdes
desfavoraveis, durante o seu desenvolvimento apresentando niveis reduzidos
de apoptose espontanea in vivo, comparativamente a outros tipos de células
tumorais (44). Por essa razdo sao também mais resistentes a apoptose in

vitro induzida por farmacos (44).

3.1. Triazenos: uma classe dos agentes alquilantes

A quimioterapia em monoterapia (estratégia de terapia em que se usa
apenas um farmaco) com agentes quimioterapéuticos € a estratégia mais
utiizada no tratamento de melanoma em estado avancado, mais
especificamente para o melanoma metastatico. A quimioterapia utilizada
inclui dacarbazina, temozolomide, nitrosureias (carmustina, lomustina,
fotemustina), analogos de platina (cisplatina, carboplatina), alcaloides da
vinca (vimblastina, vincristina, vindesina e vinorelbina) e taxanos (paclitaxel e
docetaxel). As combinagdes de farmacos ndo melhoram a sobrevivéncia e
quando comparados com a monoterapia trazem menos beneficios em termos

de efeitos secundarios (46).

Testes clinicos com estes agentes, demonstraram actividade contra o
melanoma metastatico, porém ndo houve mais de 20% de resposta, sendo
em geral de curta duracéao (47; 48; 49; 50).

Em 2011, a imunomodulagdo com Ipilimumab, um anticorpo
monoclonal anti-CTLA-4 (antigénio-4 associado aos linfécitos T citotdxicos),

foi aprovada para pacientes com melanoma em estado avancado pela FDA



(Food and Drug Administration) como tratamento de primeira e segunda linha
e pela EMA (European Medicines Agency) como tratamento de segunda
linha. O estudo comparou os efeitos da combinacdo do ipilimumab com a
dacarbazina versus monoterapia com a dacarbazina. Descreve-se um
aumento significativo na sobrevida dos pacientes submetidos a terapia
combinada com o ipilimumab e a dacarbazina comparativamente a
monoterapia com a dacarbazina (que nunca havia sido descrita por aumentar

a sobrevida global nesta populagéo de pacientes) (51).

Todavia, para o tratamento de melanoma maligno metastatico, os
agentes quimioterapéuticos utilizados actualmente como tratamento de
primeira linha, pela sua eficiéncia clinica comparativamente aos restantes,
sao os agentes alquilantes mais precisamente da classe dos triazenos, que
sao farmacos anti-tumorais com acgao alquilante do DNA (isto €, compostos
capazes de substituir um protdo de uma outra molécula por um grupo
alquilo). Conforme representado na Figura 5, s&o caracterizados
estruturalmente pela existéncia de uma ligagao entre trés atomos de azoto,
do tipo N=N-N, e que se encontra muitas vezes adjacente a um anel

aromatico.

By

Figura 5 - Representagdo quimica dos anti-tumorais triazenos.

Os compostos de triazenos com aplicacédo clinica no tratamento de
melanoma metastatico sdo a dacarbazina (5-(3,3-dimetil-1-triazeno)imidazol-
4-carboxamida, DTIC) e o temozolomide (3,4-dihidro-3-metil-4-
oxoimidazo[5,1-d]-as-tetrazina-8-carboxamida, TMZ), que para além de
serem ambos pro-farmacos, apresentam semelhangas nas suas

propriedades quimica, fisica, anti-tumoral e mutagénica (Figura 6).
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Figura 6 - Representagdo quimica dos agentes anti-tumorais triazenos, Dacarbazina (DTIC) e
Temozolomide (TMZ)

O seu mecanismo de acg¢ao envolve a alquilacdo das bases de
guanina, nas posigdes O € N7 do major groove, por um catido metildiazénio
(MeNy"), agente resultante da decomposi¢do do MMT (1-aril-3-metiltriazeno

ou monometiltriazeno).

Os dimetiltriazenos ou 1-alquil-3,3-dimeltiltriazenos (DMT) séo pro-
farmacos, que quando sdo administrados no organismo, necessitam de ser
biotransformados, em meio aquoso e pH fisiolégico, no respectivo metabolito
activo citotoxico, o monometiltriazeno (MMT). Posteriormente, o
monometiltriazeno liberta uma espécie muito reactiva alquilante do DNA, o

catiao metildiazénio.

O mecanismo de activagdo varia consoante o composto (TMZ e
DTIC). No caso do TMZ ha clivagem quimica por hidrélise do anel
tetrazindico, originando o MMT, que por sua vez, quebra e origina o 5-
aminoimidazol-4-carboxamida e o catido metildiazonio (MeN,") (52). Ja a
DTIC ¢é metabolizada enzimaticamente pelas enzimas microssomais
hepaticas, mais precisamente, sofre N-desmetilagdo oxidativa, a nivel
hepatico pelo citocromo P450, envolvendo a formagdo de 1-aril-3-
hidroximetil-3-metiltriazeno (hidroximetiltriazeno, HMT). Em meio aquoso ou
ligeiramente acidico, o HMT é hidrolisado em formaldeido e MMT. O MMT,
em meio aquoso, sofre hidrélise espontanea, da qual resulta a formacao da
amina aromatica e do catido metildiazonio (MeN,"). O catido metildiazonio

alquila os acidos nucleicos (Esquema 2) (52; 53; 54).
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Esquema 2 - Via metabdlica dos dimetiltriazenos (in (55)).

Da dose de dacarbazina administrada via endovenosa cerca de 50%
€ excretada na urina sem sofrer metabolizagao. Por outro lado, o seu analogo
TMZ, quando administrado oralmente, 100% da dose esta biodisponivel, uma
vez que 0 seu mecanismo de activagao nao depende da metabolizagao por
enzimas (53; 56; 57; 58). Além disso, o temozolomide tem a capacidade de
atravessar a barreira hematoencefalica, com uma concentragdo média no
liquor de 30% da concentracao plasmatica, com eficacia similar ao DTIC. Por
isto, o TMZ podera ser usado em alternativa a DTIC no tratamento de
doentes com melanoma maligno que possuam metastases cerebrais, uma

vez que a DTIC é ineficaz nestes casos (59; 60).

Entre os agentes citotoxicos, a dacarbazina em monoterapia
proporciona respostas entre 14 e 20% apds quatro a seis meses de
tratamento, nomeadamente redugdes objectivas do tumor, diminuigdo das
metastases localizadas na pele, nos tecidos subcutdneos e nos nddulos
linfaticos (53). Mas menos de 5% de respostas foram totalmente eficazes
(61). Recentemente um estudo clinico em fase Ill descreve que as respostas

ao tratamento com a dacarbazina ndo vao além dos 12% (62).

3.1.1. Resisténcia das células de melanoma aos triazenos

A resisténcia das células de melanoma aos farmacos normalmente
utilizados tem sido problematica, porque limita a accdo alquilante destes

agentes. O mecanismo de resisténcia que tem sido apresentado relaciona a



capacidade de reparacdo das células face aos danos induzidos pelos
farmacos com acgado anti-tumoral. Como ja referido anteriormente, os
triazenos formam aductos de DNA, sendo a Og-alquilguanina a principal lesdo
citotoxica e mutagénica. Geralmente, como consequéncia destas alteragoes,
procede-se a sua reparagdo, mediada pela enzima Og-alquilguanina-DNA-
alquiltransferase (OGAT). Ap6s a reparagédo, as células afectadas ficam

saturadas, até uma nova sintese de novas moléculas da enzima reparadora.

Os niveis elevados de actividade de OGAT s&o o principal elemento
responsavel pela resisténcia a estes farmacos. No entanto foi demonstrado
que os triazenos tém capacidade para inactivar a enzima OGAT, por
mecanismos directos e indirectos e, por isso, tornaram-se bons candidatos
para (1) aumentar a citotoxicidade propria e (2) reverter a resisténcia das
células tumorais aos diferentes compostos triazénicos anti-tumorais que

alquilam a Os-guanina (63; 64).

3.1.2. Inespecificidade dos triazenos utilizados no tratamento de

melanoma maligno

Os farmacos existentes na pratica clinica com acg¢ao anti-tumoral,
afectam células em proliferagdo de modo sistémico, principalmente as células
em divisdo activa, independentemente da fase em que se encontram
(sintese, replicagao ou processamento). Por este facto, tém capacidade para
matar grande numero de células tumorais (que se encontram em divisdo
descontrolada) (65).

No entanto, a problematica destes farmacos coloca-se nao pela fraca
citotoxicidade, mas sim, pela falta de selectividade/especificidade para as
células malignas. A concentragado de farmaco que atinge o tumor é reduzida
para uma boa eficacia terapéutica. Além disso, a fraca selectividade provoca
uma toxicidade sistémica por ndo haver distincdo entre células saudaveis e
células tumorais, provocando alteragdes drasticas na proliferagcao das células
saudaveis (66; 67).



3.2. Novas estratégias para o tratamento de melanoma maligno

Novas estratégias surgiram para solucionar o0s problemas
anteriormente descritos: a baixa concentracdo de farmaco in loco, a
toxicidade sistémica, a falta de selectividade entre células tumorais e
saudaveis e o aparecimento de mecanismos de resisténcia desenvolvidos
pelas células tumorais (67; 68; 69; 70; 71).

Com a perspectiva de aumentar a especificidade dos farmacos e
consequentemente, aumentar a sua eficacia clinica tém vindo a desenvolver-
se os pro-farmacos, que sdo agentes quimioterapéuticos que podem ser
selectivamente activados no local, onde ¢é suposto actuarem. Mais
especificamente, os pré-farmacos sao compostos farmacologicamente
inactivos que s6 apos a sua transformacao, quer por metabolizacdo quer por
hidrélise quimica espontanea, se tornam em espécies farmacologicamente

activas, libertando o metabolito com acgéao citotoxica (72; 65; 63; 53; 73).

Uma possibilidade pode consistir na ligagdo do farmaco activo a um
transportador que seja substrato da enzima activadora (tirosinase), como por
exemplo os aminoacidos. A utilizacdo destes constitui uma estratégia
promissora, porque existe o transporte do farmaco de forma especifica e
selectiva para as células tumorais. Tendo em conta que os aminoacidos sao

moléculas bioldgicas, possuem toxicidade limitada para o organismo.

As células tumorais necessitam de um grande uptake de aminoacidos
essenciais por terem uma divisdo celular aumentada (embora as células
saudaveis também necessitem destas moléculas, as células tumorais como
crescem mais rapidamente, tém maiores necessidades proteicas). Assim,
nestas circunstancias com a utilizacdo dos transportadores de membrana
especificos de aminoacidos, a biodisponibilidade do farmaco é aumentada
(74).

Nesta perspectiva, o farmaco atingira o local alvo de forma simples,
usando os mecanismos de transporte de proteinas, havendo assim um maior

sucesso terapéutico.



Outra forma de direccionar o farmaco é com a utilizagdo de
anticorpos que possuam marcadores de superficie das células tumorais (66;
75).

Além dos sistemas de transporte, anteriormente descritos varios tém
sido os sistemas desenvolvidos baseados na estratégia que direcciona
enzimas para o local do tumor (ilustrados na Figura 7), nomeadamente
ADEPT (antibody-directed enzyme prodrug therapy), PDEPT (polymer-
directed enzyme prodrug therapy), GDEPT (gene- directed enzyme prodrug
therapy), VDEPT (gene-directed enzyme prodrug therapy) e GPAT (genetic
prodrug activation therapy) (76; 77).

Estes sistemas de transporte em que se utilizam enzimas que
activam os pro-farmacos, sao divididos em duas etapas: (1) a enzima
activadora do pré-farmaco € administrada e direccionada para a célula alvo
(varia consoante o sistema utilizado); (2) o pré-farmaco € administrado e,
posteriormente, &€ convertido pela acgdo da enzima, que ja se encontra na
célula alvo (76; 77).
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Figura 7 - Representacao das estratégias que utilizam enzimas para a activagao do préo-farmaco
in loco. (in (67))

Estes sistemas que utilizam a enzima activadora podem ainda ser
divididos em duas classes: (1) a activagdo da enzima sera mediada por um

anticorpo monoclonal (ADEPT) ou por um polimero (PDEPT), (2) transcrigdo



da enzima activadora, dentro da célula alvo, por um gene (GDEPT, VDEPT e
GPAT) (78).

3.2.1. Melanocyted-Directed Enzyme Prodrug Therapy (MDEPT)

Melanocyted-Directed Enzyme Prodrug Therapy (MDEPT) é a
estratégia que se baseia no desenvolvimento de novos pré-farmacos, que
sao activados exclusivamente por uma enzima constitutivamente expressa
pelas células tumorais do melanoma (52). Esta ideia surgiu com base na
observacdo dos genes envolvidos na melanogénese dos melandcitos
malignos. Verificou-se que os genes codificantes da tirosinase, tornam-se
sobreexpressos e, consequentemente, conduzem ao aumento significativo
dos niveis da tirosinase, nos melandcitos malignos, enquanto que nas outras
células saudaveis a sua concentragao € baixa ou mesmo até ausente (79; 80;
81). Estudos com a tirosinase descrevem que em amostras de pele saudavel
e de uma lesdo de melanoma metastatico, de um mesmo individuo, foram
quantificadas 46-95 unidades/mg e 17000-19500 unidades/mg da enzima,

respectivamente (82).

A vantagem da estratégia com utilizacdo de enzimas € que uma
enzima podera converter inumeras moléculas de pro-farmaco em moléculas
de farmaco activo, isto porque, uma enzima tem capacidade para catalisar
1000 moléculas de pro-farmaco em farmaco activo por minuto, o que

aumenta significativamente a concentragédo de farmaco activo “in situ” (83).

A sintese de novos pré-farmacos com base na técnica MDEPT
implica a ligagdo do farmaco anti-tumoral a um substrato da tirosinase (a
tirosina ou analogos), e desta forma, quando presentes a enzima libertam os
farmacos com accéo citotoxica in loco. Desta forma, ha especificidade de
actuacdo em melanécitos malignos e, ndo em melanécitos saudaveis e

outras células saudaveis (Figura 8).
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Para que esta estratégia tenha bons resultados é importante que a
enzima e os pré-farmacos (PF) possuam determinadas caracteristicas. A
enzima devera estar acessivel, converter o PF com uma boa actividade
enzimatica as condigbes fisiolégicas (temperatura a 37°C e pH neutro ou
préximo), a reacgdo deve ser irreversivel e a expressdo da enzima devera
estar em quantidade suficiente nas células alvo (85). A presenga de enzimas
homodlogas em tecidos humanos convém ser evitada e, se presente, que seja
expressa em baixas concentragcdes desta forma, os efeitos colaterais em
células saudaveis sdo eliminados (67). Se a concentragdo enzimatica em
tecidos humanos for alta, maior é a conversao de PF em farmaco activo e

desta forma, maior a toxicidade nas células alvo (86; 87).

Quanto as caracteristicas do PF, este deve ser um bom substrato
para a enzima expressa nas células alvo e nao ser activado por outras
enzimas endogenas presentes noutros tecidos (67). O pro-farmaco devera ter
boa capacidade de difusdo entre as membranas celulares, por outro lado, o
farmaco activo devera ter um tempo de semi-vida suficientemente longo para
matar as células vizinhas do tumor, que ndo expressam a enzima. Contudo
este tempo devera ser curto para evitar que o farmaco activo penetre na

corrente sanguinea (85).

Jordan e co-autores (1999), propdem pela primeira vez 0 mecanismo
de libertacdo do farmaco citotoxico mediada pela enzima tirosinase, a partir

da ciclizacao do pro-farmaco, como representado no Esquema 3.
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Mais tarde, em 2005, Knaggs propde dois mecanismos possiveis
para acg¢ao da tirosinase sobre o pro-farmaco na libertacdo do respectivo

farmaco citotoxico, como representados nos Esquemas 4 e 5.

H H
N H H
N

T Farmaco HO \[( N— Farmaco
Tirosinase Farmaco
X —_— N
HO [O] I D/ \H/

HO

Pré-farmaco ‘E

o} NH

+
o N N
=z ~N Fa
T Farmaco H,O \ﬂ/ armaco
o)+ Farmaco ; ; X
(o)

N\

o] NH,

@)

Esquema 4 - Mecanismo de libertagdo do farmaco através da tirosinase (in (89)).
Legenda: X=S ou O; Drug=Mostardas de azoto.
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Legenda: X=S ou O; Drug=Mostardas de azoto.

Assim, para que ocorra, conforme exemplificado nos esquemas
anteriores, a activagdo do pro-farmaco (monometiltriazeno acoplado ao
substrato natural da enzima, L-tirosina), o composto tem que obedecer a
determinados requisitos: (1) possuir um anel catecol ou fenol para permitir
que ocorra o0 primeiro passo da activacdo, a oxidacdo pela tirosinase e
libertagcao do farmaco citotdxico; (2) o brago de ligagao ao farmaco devera ser
estavel até a libertagdo do farmaco, por exemplo uma ligagado carbamato ou
outro tipo (88; 90).

O desenvolvimento de pré-farmacos derivados de triazenos é
pertinente porque dentro dos agentes alquilantes, esta classe é a que obtém
melhores resultados clinicos, ou seja, a sua acgao citotdxica é eficiente. Por
esta razao, com a estratégia MDEPT, a sua falta de especificidade para as
células malignas podera ser contornada, uma vez que com 0O recurso aos pro-
farmacos a sua acgao ira ser direccionada para os locais especificos de

acgao (melandcitos) (65).



4. AMBITO DA TESE

O melanoma disseminado representa a malignidade com maior
resisténcia ao tratamento pelo que, novos casos continuam a ser descritos e

a sua incidéncia a aumentar, excedendo outros tipos de cancro.

A quimioterapia constitui 0 método de tratamento mais utilizado para
o cancro. Destacando a quimioterapia alquilante, os triazenos transformam-
se no recurso de primeira linha de tratamento, em pacientes com melanoma
maligno em estado avangado. No contexto dos compostos de triazenos, os
que possuem aplicacao clinica no tratamento de melanoma metastatico sao a
dacarbazina (DTIC) e o temozolomide (TMZ). Como tentativa de solucionar
os problemas destes, tais como a baixa concentracdo de farmaco in loco, a
toxicidade sistémica, a falta de selectividade entre células tumorais e
saudaveis e o aparecimento de mecanismos de resisténcia desenvolvidos
pelas células tumorais, novas estratégias surgiram com a perspectiva de
aumentar a especificidade destes farmacos, e por sua vez aumentar a sua
eficacia clinica. Melanocyted-Directed Enzyme Prodrug Therapy (MDEPT) é a
estratégia que se baseia no desenvolvimento de novos pré-farmacos, que
sao activados exclusivamente por uma enzima, a tirosinase,

constitutivamente expressa pelas células tumorais do melanoma.

Este estudo teve como primeiro objectivo a sintese e caracterizagao
espectroscopica de pro-farmacos de triazenos ligados ao substrato da

enzima tirosinase, a N-acetil-L-tirosina.

Apos a sintese destes derivados, foi feita a avaliacdo da accao
citotoxica dos pro-farmacos sintetizados em diferentes linhas celulares de
melanoma (SK-MEL-30, MNT-1 e M8). Adicionalmente, realizou-se um
estudo comparativo de citotoxicidade entre o PF em estudo e o efeito do
temozolomide, sendo que este ultimo se distingue por ser activado

quimicamente num triazeno alquilante (MMT, monometiltriazeno).



Pretendeu-se também avaliar a especificidade destes PFs e para tal,
caracterizaram-se as diferentes linhas celulares de melanoma utilizadas

nesta investigagao, segundo o seu padrao de actividade tirosinasica.

Por fim, avaliou-se a estabilidade dos PFs sintetizados na presenca
das enzimas existentes nos lisados das linhas celulares de melanoma,

nomeadamente a tirosinase.

Neste trabalho pretendemos determinar se os pro-farmacos
sintetizados tém boa accao citotoxica e, se esta é especifica de tirosinase

perante as linhas celulares de melanoma.
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CAPITULO 2. MATERIAIS E METODOS

1. CULTURA DE CELULAS

As linhas celulares de melanoma maligno, designadas por SK-MEL-
30, M8 e MNT-1, foram mantidas numa estufa, em frascos de cultura, a 37°C
e com uma atmosfera humedecida com 5% de CO..

O meio de cultura para manutencido das linhas celulares de
melanoma maligno varia consoante o tipo da linha celular.

As células de melanoma maligno SK-MEL-30 e M8 foram cultivadas
em meio de cultura completo constituido por RPMI 1640 suplementado com
10% de soro fetal bovino, 2mM de L-glutamina, 100ug/mL de
penicilina/estreptomicina, 1% de aminoacidos nao essenciais e 1% de
piruvato de soédio.

As células de melanoma maligno, MNT-1, foram cultivadas em meio
de cultura completo constituido por DMEM suplementado com os mesmos
suplementos descritos anteriormente.

A manutencao das culturas foi feita a cada dois dias, sempre que as
culturas apresentavam um maximo de confluéncia de cerca 80%. Sendo
células caracteristicamente aderentes, sempre que se pretendeu remover as
células do frasco de cultura, foi utilizada Tripsina/EDTA, para desaderir as
células do plastico. Mais especificamente, a remocao das células de um
frasco de cultura, envolve a remogado do meio de cultura, a lavagem das
células com PBS aquecido, sem fluxo directo, a incubacdo das células a
37°C, por um periodo maximo de 5 min em Tripsina/EDTA (1X), para permitir
a desaderéncia das células. Por fim, o sedimento de células é ressuspendido
em meio de cultura fresco e cultivado novamente com uma concentragao
celular de 10° células/mL.

O armazenamento das linhas celulares foi feito a -80°C e em azoto
liquido, em criotubos com meio de congelagédo constituido por meio RPMI
1640 suplementado com 20% soro fetal bovino e 10% de dimetilsulféxido
(DMSO).



Periodicamente, as culturas foram avaliadas quanto a possivel
contaminagdo com Mycoplasma, através de uma coloragdo com DAPI
(Dihidrocloreto de 4',6-diamidino-2-fenilindole), um corante com afinidade
para acidos nucleicos. Neste procedimento, as células sdo cultivadas sob
uma lamela, fixadas com paraformaldeido 2%, durante 15 min. A coloracao
com DAPI ¢é feita através da adigdo da solugdo a 0,5 g/ml (diluida em PBS
1X) durante 5 min. Apds lavagem do corante, retira-se a lamela e procede-se
a preparagao para observagdo num microscopio de fluorescéncia (Nikon
Eclipse 80i), com filtro UV (330 nm-380 nm) (91), numa ampliagao 200X.
Células em que sO o nucleo apareceu corado com coloracdo azulada
(caracteristica do DAPI), foram consideradas livres de contaminacéo. Células
em que para além do nucleo corado, também apresentavam pequenos
corpos corados no citoplasma, correspondente a material genético
bacteriano, foram consideradas positivas para a contaminacdo com

micoplasma e rejeitadas.

2. CARACTERIZAGAO DA EXPRESSAO DE TIROSINASE EM LINHAS
CELULARES

2.1. Preparacgao de lisados das linhas celulares

Para a avaliagao da actividade da enzima tirosinase em cada uma das
linhas celulares de melanoma prepararam-se lisados celulares como se
descreve em seguida. As células foram recolhidas do frasco de cultura por
tripsinizagdo. O sedimento celular foi lavado duas vezes com PBS 1X (de
modo a eliminar vestigios de meio de cultura e tripsina) por centrifugacao

durante 5 min a 1200 rpms.

Quando terminada a ultima centrifugagéo, o sobrenadante é eliminado,
o sedimento é ressuspendido em PBS 1X, transferido para um eppendorf e
centrifugado durante 1 minuto a 10000rpm numa centrifuga de eppendorfs
(5415D, Eppendorf).



Por fim, com o auxilio de uma bomba de vacuo o sedimento é seco
de modo a eliminar todo o PBS 1X. O armazenamento dos sedimentos

celulares foi feito a -80°C.

Posteriormente, os sedimentos de cada linha celular sao lisados com
PBS 1X com 1% de Triton X-100, a pH 6.8. Neste passo, a lise dos
sedimentos é feita inicialmente com agua destiada a pH 6.8 e,
posteriormente é adicionado PBS 10X com 10% de Triton X-100 (de forma a
que o tampao de lise no final esteja com uma concentragdo de PBS 1X com
1% de Triton X-100).

2.2. Quantificagao proteica segundo o método de Lowry

Utilizou-se o método de Lowry modificado para a quantificacdo da
proteina total dos lisados. O método de Lowry € baseado na reacgédo das
ligacbes peptidicas das proteinas com o reagente Folin-Ciocalteau (mistura
de molibdato, tungstato e acido fosférico) na presenca de cobre (Il) e de
tartarato de sddio e potassio (estabilizador do reagente). Esta reac¢ao produz

um composto de cor azulada com um maximo de absor¢ao a 750 nm (92).

O método utilizado consiste em trés reacgcdes fundamentais, em que
na primeira ocorre a ligagcdo com reagente de cobre e tartarato; de seguida
ha reaccdo com o reagente Folin-Ciocalteau; por fim ha formagdo do
complexo corado em que a deteccdo € feita espectrofotometricamente no

comprimento de onda de 750 nm (UV1700 Pharmaspec, Shimadzu).

Em cada ensaio foi realizada uma curva de calibragdo usando o
mesmo meétodo, mas em que se usaram solugdes de albumina de soro
bovino (BSA) com concentragdes conhecidas. A recta de calibracao foi entdo
calculada com base no valor de absorvancia a 750nm destes padrdes

(ordenadas) tendo em conta a concentragdo de BSA adicionada (abcissas).

A quantidade de proteina das amostras em estudo foi calculada a
partir do ajuste da recta obtida, multiplicando-se pelo factor de diluigdo, sendo

os valores de proteina dos extractos expressos em mg/ml.



2.3. Determinacao da actividade enzimatica

A determinacdo da actividade enzimatica foi estimada através da
medicdo da oxidacdo de L-DOPA em dopaquinona. A dopaquinona, produto
final da reaccao catalisada pela tirosinase, por auto-oxidagao é convertida em
dopacromo que apresenta uma coloracdo vermelha e um maximo de

absorcao aos 475 nm.

Para este ensaio foram preparados lisados de cada linha celular com
tampéo fosfato salino (PBS) 1X com 1% de Triton X-100, a pH 6.8 (conforme

referido acima).

O substrato L-DOPA foi preparado no mesmo tampao fosfato usado

para a lise, sem adi¢ao de Triton X-100, a concentragao final de 2 mg/ml.

Como controlo positivo neste ensaio de actividade foi também
preparada uma solugdo de BSA com 0,1% de tirosinase de cogumelo em
PBS 1X com 1% de Triton X-100 a pH 6.8, de modo a mimetizar as
condicbes dos lisados das linhas celulares, uma vez que, apenas 0,1% da

proteina total quantificada corresponde a enzima tirosinase (93).

A reaccgao enzimatica foi realizada numa placa de 96 pogos e, em
cada poco, foram adicionados 30 uL de cada lisado celular com concentracao
de 60 ug/ml de proteina total (para a obtengédo da concentragao desejada, as
diluicbes foram feitas com a adicdo do mesmo tampao do lisado, PBS 1X
com 1% de Triton X-100), quantificada como descrito anteriormente. O inicio
da reacgcao enzimatica ocorreu com a adicdo de 70 yL da solucdo de L-
DOPA, a 37°C. As absorvancias foram lidas a 475 nm, durante 60 minutos
(em intervalos de 10 minutos), num leitor de placas de ELISA (STATFAX 200,
Inova). Tendo em conta o coeficiente de absorcdo molar (€=3600 cm™'mol™/L)
do dopacromo, os valores de actividade calculados correspondem a
concentragao deste produto (em pmol/ml) que se formou num minuto. Para o
célculo da actividade especifica, os valores de actividade foram divididos pela

concentracéo de proteina total no ensaio (expressa em mg/mL).



3. SINTESE DOS PRO-FARMACOS N-ACETIL-L-TIROSINA-MMT

A sintese deste grupo de pro-farmacos de triazenos, para aplicagao
nos estudos de citotoxicidade, envolve o acoplamento de um acilaminoacido
(N-acetil-L-tirosina), que corresponde ao substrato da enzima tirosinase, a um
triazeno anti-tumoral o MMT, através de uma ligacdo amida, tal como
representado na Figura 9.

Ligacao amida

HsC ol '
HN L PN
T/ XN
CHj
HO
L _| [ X |
Substrato da enzima MMT

Figura 9 - Estrutura geral dos préo-farmacos de triazenos sintetizados (in (66))

Foram sintetizados trés derivados de triazenos e da N-acetil-L-

tirosina, possuindo diferentes grupos no substituinte do anel benzénico dos

triazenos (Tabela 1) (66).

Tabela 1 - Diferentes grupos substituintes do anel benzénico dos triazenos, utilizados neste
trabalho.

Composto Grupo X

PF A COCHj5
PF B COOCH,CHj3
PF C CN

Para a formagao de ligagdes amida a partir de acidos carboxilicos, é
necessario a activagao do grupo carboxilico e posterior reacgdo com o azoto
nucleofilico. Para tal, sao utilizados reagentes de acoplamento peptidico

como as carbodiimidas disubstituidas. O processo ¢é iniciado com a adicado de



diciclohexilcarboiimida (DCC) levando a formag&o do agente de acilagéo — a

O-acilisoureia (Figura 10).

HaC o
D
HaC o)

OH

N=—=C=—=N i)

+
DCC
HO
Aminoacido N-acetil-L-tirosina

O-acilisoureia
HO

y HsC.,-N.
HsC o (i) NN
(0]
MMT
HN N
N/ %N X
+ I

N/C\N

HO H H

N-acetil-L-tirosina-MMT N-acilureia

X

Figura 10 - Sintese dos N-acetil-L-tirosina-aciltriazenos (in (53; 66))
Legenda: X=COCH3s, COCH.CHj3 ou CN; (i)- THF, a temperatura ambiente (ii)- DMAP e trietilamina.

Posteriormente, a adicdo de quantidades cataliticas de 4-
dimetilaminopiridina (DMAP) e ainda de trietilamina, acelera a formacéo da
ligagdo amida, ocorrendo uma diminuigdo da quantidade de produtos
secundarios. O THF (tetrahidrofurano) é o solvente utilizado nesta reacc¢éo de

sintese (55).

Para além da utilizagdo do acoplador peptidico DCC foi testada a
utilizagdgo do TBTU (N-[1H-benzotriazol-1-il)(dimetilamino)metileno]-N-
metilmetanoaminio tetrafluorborato N-6xido). Este método de activagao foi
complementado com o recurso a irradiagao por microondas, desenvolvido por
Santagada e co-autores (2001) (94), na medida em que permite a obtencao

dos pré-farmacos num curto espago de tempo, contrariamente ao método de



sintese anteriormente descrito. Assim proporciona-se reacgdes com baixas
taxas de racemizacdo e com produtos secundarios que sdo facilmente
removidos através de um work-up aquoso e a diminuicdo dos tempos de

reaccao.

Neste trabalho foram efectuadas duas sinteses com métodos de
activacao diferentes, numa primeira fase optou-se por sintetizar o pro-
farmaco A pelo método de activagdo com o DCC a temperatura ambiente.
Contudo devido a necessidade de melhores rendimentos e na tentativa de
optimizacao do tempo de sintese optou-se por sintetizar o pré-farmaco C pelo

método de activagdo com o TBTU recorrendo a tecnologia microondas.

3.1. Reacc¢ao por activagdo do DCC/DMAP

Este método de sintese de derivados de triazenos & baseado no

descrito por Perry e co-autores (2009).

Desta forma, dissolveu-se o aminoacido N-acetil-L-tirosina (0.250 g,
1.12 mmol) em 3 mL de THF (tetrahidrofurano), adicionou-se DCC (0.506 g,
2.45 mmol), deixando-se reagir cerca de 1h. A parte, juntou-se o0 MMT (1.96
mmol) com o NaH (hidreto de sdodio) (0.0783 g, 1.96 mmol) dissolvidos em
THF (3 mL). Adicionou-se a solu¢do de MMT a solugdo do aminoacido com
DCC, juntamente com EtsN (trietilamina) (0.263 mL, 1.96 mmol), DMAP
(0.0239 g, 0.196 mmol) e 5 mL de diclorometano (CH,Cl,). Apds 48 horas a
temperatura ambiente, a N,N’-diciclohexilureia € removida por filtragdo e o

solvente removido a presséao reduzida.

Os compostos foram isolados por cromatografia em coluna (utilizando
silica Kieselgel 60, de granulometria de 40-63 nm) e recristalizados.
Enquanto a separagdo por cromatografia em coluna decorre vdo sendo
efectuadas as TLC (cromatografia de camada fina) com placas de silica para
a detecgdo da eluicdo do composto de interesse. As cromatografias de

camada fina preparativas, foram efectuadas com silica Kiesigel 60 GF254



com 1.5 mm de espessura e reveladas usando a camara CAMG de UV, com

um comprimento de onda de 254 nm.

Os respectivos eluentes de eluicdo da coluna e de recristalizagao

apresentam-se na Tabela 2.

3.2. Reaccao por activagao do TBTU

Os reagentes sao colocados dentro de um tubo de vidro para MW em

mistura, no solvente DMF (dimetilformamida).

Dissolveu-se em 3 mL de DMF, o aminoacido N-acetil-L-tirosina
(0.223 g, 1 mmol), o TBTU (0.337 g, 1 mmol), o MMT (0.176g, 1 mmol) e a
trietilamina (0.292 mL, 1 mmol). Colocou-se um agitador magnético, o tubo é
selado e colocado dentro do sintetizador de microondas (MW) (CEM

Discover).

Programou-se a reacgéo por microondas em duas fases: a primeira
decorreu com um tempo de corrida total de 16 minutos, com 1 minuto para
atingir a temperatura de 55° C e 15 minutos a reagir com uma poténcia de
200 W; a segunda fase com um tempo total de 16 minutos, com 1 minuto
para atingir a temperatura de 60°C e 15 minutos a reagir com uma poténcia
de 300 W.

Apds o término do tempo de reacgcao, a mistura é transferida para
uma ampola de decantacéo, diluida com 5 mL de acetato de etilo e lavada
sucessivamente com a solucdo de acido citrico a 5%, para a remoc¢ao do
DMF (de dificil evaporagéo), solugdo de bicarbonato de sodio (NaHCO3) e
solugéo saturada de cloreto de sodio (NaCl sat.), para retirar a agua e algum
acido citrico. As fases organicas obtidas ao longo deste processo séo secas
com sulfato de sddio anidro e depois evapora-se em rotavapor o acetato de

etilo.

Os compostos séo isolados por eluicdo em coluna de cromatografia e

recristalizados.



Os respectivos eluentes de eluicdo da coluna e de recristalizagao

apresentam-se na Tabela 2.

Tabela 2 - Resumo dos diferentes solventes de eluigcdo em coluna, TLC e recristalizagao.

Solventes de Eluigao
Composto Grupo X o Solvente de Recristalizagao
oluna

PF A COCHj5
PF C CN

Eter etilico:MeOH (gradiente) CH,ClI,, MeOH, n-hexano

3.3. Caracterizagao estrutural

3.3.1. Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear: '"H-RMN e *C-RMN

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de protao ('H-
RMN) e de carbono (**C-RMN) foram tragados num espectrémetro Bruker
400 Ultra-Shield usando cloroférmio deuterado como solvente. A frequéncia
de funcionamento do aparelho, para a determinacado dos espectros de RMN
de protdo (‘H-RMN) é de 300 MHz e no tragado dos espectros de RMN de
carbono (">*C-RMN) é de 100 MHz.

Os dados referentes a cada espectro encontram-se de acordo com a
seguinte norma: desvio quimico (em ppm, partes por milhdo), multiplicidade
do sinal, apresentando-se como s (singuleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto),
t (tripleto), g (quarteto) ou m (multipleto) e constante de acoplamento (J em
Hz).

3.3.2. Espectros de Infra-vermelho (IV)

Os espectros de Infra-Vermelho (V) foram executados num Perkin-
Elmer 1310 Infrared Spectrofotometer (FTIR), sob a forma de pastilhas de

brometo de potassio.



3.3.3. Ponto de fusao

Os pontos de fusao foram determinados através de uma placa Kofler

Bock Monoscop M.

4. PREPARAGAO DAS SOLUGOES DE PRO-FARMACOS

Os PFs sintetizados ndo sao soluveis em agua, dai que numa
primeira fase, tenha sido realizado um estudo sobre a solubilidade destes
compostos em varios solventes, tais como DMSO, acetonitrilo, etanol, PBS e
ainda com o auxilio do detergente Tween 80 (que se revelou bastante toxico
para as células). Depois de se terem experimentado varias estratégias de
solubilizagdo, escolheu-se o DMSO, uma vez que com este solvente foi
possivel de solubilizar completamente os PFs em estudo, na concentragao

stock pretendida.

Na tabela seguinte estdo sumariadas as estruturas quimicas e as
massas moleculares relativas dos pro-farmacos a solubilizar para o estudo do

seu efeito anti-tumoral.

Tabela 3 - Grupo de novos pré-farmacos em estudo e a respectiva massa molecular relativa (Mg).

Mg
Grupo de Compostos Grupo X (g/mol)
HCo O
\K o PF A COCH; 382.41
HN N/N\N

PF B COOCH,CHj3 412.44

HO PF C CN 365.39

Assim, prepararam-se as solugdes dos PFs como se descreve em

seguida:



Pesaram-se 0.9 mg de PF A e dissolveram-se em 11.75 yL de DMSO

(obteve-se uma solugdo stock com uma concentragéo de 0.2 M)

Fez-se ainda uma diluicdo de 1:2000 em meio de cultura, de modo a
ficarmos com 0.05% de DMSO e uma concentracdo maxima de PF de 0.1
mM.

Pesaram-se 0.9 mg e dissolveram-se em 32.7 uyL de DMSO (obteve-

se uma concentragao de solugao stock com concentragao de 0,2 M)

Fez-se uma diluicdo 3:2000 em meio de cultura para reduzir a
percentagem final de DMSO para 0.15% e, desta forma, obteve-se uma

concentracido maxima de PF B de 0.1 mM.

Pesaram-se 0.9 mg e dissolveram-se em 12.3 uyL de DMSO (obteve-

se uma concentracao de solugao stock com concentragao de 0,2 M)

Fez-se uma diluigdo 1:2000 em meio de cultura para reduzir a
percentagem final de DMSO para 0.05% e, desta forma, obteve-se uma

concentracdo maxima de PF C de 0.1 mM.

Pesaram-se 0.9 mg e dissolveram-se em 46.4 yL de DMSO (obteve-

se uma concentragao de solugao stock com concentragéao de 0,1 M)

Fez-se uma diluigdo 1:1000 em meio de cultura para reduzir a
percentagem final de DMSO para 0.1% e, desta forma, obteve-se uma

concentracido maxima de PF C de 0.1 mM



5. AVALIAGAO DA CITOTOXICIDADE CELULAR DOS PRO-FARMACOS NAS
LINHAS CELULARES DE MELANOMA

5.1. Avaliagao da actividade mitocondrial pelo método de MTS

A viabilidade das células em proliferacdo foi avaliada na auséncia
(controlo) ou presenga de concentragdes crescentes do PF em estudo
através da medicdo da sua actividade mitocondrial, com base no método
colorimétrico de redugao do composto MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium), incluido no kit
comercial, CellTiter 96 Aqueous One Solution Assay. Este método consiste
na absor¢do do sal MTS e na sua redugdo, no interior da mitocéndria, a
cristais de formazan, que podem ser quantificados espectrofotometricamente.
Os valores de absorvancia a 490 nm sao entdo proporcionais a actividade
mitocondrial e portanto ddo-nos uma estimativa das células metabolicamente

activas.

Para a determinagdo da citotoxicidade de uma gama alargada de
concentracbes de cada PF, as culturas foram cultivadas com uma
concentragdo celular de 0.015 x 10° células/poco, em placas de 96 pocos,
durante 24 horas nas condi¢gdes de cultura anteriormente definidas. Apos
este periodo, as células foram tratadas com o pro-farmaco em estudo, num
intervalo de concentragdes de 0 a 100 yM. Todos os testes foram realizados
em duplicado. O tempo de tratamento foi de 48 horas, mantendo-se as
condicbes da cultura. Apos esse periodo, o meio de cultura como PF foi
removido do pogo e substituido por 100 uL de meio de cultura fresco.
Adicionaram-se entdo 20 pL da solucdo CellTiter 96 Aqueous One Solution
Assay e incubaram-se as placas durante 30 minutos nas mesmas condigoes
de cultura ja referidas. Apds este tempo, a placa foi gentilmente agitada,
durante alguns segundos, num agitador (MD3000, Medline Scientific Ltd.) até
o precipitado estar completamente dissolvido.

Posteriormente a absorvancia foi determinada num leitor de placas
de ELISA (STATFAX 200, Inova) a um comprimento de onda de 490 nm.



Os valores de absorvancia foram normalizados, considerando-se que
a viabilidade celular no pogo controlo (sem adigdo de pré-farmaco) era igual a
100 %.

5.2. Avaliagao da apoptose/necrose por Citometria de Fluxo

Para além da determinagdao da citotoxicidade dos PFs através do
método anteriormente descrito (MTS), também se procedeu a avaliagdo da
capacidade destes compostos induzirem a entrada das células das linhas
celulares de melanoma em apoptose ou eventualmente as destruirem por
necrose. Esta avaliagao foi realizada recorrendo a tecnologia da citometria de

fluxo.

Resumidamente, a citometria de fluxo € uma tecnologia que permite
fazer uma analise multiparamétrica de particulas em suspensao, uma a uma.
O citometro de fluxo capta e digitaliza a dispersao de fotdes, provocada pela
passagem de particulas em suspensao de forma alinhada, num fluxo laminar,
frente a um feixe de luz. A interac¢ao destas com o feixe gera sinais que sao
captados por detectores apropriados. A informacdo produzida pode ser
gerada pela dispersao do feixe de luz ou pela luz emitida por fluorocromos
apos excitacdo pelo feixe de luz. O feixe de radiacdo de excitacdo ao
interceptar a célula na camara, sofre dispersdo quer na direcgao frontal
(forward scattering - FSC), quer lateral (side scattering - SSC). A intensidade
da dispersao frontal € proporcional ao tamanho das particulas por outro lado,
a intensidade da dispersdo na direcgao lateral é proporcional ao tamanho,
granularidade e morfologia das particulas. Compostos com fluorescéncia
intrinseca ou compostos passiveis de se ligarem a corantes fluorescentes,
permitem a diferenciacdo selectiva de subpopulacdes com base na

combinacao de varios fluorocromos (95).

A determinagdo da percentagem de células apoptéticas apds o
tratamento das culturas de células de melanoma com o PF, tirou partido
desta tecnologia, uma vez que o método utilizado se baseia precisamente na

utilizacdo de compostos fluorescentes, nomeadamente Anexina-V e 7-AAD



(7-amino-actinomicina D), passiveis de serem analisados por citometria de

fluxo.

A anexina V possui afinidade para a fosfatidilserina (componente
membranar que se encontra normalmente no lado interno da membrana das
células vivas mas num estado precoce de apoptose esse fosfolipido é
exposto para o exterior). O 7-AAD é um corante com afinidade para acidos
nucleicos, usado para discriminar as células vivas das mortas, uma vez que
as células vivas sao impermeaveis a este composto enquanto que as células
apoptoticas tardias e necroticas sdo permeaveis, devido a ocorréncia de

poros na membrana plasmatica.

Para a determinacéo da células apoptéticas, foram cultivadas 0.08 x
10° células/poco em placas de 12 pogos, durante 24 horas (nos primeiros
ensaios de apoptose, os resultados obtidos na secg¢ao 3.1., foram cultivadas
0.15 x 10° células/pogo). Apds adesdo, foram tratadas com as concentracdes
de 0, 50 e 100 uM de pro-farmaco durante 48 horas nas mesmas condigdes.
Apos este tempo procedeu-se a recolha das células, por adicdo de tripsina
como anteriormente descrito, mas tendo o cuidado, neste caso, de n&o
descartar o meio de cultura onde as células se encontravam, nem o0 meio
das lavagens, que poderiam conter células apoptdéticas/necréticas
importantes para a analise. Assim procedeu-se a centrifugagcdo de uma
suspensdo contendo o sobrenadante da cultura, as células que foram
desaderidas por acc¢ao da tripsina e ainda o meio usado para as lavagens, a
2000 rpm durante 10 min. Os sedimento celular resultante desta
centrifugacdo (mais prolongada do que habitualmente e com rpms mais
elevadas, para mais facilmente permitir a deposicdo de material
apoptético/necroético) foram ressuspendidos em 200 uL de tampao de ligagéao
da Anexina V 1X. Dessa suspensao celular, foram retirados 185 pL para um
tubo de proéprio para citometria de fluxo, onde se procedeu a marcacido com
os corantes fluorescentes acima referidos. Nomeadamente, adicionaram-se
ainda neste tubo 5 pyL de Anexina V-APC (anexina V conjugada a

aloficocianina) (BD Biosciences) e 10 yL de uma solugédo 7-AAD (1X)



Incubaram-se entdo estas misturas durante 15 min, no escuro a temperatura
ambiente.

Apds a marcacéao, foram adicionados 200 pL do tampéao de ligagéo da
Anexina V 1X em cada tubo e estes foram analisados num citdmetro de fluxo
(FacsCalibur, Becton Dickinson), adquirindo, por cada analise, 10000
eventos. Os resultados obtidos foram analisados utilizando o programa Paint-
a-Gate 3.0.2 PPC (BD Biosciences)

6. ESTUDO DE HIDROLISE ENZIMATICA DOS PRO-FARMACOS

Neste ensaio os N-acetil-L-tirosina-MMT quando presentes a
tirosinase formam os seus correspondentes MMT, resultante de uma hidrdlise
enzimatica. Todavia, em tampao fosfato o MMT sofre decomposicao, por

hidrdlise primaria, na respectiva amina aromatica, conforme representado no

Esquema 6.
OH
OH
=
)J\ 3C/ \N/
HyC N
H CH3
°© MMT x
N-acetil-L-tirosina-MMT-X N-acetil-L- tlrosma

HoN
N, + CHzOH + \O\
X

Esquema 6 - Mecanismo de decomposicdo dos N-acetil-L-tirosina-MMT (in (53))

O estudo de hidrdlise enzimatica dos pro-farmacos foi efectuado em
lisados das linhas celulares de melanoma. Os lisados de cada linha celular
foram preparados como descrito anteriormente na seccéo 2.1 do Capitulo 2.

Para a determinagao da hidrélise enzimatica colocou-se num frasco o
lisado celular e perfez-se o volume até aos 3 mL com tampé&o fosfato salino.

Esse frasco foi colocado num banho de agua a temperatura de 37°C, e



quando a temperatura da mistura normalizou, adicionaram-se 15 pL de

solugdo 102 M do pré-farmaco em estudo (dissolvido em DMSO).

A reaccédo de hidrodlise foi monitorizada, até serem detectadas as trés
semi-vidas. Para isso, foram sendo retiradas aliquotas (100 pL), ao longo do
tempo, e foram adicionados 200 pL de acetonitrilo (para desnaturar as
proteinas). De seguida, as aliquotas sao centrifugadas durante 10 minutos, o
que provoca a precipitacdo do extracto proteico. O sobrenadante foi colhido
num eppendorf e, por HPLC quantificou-se o desaparecimento do substrato.
Como eluente utilizou-se uma mistura constituida por 45 partes de metanol

(MeOH) e 55 partes de agua desionizada.

Para todas as reaccdes cinéticas determinaram-se os valores de Kops
a partir dos graficos do logaritmo da area, In(area);,, em fungéo do tempo.

A identificacdo dos produtos foi feita por comparacdo dos seus
tempos de retengdo com os tempos de retengao dos padrdes (pro-farmaco, o

MMT e a amina), injectados previamente.

Nos estudos enzimaticos da hidrélise dos N-acetil-L-tirosina-MMT por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) utilizou-se um sistema Merck
constituido por uma bomba Merck-Hitachi L-7110 La Chrom com um injector
de 20 | Rheodyne, um detector de Ultra-Violeta Merck-Hitachi L-7400 La
Chrom, um integrador Merck-Hitachi D-7500 e uma coluna Lichrocart® 125-4
RP-8 (5 um) 250x4mm.

7. ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos resultados obtidos experimentalmente foi
realizada pelo software GraphPad Prism 5 (Mac OS X). Os dados foram,
estatisticamente, analisados pelo Teste de t-Student e um valor de P <0.05
foi considerado estatisticamente significativo (* significa que o valor P é

*k%x

inferior a 0.05; ** que o P ¢é inferior a 0.01 e *** que o P é inferior a 0.0001).



8. REAGENTES E SOLVENTES

Para a realizagcdo dos ensaios descritos nas sec¢des do Capitulo 2,
foram necessarios reagentes e solventes, que se encontram sumariados na

Tabela 4, abaixo descrita.

Tabela 4 - Reagentes e Solventes utilizados neste trabalho, com respectiva sigla.

Nome Sigla Origem
4-Dimetilaminopiridina DMAP Sigma-Aldrich
7-Amino-actinomicina 7-AAD BD Biosciences

Acetato de etilo AcOEt Valente e Ribeiro
Acetonitrilo para HPLC - Scharlau
Acido citrico - Valente e Ribeiro
Albumina de soro bovino BSA Sigma-Aldrich
Aminoacidos nao essenciais - Gibco/Invitrogen
Anexina V conjugada a Anexina V-
aloficocianina APC 8D Blosciences
Bicarbonato de sdadio NaHCO; Valente e Ribeiro
Cloreto de sodio NaCl Valente e Ribeiro
Cloroférmio deuterado CDCl3 Sigma-Aldrich
Diclorometano CH.ClI, Valente e Ribeiro
Dimetilformamida DMF Merck
Dimetilsulféxido (ref? D2438) DMSO Sigma-Aldrich
Etanol absoluto - Merck
Eter etilico - Antonio M. S. Cruz
Folhas de aluminio revestidas de ) Merck
silica gel 60 Fys4
Frascos de cultura - Nunc Brand Products
Hidreto de sddio NaH Sigma-Aldrich
Kit CellTiter 96 Aqueous One
Solution Assay MTS Promega
L-Dihidroxifenilalanina L-Dopa Sigma-Aldrich
L-Glutamina - Sigma-Aldrich
Meio de cultura Dulbecco's ] )
Modified Eagle Medium OMEM Sigma-Aldrich
Meio de cultura RPMI 1640 RPMI 1640 Sigma-Aldrich
Metanol MeOH Anténio M. S. Cruz




Metanol para HPLC

Carlo Erba Reagents

N-[1H-benzotriazol-1-

il)(dimetilamino)metileno]-N-

metilmetanoaminio TBTU Merck
tetrafluorborato N-6xido
N-acetil-L-tirosina E.C. 208-671-3 - Sigma-Aldrich
n-Hexano n-hex Valente e Ribeiro
N, N’-diciclohexilcarbodiimida DCC Merck
Penicilina/Estreptomicina - Gibco
Piruvato de sédio - Gibco/Invitrogen
Silica gel 60 (0.040-0.063 mm) - Merck
Soro fetal bovino - Sigma-Aldrich
Sulfato de sodio anidro Na,S0O4 Scharlau
Tampéo fosfato salino PBS Sigma-Aldrich
Tetrahidrofurano THF Panreac
Tirosinase de cogumelo E.C. 232-
6534 - Sigma-Aldrich
Trietilamina Et;N Merck
Tripsina/EDTA - Gibco
Triton X-100 - Merck
Tween 80 - Merck
X-Monometiltriazeno MMT-X Sintetizado no laboratério. (53)

O tampéao fosfato salino (PBS) foi preparado dissolvendo-se uma
pastilha deste em 200 ml de 4gua desionizada, obtendo-se pH 7.4, 0.01 M, a
25°C.

Nos estudos em HPLC utilizou-se agua desionizada obtida através da
passagem de agua bidestilada numa resina de troca idnica Millipore, sendo

recolhida com uma resistividade de 18 MQ cm.
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CAPITULO 3. RESULTADOS E DISCUSSAO DE RESULTADOS

1. SINTESE DOS PRO-FARMACOS N-ACETIL-L-TIROSINA-MMT:
COMPARAGCAO DE DOIS METODOS DE SINTESE

O principal objectivo desta tese foi estudar o efeito anti-tumoral de
derivados de triazenos em linhas celulares de melanoma. Para tal, foi
realizada a sintese de pré-farmacos N-acetil-L-tirosina-MMT através do
acoplamento do triazeno ao aminoacido N-acetil-L-tirosina, um substrato da

tirosinase.

1.1. Reacgéo por activagédo do DCC

Para a sintese do pro-farmaco A (PF A) com o substituinte COCHj;

utilizou-se o método de activacido com o DCC a temperatura ambiente.

A purificagdo deste composto exigiu a elaboragdo de varias
cromatografias em coluna bastante demoradas pelo que levou a perda do
produto desejado. Para além disto, a utilizacdo do DCC, como substancia
activadora do grupo carboxilico, quando se faz reagir o O-acilsoureia com o
triazeno, leva a libertacdo de um composto, o ureido, o qual contamina a

mistura reaccional.

Na fase de recristalizacdo do composto, como o ureido precipita em
primeiro lugar, por vezes, € necessario repetir este procedimento. Todos
estes factores influenciam negativamente o rendimento da sintese, na
medida que levam a perda do composto. O rendimento obtido na sintese do
PF A foi de 38%.

1.2. Reacgao por activagao do TBTU

Para a sintese do pro-farmaco C (PF C) com o substituinte CN

utilizou-se o método de activacdo do TBTU com auxilio de microondas.



Com o objectivo de melhorar o método de sintese e obter melhores
rendimentos sintetizou-se o PF C, recorrendo a um outro reagente de

acoplamento o TBTU.

A fase de purificagdo do composto comparativamente a anterior, foi
bastante mais rapida visto que, com este método ndo ha formacao de

produtos secundarios contaminantes, como o ureido.

As vantagens da utilizagdo do TBTU incluem: uma maior
estabilidade, solubilidade do composto na maioria dos solventes organicos e
formagao de um produto secundario soluvel em agua (96; 97). Desta forma, o
manuseamento da amostra torna-se bastante mais simples e rapido, em que

se procede apenas a extrac¢des das fases organicas.

Apesar do rendimento obtido ser inferior, cerca de 12%, esta sintese
acaba por ser efectivamente mais vantajosa tendo em conta que a sintese
com o TBTU foi efectuada em apenas 1 dia enquanto que na anterior
demorou cerca de 5 dias. A redugao do tempo deve-se ao facto da reaccéo
ser de aproximadamente de 30 minutos e a purificagdo do composto, por
cromatografia em coluna ser bastante mais rapida e simples, pois a formagéao

de produtos secundarios que contaminavam a mistura foi ultrapassada.

A fase de extracgao das fases orgéanicas podera ainda ser optimizada
porque se observou que as fases aquosas rejeitadas tinham um aspecto
amarelo forte, uma caracteristica dos PF em estudo, o que indica a presenca
do composto sintetizado na mistura. Assim, o aperfeicoamento do método
destas extraccdes, mais especificamente, com a escolha de outros solventes
para a separagao das fases organica e aquosa, podera conduzir a uma maior

quantidade de composto, ou seja o rendimento reaccional.

Assim pode-se concluir que a sintese com o0 método do TBTU é mais
eficiente e rentavel do que na sintese com o método do DCC, embora se

tenha obtido menor quantidade do composto.



1.3. Caracterizagao estrutural dos pré-farmacos

Apos o término de sintese propriamente dita € necessaria a sua
caracterizagdo estrutural por técnicas espectroscopicas de 'H-RMN e '*C-
RMN e IV. Adicionalmente foi determinado o ponto de fusdo para cada

composto sintetizado.

1.3.1. Pré-farmaco A (X=COCH3)

o) CHs COCH3

HN N

HO

Figura 11 - Representagado quimica do pro-farmaco A (X=COCH3).

Tabela 5 - Desvios quimicos obtidos para o pré-farmaco A (X=COCH3;)
o/ppm (CDCI3, 400.1325 MHz)

NCH; NHCOCH; Ar-X a-CH CH,ArOH
3.01
2.67 (Hg, dd, J=6.8 e
(3H, s, COCHs); J=13.6, CH2);
2.05 7.67 3.12
3.44 (3H, s, CHy) (2H, AA’XX’, 5.99 (Ha, dd, J=6.4 €
@H.5) 6.41 J=8.4) (1H, dd, J=6.4 =14, CHy)
’ (1H, d, J=7.2, Tl e J=6.4) » Teh
NH): 8.05 6.65
’ (2H, AAXX, (2 H, AAXX’, J=8.4);
J=8.4) 6.95

(2 H, AA'XX’, J=8.4)

Para andlise do espectro de "H-RMN, calculou-se a razdo Av/J e
obtiveram-se resultados superiores a 10 (para ambos anéis aromaticos), o

que indica que estes sistemas sio do tipo AA’XX e ndo AA'BB.



O sinal do anel aromatico (para dissubstituido) apresenta-se como
um sistema AA'’XX’ (J>10), facil de reconhecer pelo seu aspecto de par de
dupletos. Os desvios quimicos encontram-se entre 3.01 e 3.12 ppm, no caso
do anel aromatico correspondente a parte do aminoacido e, entre 7.67 e 8.05

ppm, no caso do anel aromatico correspondente a parte triazénica.
Salienta-se o pico correspondente ao grupo Ar-COCHj3; a 2.67 ppm.

O grupo N-CH3; da metade triazeno surge como um singuleto com um

desvio quimico (d) de 3.44 ppm.

O protdo N-H do grupo amida do N-acetil-L-tirosina-MMT manifesta-

se como um dupleto de baixa resolugdo com valor de desvio quimico de 6.41

ppm.

8/ppm (CDCls, 100 MHz): 23.30 (COCHs); 26.82 (NCHj yiaz): 28.26
(COCH3); 38.67 (CHCHaa,): 52.05 (CH): 115.44 (Ca.); 122.49 (Ca); 127.27
(Car); 129.55 (Car); 130.22 (Car); 137.29 (Ca); 151.46 (Ca); 155.25 (Car);
169.86 (C=0); 174.38 (C=0); 197.47 (C=0)

A anadlise por >C-RMN vem confirmar a existéncia dos carbonos
correspondentes a cada um desses hidrogénios. Salientam-se os carbonos
dos trés grupos carbonilo a 169.86, 174.38 e 197.3 ppm, que correspondem
respectivamente a NHCOCHj;, N=N-N-N-CO e CH3;COAr. Confirma-se,
também, a presenca de 8 sinais correspondentes aos carbonos dos dois

anéis aromaticos.

Vmaxdem™: 3317.60 (van); 1709.09 (veo);, 1682.79 (veeo); 1640.91
(Vc=0)

No espectro de IV identificaram-se trés bandas caracteristicas

correspondentes aos trés grupos carbonilo (C=0) do composto,



nomeadamente a 1640,91, 1682.79 e 1709.09 cm™. A 3317.60 cm™ surge

uma banda de stretching do N-H do grupo amida.

Pf=172°-176°C

1.3.2. Pré-farmaco C com o (X=CN)

o CH, CN
o]
HN N
N/ \N
CHs
HO
Figura 12 - Representacao quimica do préo-farmaco C (X=CN).
Tabela 6 - Desvios quimicos obtidos para o pré-farmaco C (X=CN)
o/ppm (CDCI3, 400.1325 MHz)
NCH; NHCOCH; Ar-X a-CH CH,ArOH
2.84
(Ha, dd, J=8.0 e
J=13.6, CH2);
183 7.67 2.91
' 2H, AA’XX’ =7.
(3H, s, CH3); (2H, AAXX, 5.56 (Hs. dd, J=7.2¢
3.32 J=8.0); J=13.6, CH2);
8.53 (1H, dd, J=7.2
(3H, s) (1H, d, J=7.2 8.00 e J=7.6) 6.54
’N;_D_ - (2H, AA’XX, ' (2 H, AA’XX’, J=8.0);
’ J=8.4) 6.95
(2 H, AA’XX’, J=8.0);
9.16
(1H, s, OH)

Tal como no composto anterior, para analise do espectro de "H-RMN,

calculou-se a razdo Av/J e obtiveram-se resultados inferiores a 10 (para



ambos anéis aromaticos), o que indica que estes sistemas sao do tipo AA’XX
e ndo AA’BB.

O sinal do anel aromatico (para dissubstituido) apresenta-se como
um sistema AA'’XX’ (J>10), facil de reconhecer pelo seu aspecto de par de
dupletos. Os desvios quimicos encontram-se entre 6.54 e 6.95 ppm, no caso
do anel aromatico correspondente a parte do aminoacido e, entre 7.67 e 8.00

ppm, no caso do anel aromatico correspondente a parte triazénica.

O grupo N-CH3; da metade triazeno surge como um singuleto com um

desvio quimico (&) de 3.32 ppm.

O protédo N-H do grupo amida do N-acetil-L-tirosina-MMT manifesta-

se como um dupleto de baixa resolu¢do com valor de desvio quimico de 8.53

ppm.

5/ppm (CDCls, 100 MHz): 22.676 (COCHs); 28.508 (NCHs yias):
37.040 (CHCH.a,); 52.655 (CH); 111.677 (CN): 115.416 (Ca); 119.017 (Ca):
123.198 (Ca); 127.469 (Ca); 130.350 (Ca); 134.218 (Ca); 151.661 (Cal);
156.447 (Ca); 169.810 (C=0); 175.126 (C=0)

A anadlise por >C-RMN vem confirmar a existéncia dos carbonos
correspondentes a cada um desses hidrogénios. Salientam-se os carbonos
dos dois grupos carbonilo a 169.810 e 175.126 ppm, que correspondem
respectivamente a NHCOCH3; e N=N-N-N-CO. Confirma-se, também, a
presenca de 8 sinais correspondentes aos carbonos dos dois anéis

aromaticos.

Vmadem™: 3327.33 (vnn); 2226.52 (Veen); 1702.07 (veeo); 1634.12

(Ve=0)



No espectro de |V identificaram-se duas bandas caracteristicas
correspondentes aos trés grupos carbonilo (C=0) do composto,
nomeadamente a 1634,12 e 1702.07 cm™. A 3327.33 cm™ surge uma banda
de stretching do N-H do grupo amida.

Pf=196°-198°C
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2. CARACTERIZAGAO DA EXPRESSAO DE TIROSINASE EM LINHAS
CELULARES DE MELANOMA

Os pro-farmacos (PFs) estudados neste trabalho tém, na sua
estrutura o substrato da enzima tirosinase, o aminoacido N-acetil-L-tirosina e
deste modo, podem ser metabolizados enzimaticamente em células que
possuam a enzima tirosinase activa, libertando a parte activa do farmaco
propriamente dito, neste caso, o agente alquilante, “in loco”, garantindo desta
forma uma maior especificidade para as células alvo. Tal como referido na
seccao 3.2.1 do Capitulo 1, a tirosinase encontra-se nos melandcitos, e esta

aberrantemente activa em células de melanoma maligno.

Assim, numa primeira fase deste trabalho, foi determinada a
actividade da enzima tirosinase nas linhas celulares de melanoma, em que se
pretendia avaliar a citotoxicidade dos PFs, nomeadamente, SK-MEL-30,
MNT-1 e M8 (Figura 13).
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Figura 13 - Representagao grafica da actividade especifica (U/mg) da enzima tirosinase de cada
linha celular estudada, nomeadamente SK-MEL-30, MNT-1 e M8. Como controlo positivo da
reacgdo enzimatica usou-se a tirosinase de Cogumelo (TyrC). N=2.

De acordo com os resultados obtidos para a actividade da enzima
tirosinase apresentados na Figura 13 a linha celular MNT-1 apresentou uma

actividade enzimatica de 0.002 U/mg superior (0.005 U/mg) do que a linha



celular de melanoma SK-MEL-30 (0.003 U/mg). A linha celular de melanoma

M8 n&o apresentou actividade enzimatica (0 U/mg).

Assim, as linhas celulares MNT-1 e SK-MEL-30 foram entao
utiizadas nos estudos posteriores de citotoxicidade dos PFs, tendo-se
incluido também nestes estudos a linha celular de melanoma M8, neste caso

como controlo da especificidade dos pro-farmacos.

Como controlo positivo na determinacdo da actividade enzimatica
usou-se a tirosinase de cogumelo comercial, uma vez que a tirosinase
humana nao é comercializada. Estudos demonstraram que tirosinase de
cogumelo (E.C. 1.14.18.1) € um bom modelo para estudos da tirosinase
humana pois ambas possuem dois atomos de cobre no seu centro activo
(98).

No final do trabalho sera interessante estabelecer uma correlacéo
entre o nivel de actividade da tirosinase de cada linha celular e o efeito
citotoxico dos pro-farmacos, esperando-se que quanto maior o nivel de

actividade da tirosinase maior o efeito citotoxico do pré-farmaco em estudo.



3. AVALIAGAO DE CITOTOXICIDADE CELULAR DOS PRO-FARMACOS NAS
LINHAS CELULARES DE MELANOMA

Apds a concluséo da sintese dos pré-farmacos de triazenos, estudou-
se a sua accgao anti-tumoral em diferentes linhas celulares de melanoma,

através de ensaios de citotoxicidade.

Numa primeira fase analisaram-se os trés PF sintetizados (A, B e C,
descritos na secgdo 3 do Capitulo 2), tendo-se escolhido o mais eficiente
relativamente em termos de toxicidade para estudos mais aprofundados,
nomeadamente, para comparar a sua toxicidade nas diferentes linhas.
Adicionalmente, ainda foi efectuada uma comparacéo de citotoxicidade entre
o PF em estudo com o efeito do temozolomide, quimicamente activado num

triazeno alquilante (MMT).

3.1. Estudo da citotoxicidade dos PFs com base no método de MTS

Numa fase inicial, a citotoxicidade de cada pro-farmaco foi
determinada pelo método de MTS, que se baseia no estudo da actividade
mitocondrial das células como descrito na seccao 5.1 do Capitulo 2, tendo-se

obtido os resultados que a seguir se descrevem para cada composto.

Com o PF A dissolvido em DMSO efectuaram-se ensaios usando
duas linhas celulares de melanoma, nomeadamente SK-MEL-30 e MNT-1.
Testaram-se concentragdes crescentes de PF A até a concentragdo maxima
de 100 uM. Em todos os pogos, a percentagem de 0.05 % de DMSO foi

mantida, excepto no primeiro (controlo sem solvente).
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Figura 14 - Estudo da citotoxicidade do pré-farmaco A (X=COCHS3;), dissolvido em DMSO nas
linhas celulares, SK-MEL-30 e MNT-1, pelo método de MTS. N=1.

De acordo com os resultados obtidos (Figura 14) n&o se verificaram
alteracdes relevantes na actividade mitocondrial das células de melanoma,
com a adicado de concentragdes crescentes deste PF sugerindo que as linhas
celulares de melanoma testadas se encontravam metabolicamente activas na

presenga do composto.

Uma analise microscopica das placas onde decorreu o ensaio
revelou que, de facto, as células sujeitas a qualquer concentragdo de PF A,
apresentavam um aspecto saudavel, a semelhanca das células do poco

controlo (sem adicéo de PF).

Com o PF B dissolvido em DMSO efectuaram-se ensaios usando trés
linhas celulares de melanoma, nomeadamente MNT-1, SK-MEL-30 e M8. Tal
como para o PF A, testaram-se concentracdes crescentes de PF B até a
concentragcdo maxima de 100 uM. Em todos os pogos, a percentagem de

0.15 % de DMSO foi mantida, excepto no primeiro (controlo sem DMSO).
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Figura 15 - Estudo da citotoxicidade do pré-farmaco B (X=COOCH.CH3), dissolvido em DMSO
nas linhas celulares MNT-1, SK-MEL-30 e M8, pelo método de MTS. N=1.

Neste ensaio de MTS constatou-se que as linhas celulares de
melanoma testadas ndo foram susceptiveis ao PF B, isto porque néo se
verificou um decréscimo relevante da sua actividade mitocondrial (Figura 15)

na presencga de qualquer das concentracgoes.

Contudo, uma observagao microscopica da placa, onde se realizou o
ensaio de MTS, revelou que nos pogos de maior concentragéo (entre 50 uM e
100 uM), as células tinham uma aparéncia pouco saudavel (muito
provavelmente estavam inviaveis) quando comparadas com o pogo controlo
(sem adicdo de pré-farmaco) ou com menor concentragcdo de PF B,
sugerindo a necessidade de se utilizar outro método para a avaliagdo da
citotoxicidade destes compostos, como sera discutido posteriormente na

seccgao 3.2 deste capitulo.

Com o PF C dissolvido em DMSO efectuaram-se ensaios usando
apenas a linha celular de melanoma MNT-1. A semelhanca dos ensaios de
MTS para os PFs A e B, testaram-se concentragdes crescentes de PF C até
a concentragdo maxima de 100 uM. Em todos os pogos, a percentagem de

0.05 % de DMSO foi mantida, excepto no primeiro (controlo sem DMSO).



Neste ensaio observou-se que a linha celular MNT-1 apresentou
alguma susceptibilidade ao PF C. De facto, como ilustrado na Figura 16,
houve um decréscimo da actividade mitocondrial destas células proporcional
a concentracdo de PF C, verificando-se uma diminuicdo de cerca de 15% de
viabilidade no pogo de maior concentragao (100 uM) relativamente ao pogo

controlo.
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Figura 16 - Estudo da citotoxicidade do pré-farmaco C (X=CN), dissolvido em DMSO na linha
celular MNT-1, pelo método de MTS. N=1.

3.2. Estudo da citotoxicidade dos PFs com base na determinagao das

células apoptéticas/necréticas por citometria de fluxo

Para avaliagdo do efeito citotoxico destes PFs nas células de
melanoma, o método anteriormente utilizado demonstrou ter limitagoes. O
ensaio de MTS determina se uma célula estd metabolicamente activa, sendo
esta considerada uma medida de viabilidade. No entanto, os ensaios de MTS

determinam um valor de actividade metabdlica sub-estimados, como descrito
por Wang e co-autores (2009), num estudo do efeito de farmacos anti-

proliferativos (99).

Por outro lado, estes farmacos por serem agentes alquilantes, a sua
accado consiste essencialmente, em induzir a apoptose. Como referido

anteriormente, pelo método de MTS nado se verificou indugdo de



citotoxicidade celular pelos PFs A e B nas linhas de melanoma testadas.
Porém, o exame microscopico sugeria que havia, de facto um efeito sobre as

células, dai a pertinéncia da utilizacdo de outro tipo de método.

Optou-se, entdo, por determinar a percentagem de células que
quando sujeitas aos PFs ficavam apoptoticas/necréticas, com base na
utilizagdo dos compostos fluorescentes, Anexina V e 7-AAD, cuja intensidade
pode ser determinada por citometria de fluxo (tal como explicado na secc¢éo
5.2 do Capitulo 2).

Para o ensaio de apoptose escolheram-se como concentracbes de
PF A, 50 e 100 uM (para além do pogo controlo, com 0.05 % de solvente em
meio de cultura). Nesse ensaio, a linha celular de melanoma utilizada foi a
MNT-1, uma vez que apresentou maior actividade da enzima tirosinase,

conforme foi demonstrado na Figura 13, da secgao 2 do Capitulo 3.
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Figura 17 - Estudo de citotoxicidade do pré-farmaco A (X=COCH3), dissolvido em DMSO na linha
celular MNT-1, pelo método da determinagédo da percentagem de células em apoptose.

Legenda: (0) - MNT-1 em meio de cultura sem adigdo de PF A e com 0.05 % de DMSO; (50) - MNT-
1 em meio de cultura com concentragédo de 50 uM de PF A e com 0.05 % de DMSO; (100) - MNT-1
em meio de cultura com concentragdo de 100 uM de PF A e com 0.05 % de DMSO. A série de
dados nomeada por “death” resulta da soma de percentagens das séries “early apoptotic”, “late
apoptotic” e “necrotic”, representadas na Figura 18. N=3.
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Figura 18 - Estudo de citotoxicidade do pré-farmaco A (X=COCH3), dissolvido em DMSO na linha
celular MNT-1, pelo método da determinagédo da percentagem de células em apoptose.
Legenda: (0) - MNT-1 em meio de cultura sem adigdo de PF A e com 0.05 % de DMSO; (50) - MNT-
1 em meio de cultura com concentragédo de 50 uM de PF A e com 0.05 % de DMSO; (100) - MNT-1
em meio de cultura com concentragdo de 100 uM de PF A e com 0.05 % de DMSO. N=3.

A andlise da Figura 17, indicou que houve um decréscimo de cerca
de 7.87 % e de 11.22 % de células MNT-1 viaveis para as concentragdes 50
e 100 uM, de PF A, respectivamente, em relagdo a percentagem de células

vivas no poc¢o sem PF.

Uma analise mais detalhada dos dados apresentados na Figura 17,
mostrou que o aumento das células mortas, nas concentragdes de 50 e 100
uM, corresponde principalmente a um aumento de células em apoptose tardia
(“late apoptotic”) (Figura 18). Mais precisamente, houve um aumento de
cerca de 3.68 % e de 4.47 % de células em apoptose tardia para as
concentragbes 50 e 100 uM, de PF A, respectivamente, em relagdo a

percentagem de células vivas do pogo sem PF.

Pode-se, portanto, concluir que neste caso, apesar de o ensaio de
citotoxicidade com base no método MTS sugerir que as células de melanoma
nao eram sensiveis ao PF A, os ensaios de citometria de fluxo demonstraram

que o PF A teve um efeito citotdxico sobre a viabilidade das células MNT-1,



ainda que a diferenga de viabilidade entre células nédo sujeitas e as células

sujeitas ao PF, n&o seja estatisticamente significativa.

No ensaio de apoptose escolheu-se a linha celular MNT-1 e as
concentragbes estudadas de PF foram 50 e 100 uM (para além do pogo

controlo com 0.15 % de solvente em meio de cultura) (Figura 19 e 20).
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Figura 19 - Estudo de citotoxicidade do pré-farmaco B (X=COOCH,CH3), dissolvido em DMSO na
linha celular MNT-1, pelo método da determinagédo da percentagem de células em apoptose.
Legenda: (0) - MNT-1 em meio de cultura sem adigdo de PF B e com 0.15 % de DMSO; (50) - MNT-
1 em meio de cultura com concentragédo de 50 uM de PF B e com 0.15 % de DMSO; (100) - MNT-1
em meio de cultura com concentragido de 100 uM de PF B e com 0.15 % de DMSO. A série de
dados nomeada por “death” resulta da soma de percentagens das séries “early apoptotic”, “late
apoptotic” e “necrotic”, representadas na Figura 20. N=3.



100
90 -
80
70
60
50
40
30
20

1 I
10 B — -
50

% de Células

PFB

Oviable ™ Early Apoptotic ™ Late Apoptotic Necrotic

Figura 20 - Estudo de citotoxicidade do pré-farmaco B (X=COOCH,CH3), dissolvido em DMSO na
linha celular MNT-1, pelo método da determinagéao da percentagem de células em apoptose.
Legenda: (0) - MNT-1 em meio de cultura sem adigdo de PF B e com 0.15 % de DMSO; (50) - MNT-
1 em meio de cultura com concentragédo de 50 uM de PF B e com 0.15 % de DMSO; (100) - MNT-1
em meio de cultura com concentragédo de 100 uM de PF B e com 0.15 % de DMSO. N=3.

A andlise da Figura 19, indicou que houve um decréscimo de cerca
de 17.46 % e de 21.23 % de células MNT-1 viaveis para as concentragoes 50
e 100 uM, de PF B, respectivamente, em relagdo a percentagem de células

vivas no poc¢o sem PF.

Ao aprofundar os dados apresentados na Figura 19, o aumento das
células mortas, no pogo com concentragdo de 50 uM de PF, corresponde
principalmente ao aumento de cerca de 10.77 % de células em apoptose
tardia (“late apoptotic”) (Figura 20). Por sua vez, para a concentragéo de 100
uM, o aumento foi cerca de 15.04 % e corresponde, principalmente, a células

em apoptose precoce (“early apoptotic”) (Figura 19).

Embora o método MTS nao tenha revelado qualquer efeito tdéxico do
PF B sobre as linhas de melanoma testadas, este método permite concluir
que o PF B tem, de facto, um efeito sobre a viabilidade das células MNT-1, tal
como verificado no caso do PF A. No entanto, esta diferenca de viabilidade
entre as células ndo sujeitas ao PF e as células com o PF nao é

estatisticamente significativa.



Adicionalmente, foi possivel concluir que o efeito observado do PF B

foi superior ao do PF A.

Para confirmar os resultados obtidos por MTS, procedeu-se a um
ensaio de apoptose para avaliar alteracbes na simetria e permeabilidade
membrana plasmatica, através da marcacdo com Anexina e 7-AAD,
respectivamente. Nesse estudo a linha celular utilizada foi a MNT-1 e as
concentragbes estudadas de PF foram 50 e 100 uM (para além do pogo

controlo com 0.05 % de solvente em meio de cultura) (Figuras 21 e 22).
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Figura 21 - Estudo de citotoxicidade do pré-farmaco C (X=CN), dissolvido em DMSO na linha
celular MNT-1, pelo método da determinagédo da percentagem de células em apoptose.

Legenda: (0) - MNT-1 em meio de cultura sem adigdo de PF C e com 0.05 % de DMSO; (50) - MNT-
1 em meio de cultura com concentragédo de 50 uM de PF C e com 0.05 % de DMSO; (100) - MNT-1
em meio de cultura com concentragido de 100 uM de PF C e com 0.05 % de DMSO. A série de
dados nomeada por “death” resulta da soma de percentagens das séries “early apoptotic”, “late
apoptotic” e “necrotic”, representadas na Figura 22. N=3.
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Figura 22 - Estudo de citotoxicidade do pré-farmaco C (X=CN), dissolvido em DMSO na linha
celular MNT-1, pelo método da determinagédo da percentagem de células em apoptose.
Legenda: (0) - MNT-1 em meio de cultura sem adigdo de PF C e com 0.05 % de DMSO; (50) - MNT-
1 em meio de cultura com concentragédo de 50 uM de PF C e com 0.05 % de DMSO; (100) - MNT-1
em meio de cultura com concentragédo de 100 uM de PF C e com 0.05 % de DMSO. N=3.

A observagdo dos resultados presentes na Figura 21, permitiu
constatar um decréscimo de cerca de 7.34 % e de 24.36 % de células MNT-1
viaveis para as concentragdes 50 e 100 uM, de PF C, respectivamente, em

relagéo a percentagem de células vivas no pogo sem PF.

Com a andlise detalhada da Figura 21, observou-se que o aumento
das células mortas, nas concentragcbes 50 e 100 uM, corresponde
principalmente a células em apoptose tardia (“late apoptotic”) (Figura 22).
Mais precisamente, houve um aumento de cerca de 3.65 % e de 18.02 % de
células em apoptose tardia para as concentragdes 50 e 100 uM, de PF C,

respectivamente, relativamente ao poco controlo sem PF.

Neste caso, o método MTS ja havia sugerido alguma toxicidade para
o PF C, tendo esta sido confirmada com base no método da determinacao da
apoptose por citometria de fluxo. De facto, observou-se um aumento de
células apoptéticas nas concentragdes de 50 e 100 uM de PF C, ainda que a
diferenca de viabilidade entre as células ndo sujeitas ao PF e as células com

o PF ndo seja estatisticamente significativa.
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Figura 23 - Estudo comparativo de citotoxicidade dos pré-farmacos A, B e C, dissolvidos em
DMSO na linha celular MNT-1, pelo método da determinagdao da percentagem de células em
apoptose.

Legenda: (0) - MNT-1 em meio de cultura sem adigdo de PF; (50) - MNT-1 em meio de cultura com
concentragédo de 50 uM de PF; (100) - MNT-1 em meio de cultura com concentragio de 100 uM de
PF. N=3.

Comparando o efeito citotéxico dos pré-farmacos estudados (A, B e
C) na linha celular MNT-1, pode dizer-se que o pro-farmaco que teve um

efeito superior foi o PF C, conforme ilustrado na Figura 23.

Para que o farmaco atinja o seu local alvo é necesséario que
ultrapasse varias membranas bioldgicas por difusdo passiva, processo
dependente das propriedades fisico-quimicas do farmaco, isto é, da sua
solubilidade em meio aquoso e nos lipidos. Desta forma, Monteiro (2009)
determinou para os compostos em estudo como medida de lipofilia, o
logaritmo do coeficiente de partilha em octanol/agua do composto (Log P). A
afinidade para o octanol € uma indicacao da afinidade do composto para as
membranas biolégicas enquanto que a afinidade para a agua serve de
modelo para a afinidade da molécula para a fase aquosa em contacto com a

membrana (66).



Valores extremos indicam que o composto interage em demasia com
as membranas pelo que ficara localizado na primeira camada lipidica com a
qual entra em contacto e ndo sera capaz de atravessar a fase aquosa. A
medida de P se aproxima de zero, a molécula ira ser tdo soluvel em agua que
sera incapaz de atravessar a fase lipidica e ficara retida na fase aquosa. E
desejavel valores de Log P proximos de 2, como valor de lipofilia em que se

observara melhor absorgéo dos farmacos (66).

Os valores obtidos de Log P para os pré-farmacos usados nestes

estudo estdo sumariados na Tabela 7.

Tabela 7 - Valores de Log P dos PF A, B e C (in (66))
PF Log Pexp

A 2.33%0.020
B 296 *0.022
C 214 %0.095

Dos trés compostos, o PF C foi o que apresentou um valor de log P
mais proximo de 2, pelo que este possui uma melhor correlacdo de
lipofilia/hidrofilia. O PF B apresenta um valor de log P superior relativamente
aos restantes, o0 que significa que este composto apresenta um
comportamento mais lipofilico. Desta forma, consegue-se explicar porque é
que pro-farmacos estruturalmente semelhantes obtiveram resultados
citotdoxicos diferentes. Uma vez que, o PF C foi o que obteve melhor
correlagdo de lipofilia/hidrofilia sera, por isso, melhor absorvido, e,
consequentemente, maior quantidade de pré-farmaco sera disponibilizado a

tirosinase reflectindo-se num efeito anti-tumoral mais efectivo.



3.3. Sensibilidade das linhas celulares de melanoma ao PF C, tendo

em conta o nivel de expressao da enzima tirosinase.

Da avaliacdo do padrao de expressao da actividade tirosinasica das
diferentes linhas celulares de melanoma utilizadas neste estudo, concluiu-se
que a linha celular MNT-1 era a que apresentava maior nivel de actividade
enzimatica. A linha celular SK-MEL-30 apresentou actividade tirosinasica
intermédia e a linha celular M8, nenhuma actividade. Deste modo, com as
linhas celulares cujos niveis de actividade tirosinasica s&o variados foi
possivel avaliar se a acgao toxica destes PFs, especificamente do PF C, é

dependente do nivel de actividade desta enzima na célula.

Neste sentido, as diferentes linhas celulares de melanoma foram
sujeitas ao tratamento com 50 e 100 uM de PF C (para além do pogo
controlo, com 0.05 % de solvente em meio de cultura), tal como descrito
anteriormente, e a susceptibilidade da cada linha foi avaliada com base na
determinagcdo da percentagem de células apoptéticas/necroticas, por

citometria de fluxo.

No ensaio representado abaixo, a linha celular utilizada foi a MNT-1,

cuja expressao da enzima tirosinase é elevada (Figura 24).
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Figura 24 - Estudo de citotoxicidade do pré-farmaco C (X=CN), dissolvido em DMSO na linha
celular MNT-1, pelo método da determinagédo da percentagem de células em apoptose.

Legenda: (0) - MNT-1 em meio de cultura sem adigdo de PF C e com 0.05 % de DMSO; (50) - MNT-
1 em meio de cultura com concentragédo de 50 uM de PF C e com 0.05 % de DMSO; (100) - MNT-1
em meio de cultura com concentragido de 100 uM de PF C e com 0.05 % de DMSO. A série de
dados nomeada por “death” resulta da soma de percentagens das séries “early apoptotic”, “late
apoptotic” e “necrotic”, representadas em anexo na Figura 38. N=4. Valores estatisticamente
significativos: * significa que p<0.05, ** significa que p<0.01 e *** significa que p<0.0001.

Através da analise da Figura 24 e com dados apresentados na tabela
abaixo (Tabela 8), observou-se um decréscimo de cerca de 5.5 % e de 9.89
% de células MNT-1 viaveis para as concentragdes 50 e 100 uM, de PF C,
respectivamente, em relagdo a percentagem de células vivas no pogo sem

PF.

Tabela 8 - Valores das percentagens de células viaveis e mortas da linha celular MNT-1, apés o
tratamento com 50 e 100 uM de PF C.

% de Células Viaveis % de Células Mortas
Concentracéo de PF (LM)

e Desvio Padrao e Desvio Padrao
0 83.478 +4.120 16.523 £ 4.120
50 77.983 +4.775 22.018 £ 4.775
100 73.593 +4.374 26.415 + 4.377

Deste modo, pode-se concluir que neste caso, com a determinagao
da apoptose por citometria de fluxo, o PF C teve um ligeiro efeito sobre a
viabilidade das células MNT-1, e essa a diferenga de viabilidade entre células
ndo sujeitas ao PF e as células com o PF é estatisticamente significativa

(conforme representado na Figura 24).

De um modo geral, foram observadas diferencas estatisticamente
significativas, na viabilidade entre as células ndo tratadas e as células
tratadas com 50 uM e 100 uM de PF (p<0.01 e p<0.001, respectivamente).
Quanto a diferenga observada entre as células sujeitas com 50 uM de PF C e
as células sujeitas com 100 uM foi, também, estatisticamente significativa
(p<0.05)



A semelhanca do ensaio anterior sujeitou-se a linha celular de
melanoma SK-MEL-30, com expressao intermédia da enzima tirosinase, ao

tratamento com o PF C (Figura 25).
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Figura 25 - Estudo de citotoxicidade do pré-farmaco C (X=CN), dissolvido em DMSO na linha
celular SK-MEL-30, pelo método da determinagao da percentagem de células em apoptose.

Legenda: (0) - SK-MEL-30 em meio de cultura sem adigdo de PF C e com 0.05 % de DMSO; (50) -
SK-MEL-30 em meio de cultura com concentragdo de 50 uM de PF C e com 0.05 % de DMSO;
(100) - SK-MEL-30 em meio de cultura com concentragao de 100 uM de PF C e com 0.05 % de
DMSO. A série de dados nomeada por “death” resulta da soma de percentagens das séries
“early apoptotic”, “late apoptotic” e “necrotic”’, representadas em anexo na Figura 39. N=4.

Valores estatisticamente significativos: * significa que p<0.05.

A analise da Figura 25 e da Tabela 9, demonstrou um decréscimo de
cerca de 10.41 % e de 12.47 % de células SK-MEL-30 viaveis para as
concentragbes 50 e 100 uM, de PF C, respectivamente, em relagdo a

percentagem de células vivas no pogo sem PF.

Tabela 9 - Valores das percentagens de células viaveis e mortas da linha celular SK-MEL-30,
apos o tratamento com 50 e 100 uM de PF C.

Concentracdo de PF (WM) % de Células Viaveis % de Células Mortas

0 87.810 = 1.529 12.190 * 1.529
50 77.400 + 3.882 22.600 £ 3.882
100 75.340 + 4.354 24.660 + 4.354




Pode-se concluir, portanto, que neste caso, com a determinacao da
apoptose por citometria de fluxo, o PF C, tal como na linha MNT-1, teve um
ligeiro efeito sobre a viabilidade das células SK-MEL-30, e essa a diferenca
de viabilidade entre células n&o sujeitas ao PF e as células com o PF é
estatisticamente significativa (conforme representado na Figura 25).
Especificamente, as diferencas observadas entre a viabilidade entre as
células nao sujeitas ao PF e as células sujeitas as concentracdes de 50 e 100

uM, foram igualmente estatisticamente significativas (p<0.01).

Contudo, o efeito do PF C nas células SK-MEL-30 foi
percentualmente superior ao observado nas células MNT-1. Este resultado foi
contrario ao que se esperava, na medida, em que estas duas linhas celulares
possuem padrdes de tirosinase diferentes, pelo que era expectavel que o
efeito citotdéxico na linha celular SK-MEL-30 fosse inferior ao observado na

linha celular MNT-1, esta observacao sera discutida posteriormente.

No ensaio representado em seguida, a linha celular utilizada foi a

linha celular de melanoma M8 (Figura 26).
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Figura 26 - Estudo de citotoxicidade do pré-farmaco C (X=CN), dissolvido em DMSO na linha
celular M8, pelo método da determinagao da percentagem de células em apoptose.



Legenda: (0) - M8 em meio de cultura sem adigdo de PF C e com 0.05 % de DMSO; (50) - M8 em
meio de cultura com concentragio de 50 uM de PF C e com 0.05 % de DMSO; (100) - M8 em meio
de cultura com concentragdo de 100 uM de PF C e com 0.05 % de DMSO. A série de dados
nomeada por “death” resulta da soma de percentagens das séries “early apoptotic”, “late
apoptotic” e “necrotic”, representadas em anexo na Figura 40. N=4. Valores estatisticamente
significativos: ** significa que p<0.01.

A andlise da Figura 26, indicou que ndo houve um decréscimo
relevante de células M8 viaveis nas concentragdes 50 e 100 uM, de PF C,
respectivamente, em relagdo a percentagem de células vivas no pogo sem
PF.

Tabela 10 - Valores das percentagens de células viaveis e mortas da linha celular M8, apés o
tratamento com 50 e 100 uM de PF C.

Concentracdo de PF (WM) % de Células Viaveis % de Células Mortas

0 91.610 £ 1.843 8.390 £ 1.843
50 90.850 £ 1.152 9.150 £ 1.152
100 89.105 £ 1.597 10.895 * 1.597

Os resultados obtidos para as células tratadas com o PF C
(concentragao de 100 uM) foram estatisticamente significativos relativamente
ao pogo controlo sem pro-farmaco (Figura 28). A diferenga observada entre a
viabilidade das células nédo sujeitas ao PF e as células sujeitas a

concentracédo de 100 uM de PF C, foi estatisticamente significativa (p<0.01).

Assim, pode-se concluir que o pré-farmaco em estudo (PF C) é
selectivo, na medida, em que ndo foi observado qualquer efeito na linha

celular de melanoma M8.
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Figura 27 - Estudo comparativo de citotoxicidade do pré-farmaco C, dissolvido em DMSO nas
linhas celulares MNT-1, SK-MEL-30, M8, pelo método da determinagdo da percentagem de
células em apoptose.
Legenda: (0) - células em meio de cultura sem adigdo de PF; (50) - células em meio de cultura
com concentragdo de 50 uM de PF C; (100) - células em meio de cultura com concentragédo de
100 uM de PF C. N=4.

Comparando o efeito toxico do pro-farmaco estudado (PF C) nas
linhas celulares utilizadas, conforme ilustrado na Figura 30, pode-se sugerir
que a citotoxicidade do pro-farmaco foi eficaz nas linhas celulares com valor
intermédio e alto de actividade tirosinasica. Tal como referido anteriormente,
nao se verificaram diferengas na viabilidade entre as células n&o sujeitas ao
PF C e as células com PF C, na linha celular de melanoma M8. Este facto
sugere que a citotoxicidade deste PF esta relacionada com a actividade da

tirosinase.

Embora o efeito citotoxico do PF C ndo aparente ser dependente da
quantidade de tirosinase activa, estes resultados sugerem que esta tem que
estar presente para que o farmaco seja libertado, e exerga a sua acgdo como
agente alquilante, conduzindo a apoptose. Portanto, estes resultados séo
interessantes na medida em que sugerem que estamos na presenca de PFs

promissores relativamente a sua especificidade.



Com os resultados obtidos na determinacdo da apoptose das células
de melanoma resultante do tratamento com o PF C, varias podem ser as
explicagbes para as diferengas observadas no efeito citotdéxico entre as
células de melanoma SK-MEL-30 e MNT-1, como por exemplo: a influéncia
da proliferacdo celular e da fase do ciclo celular, em que as células se
encontram quando sujeitas ao tratamento com os agentes anti-tumorais. Por
outro lado, as origens genéticas das duas linhas celulares, presumivelmente
diferentes, podem influenciar o sucesso do tratamento, na medida em que
possivelmente ja existem mecanismos de resisténcia intrinsecos a estes proé-

farmacos.

Assim, tendo em conta que o tipo de crescimento das linhas celulares
de melanoma MNT-1 e SK-MEL-30 era diferente, coloca-se a hipotese de
que as taxas de proliferagcao celular estejam envolvidas na susceptibilidade
das linhas celulares ao tratamento com estes farmacos. Durante a
manutengao das culturas celulares foi notado que a linha celular SK-MEL-30,
relativamente a linha celular MNT-1, apresenta taxas de proliferacao
ligeiramente superiores, ou seja, estas células de melanoma atingem mais

rapidamente estados de confluéncia.

Valeriote e co-autores (1975) afirmam que na sua generalidade, as
células em proliferagdo sdo mais sensiveis aos agentes anti-tumorais do que
as células nao proliferativas (100). Além disto, varias tém sido as evidéncias
publicadas que sugerem que alteragdes no controlo quer do ciclo celular quer
da apoptose, tém como consequéncia o desenvolvimento de resisténcia ao
tratamento com agentes citotoxicos (101; 102). Wilson e co-autores (1997)
referem que essas alteracdes nas vias do ciclo celular tém consequéncias na
proliferagdo celular (103). Como exemplo, a supressao do efeito potenciador
de apoptose, provocada pela desregulagao de c-myc, via p53 e bcl-2, induz a
expressao de um sinal de proliferagcao (104; 105). Portanto, essas alteragoes
da proliferacdo tém um impacto significativo na sensibilidade das células

tumorais a quimioterapia, como demonstrado in vitro (106; 100; 107).



Por isto, o facto da linha SK-MEL-30 evidenciar taxas de proliferacéo
superiores as da MNT-1, sugere que a maior susceptibilidade citotoxica desta
linha, perante o tratamento com o PF C, podera estar relacionada com a sua
taxa de proliferacdo. Este facto ndo corroborou o que varios autores tém
proposto sobre a influéncia da proliferacao celular na resisténcia das células

tumorais ao tratamento.

Todavia, a fase do ciclo celular em que as células se encontram,
também é critica para o sucesso do tratamento. Estudos com a cistaplatina,
farmaco igualmente pertencente a classe dos agentes alquilantes, referem
que as células sdo mais sensiveis a este farmaco, na fase G1 do ciclo celular
e antes de entrar na fase S (sintese de DNA). A entrada na fase S reduz

significativamente a susceptibilidade ao tratamento.

Por outro lado, estes resultados experimentais podem resultar da
diferente origem genética destas duas linhas celulares de melanoma.
Poderemos inferir que, apesar da linha MNT-1 possuir maior actividade
tirosinasica, ja existem mecanismos de resisténcia, tal como a diminuigéo da
concentracdo intracelular do farmaco, pelo aumento de expressdo de
transportadores de membrana, designados por glicoproteina P (108). No
caso do melanoma maligno, as resisténcias ao tratamento estédo
frequentemente associadas a enzima Og-alquilguanina-DNA-alquiltransferase
(OGAT). Como referido na secgéo 3.1.1 do Capitulo 1, os triazenos induzem
a formacao de aductos de DNA, sendo a Og-alquilguanina a principal lesédo
citotdoxica. Geralmente, como consequéncia destas alteracdes, procede-se a
sua reparac¢ao, mediada pela enzima OGAT. Apds esta reparacao, as células
afectadas apresentam saturacdo, até uma nova sintese de moléculas da

enzima reparadora (63; 64).

Os niveis elevados de actividade de OGAT s&o o principal elemento
responsavel pela resisténcia a estes farmacos. Apesar de ter sido
demonstrado por Lacal e co-autores (1996), que os triazenos tém capacidade

para inactivar a enzima OGAT, a linha celular de melanoma MNT-1 pode ter



maior expressao que a linha celular SK-MEL-30. Desta forma, conseguimos
explicar que o efeito citotoxico observado nao depende apenas da actividade
tirosinasica mas também, provavelmente, da origem genética das linhas
celulares. Por este facto, se a linha MNT-1 apresentar maior expressao de

OGAT, maior sera a resisténcia ao tratamento com os triazenos (63; 64).

3.4. Sensibilidade das linhas celulares de melanoma ao

Temozolomide.

Com os resultados obtidos até entdo, tornou-se relevante determinar
se o efeito do pro-farmaco C, através da aplicagdo no sistema MDEPT, é
mais eficaz e selectivo que o temozolomide (TMZ). Teoricamente, o TMZ ira
afectar as linhas celulares de melanoma, independentemente do seu nivel de
expressao tirosinasica, uma vez que, o seu monometiltriazeno (MMT) é

libertado por hidrélise quimica.

Para esta avaliagao do efeito citotéxico do TMZ, seguiu-se a mesma
estratégia utilizada para o PF C, nomeadamente a determinagdo da
percentagem de células apoptoticas por citometria de fluxo. Para o ensaio de
apoptose escolheram-se como concentragées de TMZ, 50 e 100 uM (para
além do pogo controlo, com 0.1 % de solvente em meio de cultura), tal como
efectuado no ensaio para avaliacdo da citotoxicidade do PF C. Para este
ensaio, utilizaram-se as mesmas linhas celulares de melanoma, MNT-1, SK-
MEL-30 e M8.
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Figura 28 - Estudo de citotoxicidade do pro-farmaco TMZ, dissolvido em DMSO na linha celular
MNT-1, pelo método da determinagédo da percentagem de células em apoptose.

Legenda: (0) - MNT-1 em meio de cultura sem adigdo de TMZ e com 0.1 % de DMSO; (50) - MNT-1
em meio de cultura com concentragao de 50 uM de TMZ e com 0.1 % de DMSO; (100) - MNT-1 em
meio de cultura com concentragdo de 100 uM de TMZ e com 0.1 % de DMSO. A série de dados
nomeada por “death” resulta da soma de percentagens das séries “early apoptotic”, “late
apoptotic” e “necrotic”, que nao estao representadas. N=2.

A analise da Figura 28, representativa do ensaio de citotoxicidade do
TMZ com a linha celular MNT-1, indicou para as mesmas concentracdées um
decréscimo de cerca de 0.24 % e de 1.55 % de células MNT-1 viaveis para
as concentragdes de 50 e 100 uM, de PF C, respectivamente, em relagéo a

percentagem de células vivas no pogo sem PF.
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Figura 29 - Estudo de citotoxicidade do pro-farmaco TMZ, dissolvido em DMSO na linha celular
SK-MEL-30, pelo método da determinacao da percentagem de células em apoptose.

Legenda: (0) - SK-MEL-30 em meio de cultura sem adigdo de TMZ e com 0.1 % de DMSO; (50) -
SK-MEL-30 em meio de cultura com concentragido de 50 uM de TMZ e com 0.1 % de DMSO; (100)



- SK-MEL-30 em meio de cultura com concentragédo de 100 uM de TMZ e com 0.1 % de DMSO. A
série de dados nomeada por “death” resulta da soma de percentagens das séries “early
apoptotic”, “late apoptotic” e “necrotic”, que nao estao representadas. N=2.

Por sua vez, a andlise da Figura 29, que ilustra o efeito anti-tumoral
na linha SK-MEL-30, indicou que houve um decréscimo de cerca de 1.74 % e
de 5.90 % de células SK-MEL-30 viaveis para as concentragdes 50 e 100 uM,
de PF C, respectivamente, em relagdo a percentagem de células vivas no

poco sem PF.
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Figura 30 - Estudo de citotoxicidade do pro-farmaco TMZ, dissolvido em DMSO na linha celular
M8, pelo método da determinacao da percentagem de células em apoptose.

Legenda: (0) - M8 em meio de cultura sem adigdo de TMZ e com 0.1 % de DMSO; (50) - M8 em
meio de cultura com concentragdao de 50 pM de TMZ e com 0.1 % de DMSO; (100) - M8 em meio
de cultura com concentragdo de 100 puM de TMZ e com 0.1 % de DMSO. A série de dados
nomeada por “death” resulta da soma de percentagens das séries “early apoptotic”, “late
apoptotic” e “necrotic”, que nao estao representadas. N=2.

A observagao da Figura 30, demonstrou um decréscimo de cerca de
3.74 % e de 12.48 % de células M8 viaveis para as concentragcdes 50 e 100
uM, de PF C, respectivamente, em relagdo a percentagem de células vivas

no pogo sem PF.
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Figura 31 - Estudo comparativo de citotoxicidade do pro-farmaco TMZ, dissolvido em DMSO nas
linhas celulares MNT-1, SK-MEL-30, M8, pelo método da determinagdo da percentagem de
células em apoptose.
Legenda: (0) - células em meio de cultura sem adigdo de TMZ; (50) - células em meio de cultura
com concentragdo de 50 uM de TMZ; (100) - células em meio de cultura com concentragio de
100 uM de TMZ. N=2.

Na comparagao da acg¢ao do pro-farmaco TMZ nas diferentes linhas
celulares, ilustrada na Figura 31, pode dizer-se que este pré-farmaco
apresentou efeito citotdéxico na linha celular M8, enquanto que na linha celular
MNT-1, o efeito observado nao se considera relevante. Relativamente a linha
celular SK-MEL-30, também se verificou um efeito citotdéxico, embora este
seja inferior ao determinado na linha celular M8. A acgéo citotoxica deste ndo
se correlaciona com a actividade da enzima tirosinase, tal como seria de

esperar.

Com base nas Figuras 27 e 31, podemos comparar os resultados
obtidos apo6s o tratamento das diferentes linhas celulares com o PF C e o
TMZ. Desta forma, é possivel afirmar que o pré-farmaco C € notoriamente
mais eficaz contra as células de melanoma que tém actividade enzimatica,
induzindo, nestas células, uma maior perda de viabilidade. Por exemplo, na
linha celular MNT-1, 100 uM de PF C conduz a um aumento de 9.89 % de
células mortas, enquanto que a mesma concentracdo de TMZ conduz a 1.55

%, em relagao a percentagem de células mortas no pogo sem PF.



A linha celular MNT-1 apresentou uma maior resisténcia ao
tratamento. Mais uma vez, a sensibilidade das células de melanoma pode
estar associada aos niveis de expressao, presumivelmente diferentes, de
OGAT (63). Contudo, o efeito citotoxico observado foi inferior ao obtido pelo
PF C. Esta observagcdo, € de grande importdncia uma vez que o
direccionamento do farmaco, através da sua ligagdo ao aminoacido
transportador especifico da tirosinase (a tirosina), torna a terapéutica com os

triazenos mais eficaz.
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4. ESTUDO DE HIDROLISE ENZIMATICA DOS PRO-FARMACOS

Posteriormente aos estudos de citotoxicidade em linhas celulares de
melanoma, tornou-se pertinente avaliar a hidrélise dos PFs em lisados de

linhas celulares de melanoma.

Os N-acetil-L-tirosina-MMT quando presentes a enzima tirosinase,
por hidrolise enzimatica, transformam-se nos seus MMTs correspondentes
(monometiltriazenos). Todavia, em tampéao fosfato, o MMT decompde-se, por

hidrdlise quimica, na respectiva amina aromatica.

Por isto, com este ensaio pretendeu-se confirmar se, de facto, ha
clivagem do pro-farmaco e, consequentemente, libertagdo do farmaco activo
(MMT), por acgao enzimatica. Por outro lado, inferir também se o aminoacido

L-tirosina (acoplado ao triazeno) € um bom substrato da tirosinase.

Uma vez realizados os estudos de estabilidade do PF, na presenca
de extractos proteicos, sera possivel através destes ensaios verificar a

aplicabilidade dos pré-farmacos sintetizados na metodologia MDEPT.

As reaccdes foram monitorizadas por HPLC, onde se acompanhou o
desaparecimento do substrato (o PF) e o aparecimento dos respectivos

produtos da reac¢éo (o MMT e a amina).

A identificacdo dos produtos foi realizada através da comparagao dos
seus tempos de retengdo com os tempos de retengdo dos padrbes (pro-
farmaco, o MMT e a amina), previamente injectados. Os cromatogramas dos
padroes e respectivos tempos de retencao, estdo representados na seccéo 3

dos Anexos.

Neste ensaio foram utilizados lisados celulares, obtidos como
descrito na secgao 2.1 do Capitulo 2, das duas linhas celulares de
melanoma, MNT-1 e M8, sendo esta ultima utilizada como controlo de

actividade tirosinasica.

Determinaram-se os valores das constantes de velocidade de pseudo

12 ordem, Kqps, para a hidrélise do PF C em tampéo fosfato, a 37°C frente as



enzimas existentes (como a tirosinase) no lisado da linha celular de
melanoma MNT-1. O mesmo procedimento foi efectuado com a linha celular

M8 sem actividade tirosinasica.

De seguida, esta representado graficamente a relaco de Ln (Area do
pico obtido de PF C) versus o Tempo de reacgao (em horas), obtidos com os
ensaios efectuados com o PF C, na presenca de dois lisados de diferentes
linhas celulares de melanoma (Figuras 32 e 33). A area do pico de PF obtido

durante a reaccao é proporcional a quantidade de PF, que passa no detector.
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Figura 32 - Representagao grafica do estudo de hidrélise enzimatica do PF C, no lisado da linha
celular MNT-1, em tampao fosfato pH 7.4, 0.01 M, a 37°C. N=1.
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Figura 33 - Representagao grafica do estudo de hidrdlise enzimatica do PF C, no lisado da linha
celular M8, em tampao fosfato pH 7.4, 0.01 M, a 37°C. N=1.
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Figura 34 - Representacao grafica da relagdo existente entre o PF C e a Amina correspondente
durante o estudo de hidrélise enzimatica, no lisado da linha celular MNT-1, em tampao fosfato
pH 7.4, 0,01 M, a 37°C. N=1.
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Figura 35 - Representacao grafica da relagdo existente entre o PF C e a Amina correspondente
durante o estudo de hidrélise enzimatica, no lisado da linha celular M8, em tampao fosfato pH
7.4,0,01 M, a 37°C. N=1.

Deste modo, analisando-se os resultados anteriores (Figuras 34 e
35), verificou-se que existe uma relagéo inversa entre os dois componentes

(PF e amina correspondente).
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Pela observagédo das Figuras 32 a 35 e ainda, dos cromatogramas
(representados na secgédo 3 dos Anexos), verificou-se a diminuigdo da area
do pico relativo ao pro-farmaco, ou seja, houve diminuicdo da sua
concentracdo. Por outro lado, a area do pico da amina aumentou

proporcionalmente a sua concentracdo, a medida que a reacg¢ao decorreu.

No caso do MMT, nao foi possivel visualizar o seu aparecimento por
esta técnica, uma vez que, este se decompds de imediato, na respectiva
amina. Apesar de ndo se conseguir quantificar, teoricamente, seria de
esperar que o MMT, numa fase inicial, tendesse a aumentar e diminuindo

posteriormente, dando origem a amina correspondente.

Os valores das constantes de velocidade foram determinados a partir
dos graficos de In (Area do pico) em fungéo do tempo (t), de acordo com a

seguinte equacgao: In (Area)=-Kops.t

Os valores de semi-vidas, isto €, o tempo necessario para que a
concentragdo (area) se reduza a metade, foram calculados segundo a

equacéo seguinte: t12=In(2)/Kobs

Os resultados obtidos de Kqps € t12 estdo apresentados na tabela
abaixo (Tabela 11).

Tabela 11 - Valores das constantes de velocidade observadas e respectivos valores de tempo de
semi-vida do PF C, em tampao fosfato pH 7.4, a 37°C, nos lisados das linhas celulares MNT-1 e
M8. N=1.

Lisado Kobs ti2

MNT-1  0.0163 43

M8 0.0204 34

Legenda: Kops €M M'1h'1; t12 esta representado em horas.
Analisando os valores obtidos, representados na Tabela 11, é
possivel verificar que os valores de ty, obtidos, para os dois lisados das

linhas celulares de melanoma, sdo semelhantes entre si.

A utilizagao do lisado da linha celular de melanoma M8, foi pertinente

para o controlo deste ensaio porque assim, avaliou-se se as constantes de



velocidade e o tempo de semi-vida eram dependentes de uma enzima,

possivelmente da tirosinase.

No lisado da linha celular M8, o valor da constante de velocidade
obtido neste ensaio, foi igual ao determinado em tampéao fosfato por Monteiro
(2009), com o valor de 0.0162 M' h™. Por isto, o tempo de semi-vida
calculado por Monteiro (2009) foi, também, de 43 horas (66). Estes valores
eram expectaveis, por nao existir neste lisado celular qualquer influéncia da
tirosinase, na clivagem do PF, sendo a libertacdo do seu MMT desencadeada

pela sua permanéncia em tampao, ou seja, pelo pH deste.

Na linha celular MNT-1 era esperado que houvesse uma diminuicido
do tempo de semi-vida relativamente ao determinado por Monteiro (2009),
nos ensaios em tampao fosfato, contudo, estes foram superiores ao
esperado. O valor obtido deveria ser semelhante ao do ensaio de hidrdlise na
presenca da tirosinase de cogumelo, cujos valores da constante de
velocidade e tempo de semi-vida foram de 0.5724 M h” e 1,23 horas,

respectivamente (66).

Em suma, como os resultados obtidos da constante de velocidade e
tempo de semi-vida, para o lisado da linha MNT-1, foram semelhantes aos
dos estudos de hidrélise do mesmo composto em tampao fosfato. Conclui-se,
que apenas houve hidrélise quimica e ndo, como seria de esperar, hidrolise

enzimatica.

No entanto, € de realcar que em lisados das linhas celulares de
melanoma, a quantidade de unidades da tirosinase € muito inferior,
relativamente as unidades da tirosinase de cogumelo comercial, utilizadas
por Monteiro (2009) (66). Por isto, a quantidade do MMT (ou da amina
correspondente) resultante da degradagéo enzimatica pela tirosinase, néo foi

detectavel por esta técnica.

Estes resultados foram, portanto, inconclusivos, relativamente a
accao da enzima tirosinase na decomposicao do PF. Deste modo, mais

estudos serdo necessarios para confirmar a aplicabilidade como pro-
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CAPIiTULO 4. CONCLUSAO

Neste trabalho foram sintetizados e caracterizados
espectroscopicamente os pré-farmacos, para aplicagdo na abordagem
MDEPT.

O esquema reaccional inicialmente proposto para obteng¢ao dos PFs
demonstrou ser adequado a sintese destes compostos. Contudo, a sintese
alternativa com o acoplador peptidico TBTU associado ao uso do MW
demonstrou ser muito mais rentavel, ndo pela obtencdo de maiores

quantidades de composto mas sim, pela redug¢ao do tempo de sintese.

Os estudos de citotoxicidade em linhas celulares de melanoma,
possibilitaram a avaliacdo do efeito anti-tumoral dos PFs sintetizados,
nomeadamente PF A, B e C. Dos trés PFs avaliados, concluiu-se que o PF C
foi o que obteve melhores resultados nos ensaios de determinacéo de células
apoptoticas/necroéticas na linha celular MNT-1, uma vez que, foi determinada
uma maior percentagem de células mortas relativamente a percentagem de

células viaveis.

Nos ensaios seguintes, aprofundou-se o estudo do efeito anti-tumoral
do PF C em diferentes linhas celulares de melanoma, cuja actividade

enzimatica da tirosinase foi determinada.

Analisando os resultados obtidos, observou-se que houve um efeito
significativo nas linhas com padrdes de expressao de tirosinase intermédio e
alto. Ao contrario do que seria esperado, o efeito observado na linha celular
com maior actividade tirosinasica (MNT-1) foi ligeiramente inferior ao
observado na linha celular SK-MEL-30, com expressado intermédia da
tirosinase. Estes resultados sugerem que o efeito anti-tumoral dos PFs pode
ser influenciado por outros factores inerentes a expressio de tirosinase. Tais
como, a influéncia da proliferacao celular e da fase do ciclo celular, em que
as células se encontram quando sujeitas ao tratamento com os agentes anti-

tumorais. Por outro lado, as origens genéticas das duas linhas celulares,



presumivelmente diferentes, podem ter influenciado o sucesso do tratamento,

pela existéncia de mecanismos de resisténcia.

Como era expectavel na linha celular de melanoma sem actividade
(M8), ndo se observaram diferencas na viabilidade entre as células nao

sujeitas ao PF e as células com o PF.

Os ensaios de citotoxicidade com o TMZ, permitiram-nos inferir sobre
a especificidade do PF C, na medida que estes dois compostos possuem o
mesmo agente citotdxico, variando apenas no seu mecanismo de activagao.
O TMZ é activado pelo pH, enquanto que, os PFs em estudo necessitam de

activacao enzimatica.

Analisando os resultados com os dois agentes, podemos concluir que
o efeito do PF C foi especifico da tirosinase, embora este ndo tenha sido
proporcional. Como seria de esperar, o TMZ teve um efeito inespecifico, ndo
dependente de tirosinase, pelo que afectou relevantemente a viabilidade da
linha celular de melanoma M8. A linha celular MNT-1 apresentou uma maior
resisténcia ao tratamento. Contudo, o efeito citotoxico observado nesta linha
foi inferior ao obtido pelo PF C. Esta observacgéo, € de grande importancia,
uma vez que o direccionamento do farmaco, através da sua ligagdo ao
aminoacido transportador especifico da tirosinase (a tirosina), torna a

terapéutica com os triazenos mais eficaz.

Para terminar este estudo, foram realizados ensaios de hidrdlise
enzimatica do PF em lisados de linhas celulares de melanoma. No entanto,
mais ensaios serdo necessarios para esclarecer se, de facto, houve
influéncia enzimatica, nomeadamente da tirosinase, na activacao destes proé-

farmacos.

Como conclusao geral, os resultados obtidos sugerem-nos que estes

PFs constituem potenciais agentes na terapéutica do melanoma.
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ANEXOS

1. GRAFICOS

DA PERCENTAGEM DE CELULAS

APOPTOTICAS/NECROTICAS DO ESTUDO DA SENSIBILIDADE DAS
LINHAS CELULARES DE MELANOMA AO PF C
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Figura 36 - Estudo de citotoxicidade do pré-farmaco C (X=CN), dissolvido em DMSO na linha
celular MNT-1, pelo método da determinagédo da percentagem de células em apoptose.
Legenda: (0) - MNT-1 em meio de cultura sem adigido de PF C e com 0.05 % de DMSO; (50) - MNT-
1 em meio de cultura com concentragédo de 50 uM de PF C e com 0.05 % de DMSO; (100) - MNT-1
em meio de cultura com concentracdo de 100 uM de PF C e com 0.05 % de DMSO. N=4.
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Figura 37 - Estudo de citotoxicidade do pré-farmaco C (X=CN), dissolvido em DMSO na linha
celular SK-MEL-30, pelo método da determinagao da percentagem de células em apoptose.
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Legenda: (0) - SK-MEL-30 em meio de cultura sem adigdo de PF C e com 0.05 % de DMSO; (50) -
SK-MEL-30 em meio de cultura com concentragdo de 50 uM de PF C e com 0.05 % de DMSO;
(100) - SK-MEL-30 em meio de cultura com concentragao de 100 uM de PF C e com 0.05 % de
DMSO. N=4.
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Figura 38 - Estudo de citotoxicidade do pré-farmaco C (X=CN), dissolvido em DMSO na linha
celular M8, pelo método da determinagao da percentagem de células em apoptose.

Legenda: (0) - M8 em meio de cultura sem adigdo de PF C e com 0.05 % de DMSO; (50) - M8 em
meio de cultura com concentragio de 50 uM de PF C e com 0.05 % de DMSO; (100) - M8 em meio
de cultura com concentragdo de 100 uM de PF C e com 0.05 % de DMSO. N=4.
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Pré-farmaco A com o substituinte COCH;
"H-RMN
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2.2. Pro-farmaco C com o substituinte CN

H-RMN

& OO TFNOOEENN TTNWE 020 OO TWOWSMMe DO
W «wr NN A0WOWDOMUDNM OO 2 w49 NOOWaTMAOMOMmoO™
v—4 mmmmmmmmmmmm -n-n-n-n mmmmmmmmmmmmmmm
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

T T T T T D T T l T
11 10 9 8 i 6 5 4 2 Ppm

7

g & EE @& @ fﬂH 3Els

re § & o~ i 5 l- Pt o~ m oo
oo ool o i —“- > -y P05 - -

Il W7 |

- —1

LM T Jhds

T T T T T T T T T T T
3.5 3.4 33 3.2 31 3.0 2.9 2.8 2.7 2.6 2.5 2.¢ 2.3 2.2 2.1 2 a 1. ’ 1.8 1.1

o AR SN hy

Joana Freitas de Almeida 115



Estudo do efeito anti-tumoral dos pro-farmacos de triazenos em linhas celulares
de melanoma

ne

- " " " N vne
0 .o o e ® 0wm oo
- nn L oo w nn nae
o L) @ ©r ~ we nwan
1

__.._
—c -
— J
e
 Giom
——= ot
Sl
—

——

=

= = pre
= @ 25
s = g3 2
: ‘ 1 S 2
- R St :
- - S = N - =
| l | |
|
! |
[
|
| 1
] |
' |
| |
| I
| |
|
| |
|
| I
1
190 180 170 160 is0 140 1310 120 110 100 20 a0 70 &0 S0 40 3o 20 ppm

116 Joana Freitas de Almeida



Estudo do efeito anti-tumoral dos pro-farmacos de triazenos em linhas celulares
de melanoma

vV

60
55

50 4 |

C -

4 : l ‘ k
5 36246 2026,52 . 1008,10 S
3501,01 il

40 (il 1208,41358 v
3026gkb, 14 | s

35

3 e 3w~ -

|
J 119772
30 2249 43 157812

| 2028,10 138433

25 / 1402.#1

3188 47 1248 69

003D -~~~

- 332733 1515,28

15 | 338591 '

| 1465,23 108144

163412
10 1702,07

4000 3000 2000 1000 500

Wavenumbers (cm-1)

3. CROMATOGRAMAS DE HPLC

3.1. Padroes de Pro-farmaco C, MMT-CN e Amina

Amina
O tempo de retencéo do padrao da amina foi de 2.32 minutos
MMT-CN

;-\

[\

O tempo de retengéo do padrao do MMT do PF em estudo foi de 8.25
minutos
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O tempo de retencdo do padrdo do PF em estudo foi de 11.88

minutos

3.2. Pré-farmaco C no lisado da linha celular MNT -1

BN

Observacdo de dois picos: o pico correspondente ao MMT, com
tempo de retencédo de 7.96 minutos e o pico do PF, com tempo de retencao
de 10.88 minutos.

Observacdo de dois picos: o pico correspondente a amina, com
tempo de retencédo de 2.52 minutos e o pico do PF, com tempo de retencao
de 10.84 minutos.



Observacdo de dois picos: o pico correspondente a amina, com
tempo de retencédo de 2.84 minutos e o pico do PF, com tempo de retencao
de 16.02 minutos.

3.3. Pré-farmaco C no lisado da linha celular de M8

Observacdo de dois picos: o pico correspondente ao MMT, com
tempo de retencédo de 10.36 minutos e o pico do PF, com tempo de retencao
de 14.08 minutos.



Observacdo de dois picos: o pico correspondente a amina, com
tempo de retencédo de 2.84 minutos e o pico do PF, com tempo de retencao

de 15.10 minutos.

Observacdo de dois picos: o pico correspondente a amina, com
tempo de retencédo de 2.94 minutos e o pico do PF, com tempo de retencao
de 14.24 minutos.



