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“Although nature commences with reason and ends in experience it is necessary for us to do the
opposite, that is to commence with experience and from this to proceed to investigate the reason.”

Leonardo da Vinci



Resumo

O presente estudo visou clarificar os mecanismos de acgao e alvos biologicos de trés novos
compostos com potencial anti-tumor (identificados por 1.2, 1.4 e |.6) utilizando a levedura
Saccharomyces cerevisiae como sistema modelo. A doxorrubicina, composto amplamente utilizado
na terapéutica oncoldgica, foi também inserido neste estudo e utilizado como referéncia.

Inicialmente, determinou-se a concentragdo minima inibitéria para cada um dos compostos. Foi
também caracterizado o crescimento e efectuada a determinacdo do nimero de células viaveis de
levedura durante a exposigdo a estes compostos. Efectuou-se também uma analise protedmica de
forma a comparar os proteomas da levedura na presenga destes compostos. Desta analise
identificaram-se 17 proteinas com expressao alterada. Destas 17, 14 apresentaram niveis de
expressao iguais ou superiores a 1,5 vezes o nivel de expressdo para a mesma proteina, obtida
para a cultura controlo (levedura na auséncia de composto).

Apos a analise e tratamento dos dados verificou-se que a maioria das proteinas identificadas se
encontra envolvida (directa ou indirectamente) no metabolismo energético ou no metabolismo de
hidratos de carbono.

Adicionalmente, verificou-se ainda que as proteinas Cprip, Fbalp, Gpm1p, Pab1p, Pgkip,
Tdh3p e Thi4p foram as que apresentaram uma maior variagdo nos seus niveis de expressao,
variagdo essa que foi detectada essencialmente quando a levedura foi cultivada na presenga do
composto 1.6. De todas as proteinas identificadas, a proteina Gmp1p foi a Unica que revelou uma
repressao na sua expressao em todos os ensaios. Foi também no ensaio relativo ao composto 1.6
que foi detectado um aumento de expressao da proteina Pab1p. Esta proteina encontra-se
associada a formagao de granulos de stress em levedura.

Este estudo permitiu assim identificar potenciais alvos biologicos destes compostos. Devido ao
seu potencial anti-tumor, estes compostos poderédo ser considerados potenciais candidatos para
insergao futura na terapéutica oncoldgica, podendo constituir uma importante alternativa na area

clinica.
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Abstract

The goal of this study was to clarify the mechanism of action and potential biological targets of
three new compounds (identified as 1.2, 1.4 e 1.6) with predicted anti-tumor activity. The yeast
Saccharomyces cerevisiae was used as the model system. Doxorrubicin, a compound largely used
in the cancer therapy was used as a reference.

The minimum inhibitory concentration was determined for each compound. Growth was
characterized and the number of yeast viable cells grown in the presence of these compounds
determined. A proteomic analysis was conducted to compare the yeast proteomes in the presence
of the compounds. It was possible to identify 17 proteins with altered expression. From these, 14
showed an increase of 1,5 times equal or higher the expression levels of these proteins when
compared with the control (yeast in the absence of compound).

After the data analysis and processing it was possible to demonstrate that the majority of the
proteins are (directly or indirectly) involved in the energetic metabolism and in the carbohydrates
metabolism.

Additionally, it was possible to demonstrate that the proteins Cprip, Fba1p, Gpm1p, Pab1p,
Pgk1p, Tdh3p and Thi4p showed the highest expression variation. This difference was more
evident when the yeast was cultured in the presence of compound I.6. From all the proteins,
Gmp1p was the only that showed a repression of the expression in all the assays. It was also on
the assay with this compound that was detected an increase in the expression of the protein Pab1p.
This protein is related with the formation of stress granules.

With this study it was possible to identify potential biological targets of these compounds. Due to
their predicted anti-tumor activity, these compounds can be considered potential candidates in the
therapy of cancer. Additionally, they can be considered as a therapeutic alternative in the clinical

setting.
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1. Introducao teorica

1.1. Cancro - Conceitos gerais

O crescimento celular € um processo altamente regulado. O inicio da divisdo celular ocorre
quando um determinado estimulo surge a partir de factores de crescimento que interactuam com
receptores especificos presentes na superficie da célula. Depois da ligagdo entre os factores de
crescimento e os respectivos receptores, a informagao € transportada desde a superficie celular
até ao nucleo através de uma cascata de reacgdes bioquimicas denominada transdugao de sinal.
Uma vez chegado o sinal ao nucleo, os factores de transcricdo ligam-se ao Aacido
desoxirribonucleico (ADN) e inicia-se a producéo de proteinas envolvidas no crescimento e divisao
celular. O ADN contém a informacgéo genética que codifica para proteinas envolvidas em todas as
vias do metabolismo celular. Se um gene se encontra mutado, a proteina para a qual esse gene
codifica podera também ser afectada. Assim, algumas das mutacdes no ADN podem resultar numa
expressao alterada da quantidade de proteina, onde mais ou menos proteina é produzida; ou em
formas alteradas desta, sendo que a proteina resultante pode ndo desempenhar a sua fungéo
original. Mutagbes nos genes que codificam para proteinas que regulam o crescimento celular, tais
como: oncogenes, genes supressores de tumores e genes de reparacdo de ADN, podem resultar
em alteragbes no normal crescimento celular e desta forma conduzir ao aparecimento de tumores
[1].

O termo cancro neste contexto € de um modo geral utilizado para definir tumores malignos. A
sua identificacdo é possivel quando se verifica um crescimento anormal de células, crescimento
esse causado por alteragbes na expressao de multiplos genes, levando a uma desregulagdo dos
ciclos normais de crescimento celular e diferenciagdo. Esta desregulagao resulta num desequilibrio
entre replicagdo e morte celular, favorecendo deste modo a proliferagdo das células tumorais. As
caracteristicas que diferenciam um tumor maligno de um tumor benigno sao normalmente a sua
capacidade de invadir localmente, de se “deslocar’ até aos nddulos linfaticos e de formar

metastases em érgaos distantes do tumor inicial [2].

1.2. Compostos anti-tumor

Nos ultimos anos, o numero de pessoas as quais foi diagnosticada alguma forma de cancro tem
aumentado significativamente, sendo que nos dias de hoje e segundo a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), esta é a maior causa de morte em todo o mundo [3]. Este aumento do numero de
casos de cancro e a relativa baixa taxa de sucesso dos tratamentos com os farmacos existentes no
mercado tem conduzido a uma incessante procura de novos compostos que apresentem uma
maior eficacia dos que actualmente se encontram disponiveis. No entanto, um dos principais

objectivos da investigacdo na area dos compostos anti-tumor reside na descoberta de novos



compostos que, ao contrario dos existentes, actuem selectivamente sobre as células tumorais, ndo
afectando as células saudaveis, eliminando-as ou inibindo o seu crescimento. Estabelecer as
diferengas moleculares que existem entre células saudaveis e células tumorais é portanto um dos

parametros mais importantes para alcangar este objectivo [4].

1.2.1.Doxorrubicina (Dx)

A Doxorrubicina (Dx) € um composto que foi inicialmente isolado a partir da bactéria
Streptomyces peucetius var. caesius [5] e que tem sido amplamente utilizado na terapéutica
oncolégica. Este composto anti-tumoral é considerado altamente eficaz no combate a um grande
namero de tumores, incluindo o cancro da mama e o linfoma de Hodgkins [5, 6]. Apesar da intensa
utilizagao na pratica clinica, os mecanismos responsaveis pelos seus efeitos anti-proliferativos e
citotdxicos ainda nao se encontram totalmente esclarecidos [7, 8]. Existem, no entanto, alguns
mecanismos propostos que incluem como mecanismos de acgao: a intercalagdo nas moléculas de
ADN [9, 10]; a danificagdo das moléculas de ADN através da inibicdo da topoisomerase Il [9, 11]; a
ligagdo ao ADN e sua alquilagdo [12]; a ligagdo cruzada (cross-linking) ao ADN [13, 14]; a
interferéncia no desenrolamento e separagao das cadeias de ADN e na actividade da helicase [15];
a formacgéo de radicais livres [16], com os consequentes danos no ADN e/ou peroxidagao lipidica
com efeitos directos na membrana celular [17, 18]. Apesar de muito utilizada, a Dx apresenta uma
elevada cardiotoxicidade pelo que existem algumas limitagdes, quer em relacdo aos doentes aos
quais este composto se pode administrar [19, 20] quer em relagdo as dosagens terapéuticas
utilizadas [6]. Nos pacientes aos quais a Dx é administrada existe a necessidade de um

acompanhamento constante do seu estado cardiaco através de electrocardiograma (ECG) [21].

1.2.2.Novos compostos com actividade anti-tumoral

A necessidade de desenvolvimento de novos compostos anti-tumorais € evidente e de grande
importancia para o futuro. Hoje em dia, a quimioterapia depende de um grupo relativamente
pequeno de compostos que, na sua maioria, esta em uso ha mais de duas décadas. Com o vasto
conhecimento que tem vindo a ser acumulado nas areas da quimica e da biologia celular e
molecular nos ultimos anos, o desenvolvimento de novos compostos com potencial anti-tumor
tornou-se um objectivo palpavel [22].

A descoberta da actividade anti-tumor da cisplatina representa um dos mais significativos
acontecimentos na quimioterapia do cancro no século XX [23]. A cisplatina, e a droga de segunda
geragao carboplatina, sdo altamente eficazes no tratamento de uma variedade de tumores.
Contudo, o tratamento é limitado por efeitos secundarios graves como sdo os casos da
nefrotoxicidade [24] e da neurotoxicidade [25].

Estas limitagdes estimularam uma procura intensiva por outros compostos de complexos

metalicos com actividade anti-tumor. Os complexos metalicos podem sofrer reac¢gbes redox e



substituicdo de ligandos, o que lhes permite participar numa variedade de reacc¢des bioldgicas e
interagir com diferentes substratos celulares [26-29]. Deste modo, complexos de metais essenciais
como o cobre (1.6) ou o zinco (1.2 e 1.4) [30] representam um grande desafio.

O cobre esta presente em todos os organismos vivos € € um elemento essencial para a quimica
redox, crescimento e desenvolvimento celular, desempenhando um papel fundamental na fungéo
de varias enzimas e proteinas envolvidas no metabolismo energético, na respiracéo e na sintese
de ADN. Por outro lado, um excesso de cobre parece ser um co-factor para a angiogénese tendo
sido encontrados elevados niveis de cobre num grande numero de cancros humanos [31]. A
utilizagdo de agentes quelantes de cobre pode levar a uma reducédo do excesso de cobre
prevenindo assim a angiogénese [32]. Os agentes quelantes de cobre podem ser combinados com
sais de cobre, originando misturas denominadas de compostos organicos de cobre, capazes de
remover o excesso de cobre e, ao mesmo tempo, promover a inibicdo do proteossoma seguida de
apoptose [31, 33]. Pequenos complexos de cobre podem também ser utilizados directamente como
compostos metalicos anti-tumorais [34], a luz do que acontece com a cisplatina, adoptando
provavelmente diferentes mecanismos citotoxicos [32].

Tal como o cobre, o zinco é vital para o crescimento e desenvolvimento das células
desempenhando um papel importante no metabolismo celular funcionando como protector celular e
suprimindo as vias apoptoticas [35]. Devido a este papel essencial nas células, grupos de
investigadores estdo a sintetizar novos complexos de zinco de forma a estudar as suas
propriedades farmacoldgicas e a testar as suas reais capacidades como agentes anti-tumorais
[30].

No entanto, e apesar de descobertas prometedoras, todos os anos, centenas de compostos
com potencial terapéutico ndo chegam ao fim do seu desenvolvimento por ndo se conhecerem
completamente os seus mecanismos de acc¢éo. O facto de existirem farmacos com mecanismos de
accao conhecidos que afectam organismos modelo como a levedura Saccharomyces cerevisiae
através dos seus alvos terapéuticos reflecte a importancia deste sistema para a identificagao dos

alvos biolégicos de novos compostos [4].

1.3. A levedura como modelo bioldgico

Os estudos de Louis Pasteur, sobre a natureza da fermentagdo e de Eduard Buchner, sobre o
metabolismo celular, foram pioneiros no que diz respeito a investigagao cientifica envolvendo a
levedura S. cerevisiae. Este pequeno organismo eucariota unicelular, utilizado como ferramenta
biotecnolégica desde ha muitos séculos, revelou-se assim um valioso modelo no ambito da
biologia celular. Durante o ultimo século, tem sido intensivamente estudado com o objectivo de
melhor compreender a sua biologia ao nivel celular e molecular. Desta forma, e com o aumento do
nosso conhecimento, a levedura depressa se tornou no sistema modelo ideal para efectuar
estudos bioquimicos e de biologia celular com posterior aplicabilidade em eucariotas superiores,

como mamiferos e plantas [36-38]. De entre todos os organismos modelo eucariotas, a levedura S.



cerevisiae combina as vantagens de ser um organismo unicelular que, ao contrario de outros
modelos mais complexos, pode ser cultivada em meios de crescimento previamente definidos
dando ao investigador um total controlo dos parametros. Outras das vantagens s&o o seu rapido
crescimento e facil manipulagao [39]. S&o estas propriedades, juntamente com a possibilidade de
aplicacdo de técnicas de genética classica e de novas abordagens gendmicas, que fazem com que
este microrganismo esteja na linha da frente dos avancos técnicos nesta area de investigagéo [39,
40]. Devido a sua reconhecida importancia, a levedura S. cerevisiae foi o primeiro organismo
eucariota a ter o seu genoma sequenciado, fruto de uma acgao concertada de laboratérios de todo
o mundo [38]. O genoma completo de S. cerevisiae é conhecido desde 1996 sendo constituido por
cerca de 13 milhées de pares de bases contendo 6,275 genes, dos quais mais de 60% tém uma
fungéo conhecida [41, 42]. Extraordinariamente, analises genémicas comparativas demonstraram
que aproximadamente 40% dos seus genes partiham sequéncias de aminoacidos com, pelo
menos, uma proteina humana conhecida ou predictivel [43]. Além disso, cerca de 50% dos genes
humanos com um reconhecido envolvimento em doengas possuem ortélogos em S. cerevisiae [4].
Devido a esta notavel homologia entre os genes de S. cerevisiae e o genoma humano, e devido as
vias bioquimicas fundamentais altamente conservadas, os estudos em levedura tém sido
essenciais para a evolugdo no conhecimento de processos celulares fundamentais, tais como a
traducéo e degradagdo do mARN [44, 45]; os sistemas de reparagédo do ADN [46]; e o proprio ciclo
celular [47].

1.4. Protedomica

O termo “proteoma” deriva da fusao das palavras proteina e genoma, tendo sido utilizado pela
primeira vez por Mark Wilkins em 1994 [48]. O proteoma representa assim a totalidade das
proteinas codificadas pelo genoma de um organismo. O genoma de um organismo é considerado
estatico na medida em que permanece inalteravel em todas as células ao longo do tempo [49]. Em
oposicao, o proteoma é considerado dindmico, isto &, difere de tipo de célula para tipo de célula ao
longo dos diferentes estados de actividade ou dos diferentes estadios de desenvolvimento [49].
Uma alteragdo no proteoma de uma célula ou organismo ndo € mais do que um reflexo da
actividade diferenciada de um determinado gene [49]. Tirando partido da informagéo resultante da
execugao de varios projectos de sequenciagdo de genomas, a protedmica surge assim com a
necessidade acrescida de compreender e clarificar as fungdes das proteinas expressas pelo
genoma. Podendo desta forma ser definida como o estudo das propriedades das proteinas
englobando os seus niveis de expressao, as modificagdes pds-traducionais e as interacgdes com
outras moléculas, permitindo uma visdo global dos processos celulares ao nivel da expressao
proteica. A actividade mais frequentemente associada a protedmica é o fraccionamento e
visualizacdo de um grande numero de proteinas celulares em géis de poliacrilamida bi-
dimensionais (2-D). Este tipo de trabalhos decorreu durante mais de 20 anos de modo a ser

possivel construir bases de dados de proteinas relativas a determinados tipos de células ou tecidos
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[50, 51]. Embora este aspecto continue a ser um componente importante da protedmica, o
desenvolvimento de novas tecnologias abriu novos horizontes.

A protedmica pode ser dividida em duas areas de investigagdo: 0 mapeamento de proteinas de
expressdo, € o mapeamento da interacgdo das proteinas. O mapeamento das proteinas de
expressao envolve o estudo das alteracdes quantitativas das proteinas de uma determinada célula,
tecido ou organismo, utilizando em conjunto, electroforese bi-dimensional (2-DE), métodos
bioinformaticos e analise por espectrometria de massa. O uso concertado destas técnicas permite
assim identificar as proteinas contidas no gel 2-D tornando possivel a criagdo das bases de dados
referidas anteriormente. No caso do mapeamento da interacgdo das proteinas o objectivo centra-
se em identificar os alvos de interacgédo para cada uma das proteinas existente na célula, tecido ou
organismo. Pensa-se que a maioria das proteinas presentes na célula interage fisicamente com
outras proteinas envolvidas nos diversos processos celulares. Deste modo, conhecendo as
proteinas com as quais uma proteina desconhecida interage, é possivel inferir qual o seu hipotético
papel no processo celular [52].

De um modo geral, podemos afirmar que a protedmica consiste numa descricdo quantitativa e
interactiva do conjunto de proteinas expressas bem como das suas alteragdes, sob a influéncia de
alteragdes bioldgicas, tais como a exposi¢ao a diversos compostos/farmacos, entre outras [53].

Ao longo dos ultimos 5 anos a protedmica tem sido a base de muitos estudos que visam um
melhor entendimento dos mecanismos de acgédo de varios compostos. Desde herbicidas [54-57],
passando por compostos de interesse industrial ou ambiental [58-60], até compostos com
actividade anti-tumoral [8, 61, 62], todos tém sido alvo de um estudo aprofundado, tendo a
protedmica como técnica central e em grande parte deles, a levedura S. cerevisiae como

organismo modelo [54-58].

1.5 Objectivos da dissertacdo

Este estudo teve como objectivo principal clarificar os mecanismos de acg¢ao e potenciais alvos
biolégicos de trés novos compostos com potencial anti-tumor (identificados por 1.2, 1.4 e 1.6)
utilizando a levedura S. cerevisiae como sistema modelo. Para tal, a levedura S. cerevisiae
BY4741 (MATa, his31, leu20, met50, ura30) foi cultivada na presenca destes compostos e os
mecanismos bioldgicos que se encontravam activados/reprimidos posteriormente analisados. Foi
também efectuada a comparacdo com os mecanismos envolvidos na resposta celular a um
composto comummente utilizado em terapéutica anti-tumor - a Doxorrubicina.

De forma a atingir o objectivo proposto, inicialmente foi efectuada uma andlise fenotipica que
englobou duas partes distintas: i) determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI) de cada
um dos compostos em estudo, de forma a determinar qual a concentracdo de composto a ser
posteriormente utilizada nos estudos subsequentes; ii) caracterizagéo do crescimento e viabilidade
celular da levedura na presenca destes compostos, utilizando as concentragbes previamente

determinadas pelos ensaios de CMI.



Apo6s a caracterizagao fenotipica foi efectuada uma analise protedmica com o objectivo de
identificar quais as proteinas que apresentavam uma expressdo alterada (sub- ou sobre-
expressao) apos exposicdo as concentragdes previamente estipuladas para os compostos em
estudo. Assim, esta andlise protedmica permitiu a identificagdo de possiveis alvos biolégicos que
possam ser considerados e utilizados para estudos terapéuticos futuros e com potencial relevancia

para aplicagdo na pratica clinica.



2. Metodologia

2.1. Microrganismo - Manutencdo e condicées de crescimento
A levedura S. cerevisiae, estirpe BY4741 (MATa, his31, leu20, met150, ura30), foi utilizada

como organismo modelo na totalidade do trabalho experimental.

Esta estirpe foi mantida a 4°C em placas de meio
yeast peptone dextrose (YPD) solido (30 g/L glucose
(Scharlau, Barcelona, Espanha), 5 g/L extracto de
levedura (Biokar, Beauvais, Franga), 10 g/L
bactopeptona (Oxoid, Hampshire, Reino Unido), 20 g/L
agar (Merck, Darmstadt, Alemanha)). O meio foi
preparado com agua destilada. A cultura foi renovada

quinzenalmente por repicagem. Apds inoculacdo, as

placas foram incubadas durante 48 horas a 30°C. Figura 1. Imagem de S. cerevisiae
BY4741 em gemulagdo. (Captada através
de microscopio Optico Olympus BX51,
Toquio, Japao)

O meio minimo basal (MMB) (20 g/L glucose
(Scharlau, Barcelona, Espanha), 1,7 g/L yeast nitrogen
base (YNB) sem aminoécidos (Sigma, St. Louis, MO,
EUA) 2,65g/L sulfato de amoénia (Riedel-de Haén, Hanover, Germany)) foi suplementado com
aminoacidos (60 mg L-leucina (Sigma), 20 mg L-histidina (Sigma), 20 mg L-metionina (Sigma)) e
20 mg uracilo (Sigma) de forma a suplementar as auxotrofias da estirpe BY4741 e foi utilizado nos
restantes ensaios com S. cerevisiae BY4741 (pontos 2.2 a 2.10). O pH final, tanto do meio como
da solugéo de aminoacidos, foi ajustado a 4.

Todos os meios de cultura e restante material foram esterilizados por autoclavagem (20
minutos, 121°C). As solugdes de aminoacidos foram esterilizadas por filtracdo com filtros de 0,2 ym
(Whatman, Kent, Reino Unido).

2.2. Condicoes gerais de crescimento

Todos os crescimentos em meio liquido foram efectuados numa incubadora G25 (News
Brunswick Scientific Co. Inc., New Jersey, EUA) com agitacdo orbital (150 rpm) a 30°C. Os

crescimentos em meio soélido foram realizados a 30 °C.

2.3. Preparacdo do pre-inoculo

O pré-inéculo utilizado para todos os ensaios de crescimento foi preparado por inoculagéo de
células de S. cerevisiae BY4741, obtidas de uma cultura fresca em meio YPD sélido, em 95 mL de

meio MMB suplementado com aminoacidos. A incubagao decorreu com agitagdo (150 rpm) e



temperatura (30°C) constantes até se atingir uma densidade 6ptica (DO) da cultura a 600 nm
(DOGOOnm) de 1i0,05

2.4. Compostos em estudo

Os compostos 1.2, 1.4 e 1.6 foram sintetizados no Instituto Superior Técnico (IST) e as suas
estruturas bem como informagdo adicional encontram-se representadas na Tabela 1.
Resumidamente e como observavel na Tabela 1, estes compostos sdao complexos de metais
essenciais como o cobre (1.6) ou o zinco (1.2 e 1.4) [30]. E importante referir que os compostos 1.2 e
I.4 ja foram sujeitos a publicagao [30]. O composto Doxorrubicina foi obtido comercialmente (TRC -

Toronto Research Chemicals, Canada) (Tabela 1).

Tabela 1. Compostos em estudo. Os compostos 1.2, 1.4 e 1.6 foram sintetizados no Instituto Superior Técnico
(IST). O composto Doxorrubicina foi obtido comercialmente de TRC - Toronto Research Chemicals (Canada).

Concentragdo
Composto Formula Estrutura da Solugdo Solvente
Stock (uM)

1.2 ZnSO, + L' 19 DMSO
1.4 Zn(CHsC0O0),) + L' 78 H,0
1.6 Cu(NO3), + L 41 DMSO

Doxorrubicina Cy7H29NO14 46 DMSO

(Dx)




2.5. Determinacdo das concentracées minimas inibitorias (CMl)

A determinagdo das CMI para cada um dos compostos em estudo foi feita através do método
de microdiluigdo em meio liquido utilizando para tal diluigbes seriadas em placas de 96 pogos [63]
Resumidamente, aos pogos da microplaca (coluna 1) foram adicionados 200 uL de meio MMB
suplementado com aminoacidos. Este foi designado controlo de contaminacdo. Aos pogos da
microplaca (coluna 2) foram adicionados 150 pL de meio MMB suplementado com aminoacidos.
Este foi considerado o controlo de crescimento. Aos restantes pogos da microplaca (colunas 3 a
12) foram adicionados 150 uL de meio MMB suplementado com aminoacidos. De seguida, ao
terceiro pogo da microplaca foi adicionado o volume pretendido do composto (correspondente a
maxima concentracdo pretendida) (Tabela 2) e perfez-se o volume deste pogo até aos 300 pL com
meio MMB. De seguida, foram retirados 150 uL do 3° pogo e ressuspensos no pogo seguinte
(diluigdo 1:2) e assim sucessivamente até ao Ultimo pogo (coluna 12). No dultimo poco
ressuspenderam-se e desprezaram-se os 150 pL restantes. Posteriormente, todos os pogos da

microplaca (excepto os da coluna 1) foram inoculados com 50 pL da suspenséo de levedura. Desta

forma, garantiu-se que 200 pL foi o volume final obtido em todos os pogos. Pogos relativos ao
controlo de crescimento (levedura sem composto), controlo de contaminagdo (meio MMB
suplementado com aminoacidos) e branco (meio MMB suplementado com aminoacidos e
composto, sem levedura) foram sempre incluidos em todas as placas e em cada um dos ensaios
efectuados. A Dx foi incluida em todos os ensaios dado ser o composto de referéncia utilizado
neste estudo. As placas foram posteriormente incubadas durante 48 horas a 30°C, sem agitagéo,
ao fim das quais se efectuou a “leitura” das CMI por observagao directa de cada um dos pogos.
Assim, foi definido que a CMI de cada composto corresponde a minima concentragao de composto
onde n&o se visualizou nenhum crescimento (auséncia de turbidez). Todos os ensaios foram

efectuados em triplicado e em trés ensaios independentes.

Tabela 2. Concentragédo dos compostos no 3° pogo da microplaca para determinagéo da CMI.

Composto Concentragdo maxima testada (uM)

Dx 0,44
1.2 0,56
1.4 16

.6 2,44




2.6. Caracterizacdo de crescimento
2.6.1. Efeito de diferentes concentracbes de dimetil sulfoxido (DMSO) no

crescimento de S. cerevisiae

Devido ao facto de alguns dos compostos testados (1.2 e 1.6, respectivamente) serem apenas
soluveis em DMSO, foi necessario efectuar um estudo prévio no sentido de verificar o
comportamento da levedura na presenga deste solvente. Para tal, foram realizados crescimentos
em meio liquido (suplementado com aminoacidos), com as seguintes concentracdes de DMSO:
0,03%, 0,07%, 0,3%, 0,7%, 1% e 3% (v/v).

2.6.2. Crescimento na presenca dos compostos com actividade anti-tumor

Apo6s a determinagao da CMI para cada composto procedeu-se ao crescimento de S. cerevisiae
BY4741 em meio liquido MMB suplementado com aminoacidos e na presenga das concentragdes
indicadas na Tabela 3 para cada um dos compostos. Estes crescimentos foram realizados em
Erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de meio MMB suplementado com aminoacidos e com o
volume adequado de cada um dos compostos de forma a obter-se a concentracao final desejada
(Tabela 3). De seguida, os meios colocados nos Erlenmeyers foram inoculados com o volume
necessario de pré-inéculo, de forma a se obter uma DOggg o inicial de 0,1 £ 0,01.

O crescimento celular foi acompanhado retirando, em intervalos de tempo adequados, aliquotas
da suspensdo celular da levedura em crescimento para posterior medigdo espectrofotométrica
(Hitachi U-1500, Toéquio, Japao) da DO da amostra. O acompanhamento do crescimento foi

efectuado a 600 nm.

Tabela 3. Concentragdes utilizadas para caracterizagdo do crescimento de S. cerevisiae em presenga
dos compostos em estudo.

Composto Concentragdo (uM)

Dx 0,0138
1.2 0,00875
1.4 1

1.6 0,4575
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2.7. Cadlculo da taxa especifica de crescimento (u.), tempo de
duplicacdo (g) e biomassa mdxima (M)

2.7.1.Cdlculo da taxa especifica de crescimento (L)

A taxa especifica de crescimento (u.) foi calculada para cada uma das condi¢des testadas,
através da analise por regressdo ndo linear (método exponencial) da zona exponencial de

crescimento, com base na seguinte equacgao:
Ln Do;=Ln Doj+ ..t (2.a)

Onde Do, e Do; representam a DO da suspenséao celular, medida a 600nm, no tempo t (h) e no
inicio da fase exponencial de crescimento respectivamente, e onde . representa a taxa especifica

de crescimento (h™).

2.7.2. Tempo de duplicacdo (g)

O tempo de duplicacao celular (g) foi calculado a partir da seguinte equacéo:

g =In(2)/uc (2.b)

2.7.3. Biomassa maxima (M)

A biomassa maxima (M) foi determinada apds analise das curvas de crescimento e representa o

valor maximo de DOgoonm que foi alcangado na fase estacionaria de crescimento.

2.8. Viabilidade celular

Para a determinagéo da viabilidade celular foram retiradas amostras de 100 pL das culturas em
estudo, nos respectivos intervalos de tempo. As amostras foram posteriormente diluidas
serialmente em agua destilada até a diluicao 10°. Seguidamente, plaguearam-se 100 pL de cada
uma das diluicdes (10'3 a 10'6) em meio sdlido MMB (950 mL meio MMB liquido, 20 g de agar
(Merck)) suplementado com aminoacidos. As placas foram posteriormente incubadas a 30°C

durante 48h. As unidades formadoras de colénias (UFC) foram contabilizadas e o calculo da

viabilidade celular efectuado utilizando a equacgao (2):

Ure/mi = L& 2
M= o vi (2.c)
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Onde: UFC representa o numero de colonias contabilizadas por placa; D representa o factor de

diluicao; e Vi representa o volume inicial que foi plaqueado de cada uma das amostras.

2.9. Protedmica

2.9.1. Recolha celular, lise e obtencdo da fraccao proteica

As células de levedura foram crescidas até meio da fase exponencial. A recolha celular foi feita
por centrifugagdo (20 minutos, 5000 rpm) (Eppendorf 5804R, Hamburgo, Alemanha) tendo-se
desprezado o sobrenadante e preservado o sedimento. Ao sedimento celular recolhido foram
adicionados 2 mL de tampéao de lise (9 M ureia (Sigma), 4% (p/v) CHAPS (GE Healthcare Bio-
Sciences AB, Uppsala, Suécia), 0,5% (v/v) tampao IPG pharmalyte pH 3-10 (GE Healthcare Bio-
Sciences AB), 15 mM ditiotreitol (DTT)* (Promega Corp., WI, EUA), 43 uL inibidores de proteases*
(cOmplete  ULTRA Tablets, Roche Applied Science, Mannheim, Alemanha) , 1 mM
phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF)* (Thermo Scientific, MA, EUA), 0,01% (p/v) azul de
bromofenol (Sigma). Depois de colocados os 2 mL de tampé&o de lise na amostra, adicionou-se
igual volume de esferas de vidro com diametro 450-600 um (Sigma) seguindo-se a ruptura celular.
A ruptura celular consistiu na alternancia entre processos de incubagédo em gelo (1 minuto) com
ciclos de agitacdo em vortex (1 minuto) durante um total de 30 minutos.

No final da ruptura celular foi feita uma centrifugagcéo (15 minutos, 10.000 rpm) com o objectivo
de separar o extracto de proteinas das esferas de vidro e dos restos celulares. O sobrenadante
correspondente a fracgao proteica foi recolhido para tubos Eppendorf e, quando nao utilizado de
imediato, foi armazenado a -80°C.

*Adicionado no momento de utilizagdo.

2.9.2. Precipitacéo e concentracdo do extracto proteico
Antes da quantificagdo das proteinas presentes no extracto, este foi sujeito a um processo de
precipitacdo com o objectivo de eliminar possiveis contaminantes quer no processo de
quantificacdo quer na electroforese. Para tal, foi utilizado um método de precipitagdo com acido
tricloroacético (TCA) e desoxicolato de sédio (DOC). O procedimento utilizado, para 1 mL de

extracto, foi o seguinte:

¢ Adicionaram-se 10 uL de DOC (Merck) a 2% (p/v) em dH,0. Agitou-se no vortex e deixou-
se repousar durante 30 minutos a 4°C;

¢ Adicionaram-se 100 uL de uma solucdo de TCA (Panreac, Barcelona, Espanha) a 100%
(p/v) em dH,O (454 mL dH,O/kg de TCA). Levou-se ao vortex e incubou-se a 4°C durante a

noite;
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e Centrifugaram-se as amostras 15 minutos a 4°C, 15000 rpm. Decantaram-se
cuidadosamente os sobrenadantes e secaram-se os sedimentos durante alguns minutos por
inversdo em papel absorvente;

¢ Ressuspenderam-se os sedimentos em 115 ulL de tamp&o de rehidratacéo (8M Ureia, 3%
(p/v) CHAPS (GE Healthcare Bio-Sciences AB), 0,5% (v/v) tampao IPG pharmalyte pH 3-10
(GE Healthcare Bio-Sciences AB), 4,1 yL DTT 10% (p/v)* (Promega Corp.), 4,3 pL de
inibidores de proteases* (cOmplete ULTRA Tablets, Roche Applied Science), 2 yL PMSF
100 mM* (Thermo Scientific), 0,02% (p/v) azul de bromofenol (Sigma).

Sempre que nao foi possivel utilizar de imediato o extracto, este foi armazenado a -80°C.

*Adicionado no momento de utilizagdo.

2.9.3. Quantificacdo da proteina presente no extracto

A quantificacdo da proteina presente no extracto foi efectuada através do método de Lowry
modificado. Para tal, prepararam-se o Reagente A (20 g/L carbonato de sddio (Panreac), 4 g/L
hidréxido de sédio (Scharlau), 1,6 g/L tartarato de sodio (Carlo Erba Reagenti, Milao, Italia), 10 g/L
SDS (Riedel-de Haén)), o Reagente B (2 g Sulfato de cobre (Sigma) em 50 mL dH,0), o Reagente
C (Reagente B + Reagente A na proporgao de 1:100), 0,5 mg/mL de albumina sérica bovina (BSA)
(Merck), tris-HCI 20 mM, pH 7,5 (Calbiochem, San Diego, EUA), DOC 1% (p/v) (Merck) e TCA 10%
(p/v) (Panreac).

Para o procedimento propriamente dito foram numerados 7 tubos Eppendorf e processados de

acordo com a seguinte tabela (Tabela 4):

Tabela 4. Tabela representativa do ensaio de quantificagdo de proteinas pelo método de Lowry modificado.

Tubo BSA Solugao stock de BSA 0,5 mg/mL Tris-HCI 20mM pH 7,5

(19) (pL) (uL)

0 0 0 250

1 2,5 5 245

2 5 10 240

3 10 20 230

4 15 30 220

5 25 50 200

6 35 70 180
Amostra - 5 uL amostra 245

De seguida, em todos os tubos foi adicionada dH,O até perfazer um volume final de 0,5 mL.
Adicionaram-se 50 pL de DOC (Merck) a 1% (p/v) e 1 mL de TCA (Panreac) a 10% (v/v), agitando-
se de seguida. Incubou-se 10 minutos e de seguida procedeu-se a centrifugacéo dos tubos durante

5 minutos a 10.000 rpm (Eppendorf 5804R, Hamburgo, Alemanha). No final da centrifugacéo
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desprezou-se o sobrenadante e deixou-se secar o sedimento durante 15 minutos em papel
absorvente. Adicionou-se 1 mL de reagente C e dissolveu-se o sedimento agitando os tubos no
vortex. Esperou-se 10 minutos e adicionaram-se 100 uL de reagente de Folin diluido 1:1 em dH,0.
Agitou-se e incubou-se 30 minutos no escuro. No final deste processo registaram-se as
absorvancias a 750 nm. Todas as amostras em estudo, bem como as relativas a recta padrao
foram efectuadas em ftriplicado. Os resultados finais permitiram a determinagdo da quantidade de

proteina presente em cada amostra.

2.10. Preparacdo para electroforese bi-dimensional (2-DE)

A electroforese bi-dimensional (2-DE) é um método especifico e muito utilizado na analise de
misturas proteicas complexas extraidas de células, tecidos ou de quaisquer outras amostras
biolégica. Esta técnica tem como objectivo separar isoformas proteicas de acordo com duas das
suas propriedades distintas, em duas etapas também elas distintas [64].

A etapa correspondente a 1% dimenséao, focagem isoeléctrica (IEF), consiste em separar as
proteinas de acordo com o seu ponto isoeléctrico (pl); o passo correspondente a 22 dimensé&o,
SDS-PAGE, separa as isoformas proteicas consoante o seu peso molecular (Mw). Cada ponto no
gel bi-dimensional resultante corresponde, potencialmente, a um tipo de proteina presente na
amostra. Deste modo, milhares de isoformas proteicas podem ser separadas e informagdes tais
como pl, Mw e a quantidade relativa de cada isoforma obtidas através da analise por 2-DE [64].

Relativamente a preparagdo das amostras para 2-DE estas foram processadas utilizando o kit
2-D Clean Up (GE Healthcare Bio-Sciences Corp., PA, EUA). Este kit permite a precipitagdo das
proteinas enquanto deixa em solugdo substancias interferentes, tais como detergentes, sais,
lipidos, compostos fendlicos e acidos nucleicos [65].

O volume correspondente a 300 ng de proteina foi processado e submetido a purificagdo
segundo o protocolo do fabricante.

Duas horas antes do inicio da focagem isoeléctrica, as amostras foram colocadas a temperatura
ambiente com o objectivo de rehidratar e permitir a maxima solubilizagdo das proteinas em
solucdo. Apés as 2 horas de rehidratacao, as amostras foram centrifugadas (15 minutos, 10.000
rom) (Eppendorf 5804R, Hamburgo, Alemanha) para separar as proteinas nao solubilizadas de

modo a que estas ndo interferissem na focagem isoeléctrica.

2.11. 1% Dimensdo - IEF

A |IEF foi efectuada utilizando o sistema ETTAN™IPGPhor™3IEF (GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK) utilizando tiras Immobiline Drystrip pH 3-10 NL de 7 cm (GE Healthcare Bio-
Sciences AB).

Foram transferidos convenientemente 125 ul. de cada amostra para os sarcéfagos (strip holder)

(GE Healthcare, Buckinghamshire, UK). As tiras foram colocadas de modo a que o gel ficasse
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voltado para baixo em contacto com a amostra e com total auséncia de bolhas de ar. Depois de
colocada, a tira foi totalmente coberta com 1 mL de Drystrip Cover Fluid (GE Healthcare Bio-
Sciences AB) e a tampa do sarcoéfago foi colocada. Os sarcofagos foram colocadas no sistema de
IEF e a corrida decorreu durante 14 horas e 30 minutos de acordo com o seguinte programa
(Tabela 5):

Tabela 5. Programa utilizado na focagem isoeléctrica.

Passo Duracgéo (h) Voltagem (V) Temperatura (°C)

1 12 30 20
2 0,5 100 20
3 0,5 500 20
4 0,5 1000 20
5 1 5000 20

Depois de finalizada a corrida, a tira foi retirada cuidadosamente do sarcéfago e colocada num
tubo de 15 mL contendo 10 uL de solucdo de equilibrio (1,5 M tris-HCI pH 8,8 (Calbiochem),
360,35 g/L ureia (Scharlau), 354 mL/L glicerol 30% (v/v) (Panreac), 20 g/L sodium dodecyl sulfate
(SDS) (Riedel-de Haén), 0,01% (p/v) azul de bromofenol (Sigma) e 1% (p/v) de DTT (Promega
Corp.).

A tira foi incubada nesta solugdo durante 15 minutos com agitacdo horizontal. Passado este
periodo, foi transferida para outro tubo de 15 mL contendo 10 mL da solugdo de equilibrio
contendo 2,5% de iodoacetamida (GE Healthcare Bio-Sciences AB). Este tubo foi mantido sob
agitagado durante 15 minutos. Terminada esta etapa, a tira encontrou-se pronta para ser submetida

a electroforese de 22 dimensao.

2.12. 2% Dimensdo - SDS-PAGE

A electroforese de 22 dimenséo foi efectuada recorrendo a um sistema SDS-PAGE da Biorad
(Biorad, CA, EUA) com gel de poliacrilamida a 12% (v/v) (4 mL acrilamida/bis-acrilamida 30 %
(Merck), 2,5 mL tampéo tris-HCI 1,5 M pH 8,8 (Calbiochem), 3,5 mL dH,0O, 75 yL APS (Biorad), 10
ML tetramethylethylenediamine (TEMED) (Sigma)).

Depois de montado o sistema de SDS-PAGE, o gel de poliacrilamida foi colocado nos
respectivos moldes e deixado a polimerizar durante 30 minutos. Apdés a polimerizagdo, as tiras
foram colocadas com o gel direccionado para o vidro maior do sistema com o cuidado de néo
deixar formar bolhas de ar entre a tira e o gel de poliacrilamida. A montagem foi selada com uma
solucao de agarose 0,5% (p/v) (Lonza, Basileia, Suica) em tampao de electroforese (3,79 g/L tris-
base (Calbiochem), 18 g/L glicina (Panreac), 1,25g/L SDS (Riedel-de Haén).

Depois de polimerizada a agarose, os géis foram corridos a 30 volts durante 30 minutos,

aumentando depois a voltagem para 90 volts até ao final da corrida.
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Os géis resultantes foram corados a quente (2 minutos no micro-ondas a 900 watts) com uma
solucado contendo 3 pastilhas de PhasTGel™ Blue R (Comassie R350) (GE Healthcare Bio-
Sciences AB) em 1 litro de acido acético (Panreac) a 10% (v/v) em dH,O. Os géis foram
posteriormente descolorados com dH,O aquecida até ser possivel uma boa visualizagdo dos

pontos correspondentes as isoformas proteicas.

2.13. AquisicGo de imagens

As imagens dos géis foram adquiridas através de um scanner (Epson Perfection 1200U),

utilizando o programa de manipulagéo de imagem GIMP v2.6.7.

2.14. Analise das imagens

Os géis foram analisados no programa Progenesis SameSpots (Nonlinear Dynamics Limited,

Newcastle, UK) na sua versédo de demonstracao.

2.15. Identificacdo de proteinas

Depois de analisados os géis, os pontos de interesse foram excisados, colocados numa placa
de 96 pogos e armazenados a -80 °C. A identificagdo das isoformas proteicas foi feita através de
Peptide Mass Fingerprinting (PMF) |/ Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization - Fourrier
Transform lon Cyclotron Resonance — Mass Spectrometry (MALDI-FTIRC-MS) no Laboratoire de
Spectrométrie de Masse et de Chimie Laser (LSMCL) da Universidade Paul Verlaine, em Metz,

Franga, pelo grupo do Doutor Patrick Chaimbault e David da Silva.
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3. Analise e discussao de resultados

De modo a compreender o0 modo de acgdo de novos compostos com potencial anti-tumoral foi
utilizada a levedura S. cerevisiae, estirpe selvagem BY4741 (Mata, his31, leu20, met50, ura30),
para testar a exposigcao a trés novos compostos com potencial anti-tumoral comprovado (1.2, 1.4 e

I.6) e a um composto conhecido (Doxorrubicina).

3.1. Determinacdo da concentracGo minima inibitoria (CMI)

A CMI é considerada a técnica “gold standard” para a determinacéo da susceptibilidade de um
microrganismo a um dado composto. A CMI é definida como a minima concentragdo de um
composto que inibe visivelmente o crescimento de um microrganismo ap6s um dado periodo de

incubacgao [66].

De forma a determinar a CMI dos compostos foi utilizado o método de diluigdo seriada em
microplaca. De acordo com os valores obtidos (Tabela 7) podemos verificar que os compostos 1.2
e Dx foram os que apresentaram uma CMI mais baixa, o que nos indicia a sua elevada actividade
antimicrobiana. O composto 1.6 apresenta um valor de CMI superior quer ao composto 1.2 quer a

Dx, mas ainda assim inferior ao composto 1.4 que apresenta o valor de CMI mais elevado.

Tabela 6. CMI para cada um dos compostos em estudo.

Dx 1.2 1.4 1.6
CMI (uM) 0,055 0,035 4 0,61

Uma vez determinadas as CMI’s foram determinadas as concentragdes de composto as quais
se verificava um efeito inibitério na Y. da levedura. Todos os compostos foram utilizados em
concentragdes a 1/4 MIC, excepto o composto 1.6. No caso deste composto quando se efectuaram
os crescimentos da levedura na presencga do composto a 1/4 da MIC nao se verificou qualquer tipo
de efeito no crescimento (relativamente ao controlo) que pudéssemos considerar significativo e
desta forma foram realizadas novas curvas de crescimento utilizando o composto a 1/2 e
finalmente 3/4 da MIC. Quando na presenga do composto a 1/2 da MIC o mesmo resultado foi
obtido e desta forma foi seleccionado 3/4 da MIC para a progressao dos estudos, dado que a esta
concentracao (0.4575 yM) o composto apresentou um efeito inibitério do crescimento. No entanto,
em todos os ensaios efectuados foram retiradas aliquotas nos varios tempos de crescimento e as
mesmas sujeitas a plaqueamento para contagem de CFU de modo a garantir que este efeito
inibitério no crescimento ndo era devido a morte celular. Os resultados dos testes de viabilidade

(UFC/mL) encontram-se apresentados nas figuras 2-5.
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Tabela 7. Concentragdes dos compostos utilizadas para a caracterizagdo de crescimento e ensaios de
viabilidade.

Dx 1.2 1.4 1.6
0,0138 0,00875 1 0,4575

cmi
(uM)

3.2. Estudo prévio - Comportamento de S. cerevisiae na presenca de
diferentes concentracées de dimetil sulfoxido (DMSO)

Procedeu-se a um estudo prévio com o intuito de verificar o comportamento da levedura na
presengca de DMSO, dado ser este o solvente utilizado para a dissolugédo de todos os compostos

em estudo, excepto o composto |.4, que foi possivel solubilizar em dH,0.
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Figura 2. Curva de crescimento na presenga de diferentes concentragbes de DMSO (controlo (), 0,03%
(w), 0,07% (a), 0,3% (%), 0,7% (%), 1% (®), 3% (+)). Os valores indicados no grafico séo representativos
de, pelo menos, trés ensaios independentes.

Através da analise das curvas de crescimento da levedura na presenga de diversas
concentragdes de DMSO (figura 1) verificou-se que ndo existiram alteragées muito significativas no
comportamento da levedura. Este facto foi comprovado através do calculo dos valores de . e g
com base nas equacgdes (2.a) e (2.b), respectivamente, e M, obtido através da analise da curva de
crescimento, correspondendo ao valor maximo de absorvancia. Na tabela 6 pode-se verificar que
nao existem grandes diferengas no que diz respeito aos pardmetros em analise até a concentragéo
de 1% (v/v) de DMSO. No entanto, para a concentragdo de 3% verificou-se uma ligeira alteragéo
dos valores em estudo, em particular uma diminuicdo da taxa especifica de crescimento. Desta
forma, houve o cuidado de nas caracterizagbes de crescimento da levedura em presenga dos

compostos, ndo ultrapassar a concentragédo de 1% (v/v) de DMSO.
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Tabela 8. Valores de ¢, g € M relativos ao crescimento da levedura na presenca de diferentes concentragdes
de DMSO.

DMSO (%)

Controlo (0%) __ 0,03% 0,07% 0,3% 0,7% 1% 3%
e 0,3202 0,3118 0,3115 0,3118 0,3038 0,2988 0,2467
g 2,165 2,223 2,225 2,223 2,282 2,320 2,810
i 5,830 5,500 5,560 5,760 5,160 5,200 4,880

Apos este estudo inicial prosseguiu-se para a caracterizagdo do crescimento da levedura em
presenca dos trés compostos, tendo em vista os objectivos previamente definidos para este

estudo.

3.3. Caracterizacdo de crescimento e viabilidade celular

A analise espectrofotométrica foi 0 método escolhido para caracterizar o crescimento celular da
levedura na presenga dos varios compostos em estudo. Assim, foi determinada a DO da
suspensao celular a um comprimento de onda de 600 nm (DOgoonm). Em paralelo, foi também
determinada a concentragdo de células viaveis através da contagem de UFC, de forma a
acompanhar a viabilidade das células de levedura em todo este processo. Tendo por base os
crescimentos controlo (levedura cultivada na auséncia de composto) foi possivel comparar e
determinar as diferengas entre este e os crescimentos na presenga dos compostos. Para tal,
procedeu-se a determinacao da taxa especifica de crescimento (1), do tempo de duplicagédo (g) e
da biomassa maxima (M) para todos os ensaios (Tabela 10). Os valores de y, e g foram calculados
com base nas equagdes (2.a) e (2.b), respectivamente. O valor de M foi obtido através da analise

da curva de crescimento e corresponde ao valor maximo de absorvancia atingido.
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Figura 3. Curva de crescimento (a) e curva de viabilidade celular (w) no ensaio controlo. No grafico estao
representados os valores de M (5,030), de UFC/mL maximo (28345000) e de UFC/mL final (27490000). Os
valores indicados no grafico sdo representativos de, pelo menos, trés ensaios independentes.
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Na Figura 3 podemos observar a curva de crescimento celular e a curva respeitante a
determinagao das UFC/mL para a condi¢ao controlo (levedura cultivada na auséncia de composto).
Os parametros relativos ao crescimento celular foram calculados tendo sido obtidos os valores de
0,3104 h™, 2,233 horas e 5,030 para y,, g € M, respectivamente. No que diz respeito a
determinagao das UFC, podemos verificar que ao fim de 24 horas o nimero de UFC/mL rondava

as 2,749x10" tendo atingido o seu valor maximo as 20 horas com 2,834x10" UFC/mL.

Apos a caracterizagao do crescimento e da viabilidade celular no ensaio controlo (levedura sem
qualquer composto no meio de cultura) procedeu-se a caracterizagdo do crescimento da levedura

na presenga do composto utilizado como referéncia, i.e., a Dx.

Com base nos resultados apresentados na Figura 4 foi possivel caracterizar o crescimento e
determinar o numero de UFC/mL da levedura quando cultivada na presen¢ca de Dx (composto
utilizado na terapéutica oncolégica e presente neste estudo como uma referéncia). Através da
analise da curva de crescimento foi possivel determinar os valores de ., g € M para os quais
foram obtidos os valores de 0,121 h™', 5,728 horas e 0,634, respectivamente. Em relagédo a curva
relativa & determinacdo de UFC, observou-se um valor maximo de 1,87x10° UFC/mL ap6s 7 horas
de crescimento e um minimo correspondente a 24 horas de crescimento com um valor de 7,6x10°

UFC/mL.
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Figura 4. Curva de crescimento (A) e curva de viabilidade celular (m) na presenga do composto Dx a uma
concentragédo de 0,0138 uM. No grafico estdo representados os valores de M (0,640), de UFC/mL maximo
(1870000) e de UFC/mL final (760000). Os valores indicados no grafico sdo representativos de, pelo menos,
trés crescimentos independentes.

Seguidamente efectuou-se a caracterizagdo do crescimento da levedura quando esta se
encontra na presenga dos trés compostos em estudo. Os resultados obtidos vao ser apresentados

e discutidos de seguida.
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Na Figura 5 encontram-se representadas as curvas de crescimento e a curva resultante da
determinagao das UFC para a suspenséo celular na presenga do composto |.2. Apds a analise da
figura relativa a curva de crescimento foram determinados os valores de u,, g € M. Quando
comparados com os valores obtidos no crescimento controlo verificou-se uma diminuigao de p, de
0,3104 h™ para 0,131 h" e o respectivo aumento de g das 2,233 horas para as 5,291 horas. O
valor de M foi de 0,535 em comparagdo com os 5,030 atingidos nos ensaios controlo (levedura
crescida na auséncia de composto). Ao determinar as UFC verificou-se que o numero de células
viaveis diminuiu significativamente em relagéo ao controlo. Na presenca de 1.2 o valor maximo de
UFC/mL foi alcancado as 7 horas de crescimento e foi de 2,040x10° UFC/mL, enquanto que o valor
relativo as 24 horas de crescimento foi de 8,125x10° UFC/mL. Através destes valores podemos
verificar que existe um efeito repressor do composto 1.2, quer no crescimento celular quer no
numero de células viaveis.

Comparando estes resultados com os previamente discutidos verificou-se que, tanto em relagao
ao crescimento celular como em relagao as UFC, os dados respeitantes ao composto 1.2 sdo muito
semelhantes aos obtidos com a Dx o que podera indicar que este composto podera apresentar um

efeito semelhante no metabolismo da levedura.
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Figura 5. Curva de crescimento (+) e curva de viabilidade celular (m) na presenga do composto 1.2 a uma
concentragdo de 0,00875 pM. No grafico estédo representados os valores de M (0,535), de UFC/mL maximo
(2040000) e de UFC/mL final (812500). Os valores indicados no grafico sdo representativos de, pelo menos,
trés ensaios independentes.

No que diz respeito ao crescimento celular da levedura na presenga do composto 1.4 (Figura 6)
podemos verificar que, comparado com o crescimento controlo, este apresenta parametros
inferiores. Com valores de u;, g e M de 0,1135 h”, 6,107 horas e 0,426, respectivamente, este
composto induziu uma inibicdo de crescimento ligeiramente superior a 1.2. No entanto e apos
analise da curva resultante da determinagdo das UFC, verificou-se que embora este composto
apresente uma acgao inibitéria superior ao composto 1.2, no que diz respeito ao crescimento

celular, os seus numeros de UFC ao fim de 24 horas sdo um pouco superiores. Tendo sido
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determinado um valor maximo de UFC as 9 horas de crescimento correspondendo a 1,765x10°

UFC/mL que foi inferior ao valor maximo de [.2, as 24 horas foi determinado um valor de
1,2575x10° UFC/mL, valor este superior ao valor obtido para o composto 1.2, ao fim do mesmo
periodo de tempo. Este facto podera indicar que o composto 1.4 exerce um efeito menos toxico do
que o composto 1.2, actuando no entanto de forma mais rapida na célula. Assim explicar-se-ia o
facto de possuir nimeros de UFC/mL inferiores a 1.2 até as 15 horas e superiores ao fim de 24

horas.

1,0 1765000 - 2,0E+06

m . 1257500 | 1,8E+06

= - 1,6E+06
E 05 - ", e Vo | 1ari06 E
3 LA " 12406 O
2 03 | ", - 1,0E+06 O

s T .A 0426 [ 80E+05

S oq |2 - 6,0E+05

1A - 4,0E+05

- 2,0E+05

0,1 0,0E+00

0 5 10 15 20 25
Tempo (h)

Figura 6. Curva de crescimento (4) e curva de viabilidade celular (m) na presenga do composto 1.4 a uma
concentragdo de 1 pM. No grafico estdo representados os valores de M (0,426), de UFC/mL maximo
(1765000) e de UFC/mL final (1257500). Os valores indicados no grafico sdo representativos de, pelo
menos, trés ensaios independentes.

Em relacdo a Figura 7, onde se encontram representadas as curvas de crescimento e
viabilidade celular na presenga do composto 1.6, foi possivel constatar que estas apresentam um
crescimento diferente de 1.2 e 1.4. Verificou-se que ao fim de 24 h, o valor de M foi muito superior
ao valor determinado quer para o composto 1.2 quer para o composto 1.4 situando-se em 3,130.
Quanto aos valores de . e g, os dados obtidos foram de 0,0984 h' para u; e 7,044 h para g.
Quando analisada a curva referente as UFC constatou-se que o valor maximo de células viaveis foi
obtido as 24 horas de crescimento com o valor de 1,2675x10’ UFC/mL. Analisando a curva de
crescimento da levedura na presenga do composto 1.6 verificou-se um aumento do crescimento
entre as 10 e as 24 h. Este facto pode indicar uma adaptagao da levedura ao composto. Este facto
podera ser comprovado analisando a curva referente a determinagao de UFC, onde se verificou
um aumento, de uma forma quase constante, do numero de UFC/mL, desde a 102 hora de

crescimento até a 242 hora.
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Figura 7. Curva de crescimento (a) e curva de viabilidade celular (m) na presenca do composto 1.6 a uma
concentragdo de 0,4575 pyM. No grafico estéo representados os valores de M (3,130), de UFC/mL maximo
(12675000) e de UFC/mL final (12675000). Os valores indicados no grafico sao representativos de, pelo
menos, trés crescimentos independentes.

De um modo geral, e depois de analisadas todas as curvas relativas ao crescimento e
viabilidade celular da levedura, os resultados encontram-se sumarizados na Tabela 9. De seguida,
prosseguiu-se para a analise do proteoma de S. cerevisiae quando esta é cultivada na presenca

dos compostos em estudo.

Tabela 9. Valores de ., g, M, UFC/mL (méx) e UFC/mL (24h) relativos ao crescimento na presenga dos
compostos em estudo.

Controlo Dx 1.2 1.4 1.6
Me 0,3104 0,121 0,131 0,1135 0,0984
g 2,233 5,728 5,291 6,107 7,044
M 5,030 0,634 0,535 0,426 3,130
UFC/mL (mdx)  2,834x10’ 1,87x10° 2,040x10° 1,765x10°  1,2675x10’
UFC/mL (24h) 2,749x10’ 7,6x10° 8,125x10°  1,2575x10°  1,2675x10’
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3.4. Efeitos dos compostos em estudo no proteoma da levedura

Com o objectivo de obter informagdes Uteis no que diz respeito ao modo de acg¢éo e possiveis
alvos bioldgicos especificos dos compostos em estudo, os proteomas das células de S. cerevisiae
foram comparados apds exposi¢cao aos compostos (Figura 8). As células foram recolhidas a meio
da fase exponencial de crescimento.

Figura 8. Conjunto dos géis 2-DE representativos do proteoma de S. cerevisiae quando exposta a
cada um dos compostos: (A) Controlo; (B) Dx; (C) 1.2; (D) 1.4; (E) 1.6. E possivel verificar algumas
diferencas nos géis resultantes da exposicdo aos diferentes compostos. Essas diferengas ocorrem
sobretudo nos pontos correspondentes a isoformas proteicas de baixo peso molecular, verificando-se
também diferencas de expressdo em alguns dos pontos que apresentam maior express&o no gel A.

24



Depois de realizada a 2-DE, foi necessario submeter os géis obtidos a uma analise
computacional com o programa da Nonlinear Dynamics, Progenesis SameSpots (versdo de
demonstragdo). Desta forma foi possivel detectar diferencas a nivel da expressao proteica entre os
proteomas obtidos apds exposicao da levedura aos compostos em estudo e o proteoma da
condigdo controlo (crescimento da levedura sem adi¢do de qualquer composto). Depois desta
analise seleccionou-se um conjunto de pontos que apresentaram variagdo nos niveis de expressao
relativamente a condigdo controlo (cultura sem composto). As isoformas proteicas identificadas

podem ser visualizadas, a titulo representativo, na Figura 9.

Figura 9. Mapa de proteinas baseado na 2-DE da condi¢do controlo. As proteinas indicadas foram
identificadas através de PMF por MALDI-FTIRC-MS.

De seguida, os pontos foram enviados para posterior identificacdo através de PMF/MALDI-
FTIRC-MS. Na Tabela 10 estdo indicadas as proteinas identificadas, a sua caracterizagdo (em
termos de pl e Mw) e a variagao de expressao relativamente a condigéo controlo para cada um dos

compostos.
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Tabela 10. Proteinas identificadas por PMF/MALDI-FTIRC-MS. Estado incluidas todas as proteinas
identificadas e indicados os valores de pl//Mw (experimental e tedrico), o score de MASCOT e o erro (ppm).

Proteina (expgl’r/i%"ef’mal) (t‘zg :'f’(‘:"(’)) Score MASCOT  Erro (ppm)
Cprip 7 8/<18 6.9/17,3 Y, 3
Cysdp 7.6/51 6,25/55,9 129 1
Enolp 6,5/45 6,16/46.7 60 16
Eno2p 6,5/45 5,67/46.8 157 12
Fbalp 6,3/40 5,51/39.6 153 3
Gpm1p 9/24 8,81/27.6 142 2
Hsp31p 5,2/21 5,03/25.6 87 0
Ippip 5,6/32 5,36/32.3 194 2
Lys9p 5,2/50 5,1/48.9 180 2
Mrp8p 4,4/22 4,66/25,0 85 1
Pab1p 6,3/65 5,7/64,3 71 2
Pgkip 8,1/45 7.11/44,7 199 1
Sgt2p 4,5/40 4,68/37.2 119 1
Tdh3p 8/33 6,96/35,7 - ;
Thidp 6,3/38 5,98/34.9 76 1
Tpilp 6,4/21 5,74/26.8 134 2
Tsalp 5/19 5,03/21.5 87 1

Depois de identificadas as proteinas e cruzando com os dados obtidos pela analise realizada no
programa da Nonlinear Dynamics, Progenesis SameSpots (versdo de demonstragéo) os resultados
revelaram 7 proteinas (CPR1, FBA1, GPM1, PAB1, PGK1, TDH3, THI4) cuja variacdo de
expressado em relagdo a condigao controlo foi superior a duas vezes em, pelo menos, uma das
condi¢des testadas, e 7 (CYS4, HSP31, IPP1, LYS9, MRP8, SGT2, TPI1) que apresentaram uma

variagao entre 1,5 e 2 vezes em, pelo menos, uma das condigdes (Tabela 11).

De forma a compreender e relacionar as proteinas identificadas, recorreu-se a ferramenta
computacional SGD Gene Ontology Slim Mapper [67] para agrupar as proteinas de acordo com a
sua classificagdo na nomenclatura GO (Gene Ontology) de acordo com a sua fungéo bioldgica
(Yeast GO-Slim: Function) (Tabela 12), o processo biolégico em que estdo envolvidas (Yeast GO-
Slim: Process) (Tabela 13) e a sua localizagao sub-celular (Yeast GO-Slim: Component) (Tabela
14).
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Tabela 11. Variagcdo da expressédo das proteinas identificadas em células de S. cerevisiae expostas aos
compostos em estudo. A descrigdo das proteinas foi obtida da base de dados SGD (Saccharomyces Genome
Database) em: http://www.yeastgenome.org.

Variagao da expressao

Proteina Descrigao

1.2 1.4 1.6 Dx
Cprip Prolina Rotamase sensivel a Ciclosporina A 1,5 1,2 -2/4 1,3
Cys4dp Cistationina beta-sintetase -1,1 1 -1,1  -1,5
Eno1p Enolase | -1,1 -1,3 -1,1 -1,1
Eno2p Enolase Il -1,1 -1,3 1,1 -1,1
Fbalp Fructose 1,6-bifosfato aldolase -1,5 -1.6 44 1,3
Gpm1p Glicerato Fosfomutase -1,6 -1,9 -11,6 -2,3
Hsp31p Chaperona putativa e cisteina protease 1,7 1,6 1,2 -1,3
lpp1p Pirofosfatase Inorganica -1,7 -1,7 1,3 -1.9
Lys9p Saccharopine desidrogenase 1 -1,8 -1,4 -14
Mrp8p Proteina Ribossomal Mitocondrial 1,2 1,9 1,5 1,2
Pab1p Proteina de ligacao Poly(A) -1,1 1,7 35 -1,9
Pgk1p 3-FosfoGlicerato cinase -1,6 -1,1 -1,1 -29
Sgt2p Proteiqa tetratricopeptidica rica em 1.1 12 12 15

glutamina

Tdh3p Desidrogenase triose-fosfato 1,1 1,2 2,5 -1,5
Thi4p Tiazole sintetase 1,3 1,1 1,8 -2/4
Tpilp Isomerase triose-fosfato 1,1 -1,1 -1,8 1,1
Tsalp Tioredoxina peroxidase 1,2 1,3 1,1 1

Na Tabela 12 estdo agrupadas as proteinas que foram identificadas tendo em conta a sua
fungdo na célula. Estdo ainda descritos dados como a frequéncia no conjunto de proteinas

identificadas e a frequéncia das proteinas no genoma da levedura.

Tabela 12. Agrupamento por fungéo biolégica das proteinas identificadas. Este agrupamento foi realizado
recorrendo ao software SGD Gene Ontology Slim Mapper disponivel na base de dados SGD em
www.yeastgenome.org/cgibin/GO/goSlimMapper.pl

Frequéncia
Funcgao Frequéncia no Proteina(s)
Genoma
Liase 23.5% 1.3% Cys4p,Eno1p,Eno2p,Fba1p
Isomerase 17.6% 0.9% Tpi1p,Cprip,Gpm1ip
E‘%"’t‘gf‘fage 17.6% 9.7% lop1p,Hsp31p, Tsalp
Desconhecida 17.6% 31.6% Thidp,Mrp8p,Sgt2p
Oxidoreductase 17.6% 4.3% Tdh3p,Tsa1p,Lis9p
Hidrolase 11.8% 13.2% Ipp1p,Hsp31p
Peptidase 5.9% 2.1% Hsp31p
Ligagdo ao ARN 5.9% 10.9% Pab1p
Transferase 5.9% 11.4% Pgk1p
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No que diz respeito aos dados relativos ao agrupamento das proteinas identificadas consoante
0s processos celulares em que estao envolvidas, podemos verificar, através da analise dos dados
presentes na Tabela 13, que existe uma grande preponderancia de proteinas envolvidas quer na
producao de energia quer no metabolismo de hidratos de carbono.

Tabela 13. Agrupamento por processo biolégico das proteinas identificadas. Este agrupamento foi realizado

com base no software SGD Gene Ontology Slim Mapper disponivel na base de dados SGD em
www.yeastgenome.org/cgibin/GO/goSlimMapper.pl

Frequéncia
Processo Frequéncia no Proteina(s)
Genoma
Pgk1p,Tpi1p,Tdh3p,
Producao de energia 41.2% 2.9% Eno1p,Eno2p,Fba1p,
Gpm1p
Pgk1p,Tpi1p,Tdh3p,
Metabolismo de hidratos de carbono 41.2% 4.3% Eno1p,Eno2p,Fba1p,
Gpm1p
Organizacéao do vacuolo 11.8% 1% Eno1p,Eno2p
Tradugéo 11.8% 11% Pab1p,Tsa1p
Resposta a stress 11.8% 9.2% Tsalp,Sgt2p
Ciclo celular 11.8% 8.2% Cprip,Tsalp
Metabolismo de aminoacidos 11.8% 4.0% Cys4p,Lys9p
Organizacdo membranar 11.8% 4.4% Eno1p,Eno2p
Processo bioldgico desconhecido 11.8% 19.7% Hsp31p,Mrp8p
Folding de proteinas 5.9% 1.4% Tsalp
Organizacado de cromossomas 5.9% 6.2% Cprip
Metabolismo do ARN 5.9% 18.6% Pab1p
Resposta a estimulos quimicos 5.9% 5.0% Tsalp
Transporte 5.9% 16.3% Sgt2p
Processos de sinalizacao 5.9% 3.8% Tsalp
Metabolismo de vitaminas 5.9% 1% Thidp
Organizagao mitocondrial 5.9% 4.9% Thidp
Modificagédo de proteinas 5.9% 8.7% Cprip
Meiose 5.9% 2.5% Cprip
Homeostasia 5.9% 2.3% Tsalp
Metabolismo do ADN 5.9% 6.3% Tsalp
Esporulagao 5.9% 2% Cprip
Metabolismo heterociclico 5.9% 3% Thidp
Metabolismo de compostos aromaticos 5.9% 1.3% Thidp
Outro 5.9% Ipp1p

De acordo com o resultado do agrupamento das proteinas identificadas por localizagdo sub-
celular, pode-se verificar, ao consultar a Tabela 14, que a grande maioria das proteinas

identificadas encontra-se localizada no citoplasma ou na mitocondria.
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Tabela 14. Agrupamento por localizagdo sub-celular das proteinas identificadas. Este agrupamento foi
realizado recorrendo ao programa SGD Gene Ontology Slim Mapper disponivel na base de dados SGD em
www.yeastgenome.org/cgibin/GO/goSlimMapper.pl

Frequéncia
Localizacao Frequéncia no Proteina(s)
Genoma

Ipp1p,Pgk1p,Tpi1p,Cprip,Pab1p,Thidp,
Citoplasma 94.1% 60.0% Cys4p,Tdh3p,Eno1p,Eno2p,Fbalp,
Mrp8p,Gpm1p,Tsalp,Lys9p,Sgt2p
Pgk1p,Tpi1p,Cprip,Thi4p,Cys4p,

Mitocondria 58.8% 17.7% Tdh3p.Eno1p,Eno2p.Fbalp,Gpm1p
Fraccdo Membranar 29.4% 3.2% Pgk1p,Tpi1p,Tdh3p,Eno1p,Eno2p
Nucleo 11.8% 32.8% Cprip,Pab1p

Vacuolo 11.8% 3.3% Eno1p,Eno2p
Ribossoma 5.9% 5.6% Pab1p

Membrana 5.9% 18.4% Eno2p

Parede celular 5.9% 1.6% Tdh3p

Cromossoma 5.9% 5.3% Cprip

Outro 5.9% Hsp31p

3.4.1. Andlise dos efeitos do composto Dx no proteoma da levedura S.
cerevisiae

A exposicao da levedura S. cerevisiae ao farmaco Dx teve por objectivo servir de referéncia a
este estudo servindo para comparar os proteomas originados apds a exposigdo aos compostos em
estudo e cujo mecanismo de acgédo ainda & completamente desconhecido. Neste ensaio foram
detectadas, de entre as proteinas identificadas, oito proteinas (Cys4p, Gpm1p, Ipp1p, Pab1p,
Pgk1p, Sgt2p, Tdh3p, Thi4p) com niveis de expressao com variagao superior a 1,5 vezes quando
comparados com a amostra controlo. De todas as proteinas que mostraram variagdo igual ou
superior a 1,5 vezes na sua expressao apenas uma (Sgt2p) apresentou um aumento da sua
expressao em relagdo ao ensaio controlo. Todas as outras proteinas se apresentaram reprimidas.
De entre as proteinas identificadas que apresentaram uma variagao de expressao, destacam-se as

proteinas Gpm1p, Pgk1p e Thi4p.

A proteina Gpm1p surge mais uma vez neste estudo como uma das proteinas cuja expressao
foi reprimida. E a Unica proteina que surge em todos os ensaios com uma variagdo negativa igual

ou superior a 1,5 vezes em relagdo ao ensaio controlo.

Neste ensaio a proteina Pgk1p surge como a proteina com o nivel de expressao mais afectado.
Denominada por 3-fosfoglicerato cinase, catalisa a transferéncia de grupos fosforil altamente
energéticos de 1,3-bisfosfoglicerato para adenosina difosfato (ADP) formando adenosina trifosfato
(ATP). Localizada no citoplasma, na mitocéndria e na membrana celular € uma enzima chave na

glicolise e na gluconeogénese.
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Neste ensaio a proteina Pgk1p surge como a proteina com o nivel de expressao mais afectado.
Denominada por 3-fosfoglicerato cinase, catalisa a transferéncia de grupos fosforil altamente
energéticos de 1,3-bisfosfoglicerato para ADP formando ATP. Localizada no citoplasma, na

mitocOndria e na membrana celular € uma enzima chave na glicélise e na gluconeogénese.

Outra das proteinas cuja expressao foi afectada por accao da exposicédo a Dx foi a proteina
Thidp. Catalisadora da formac&o de um intermediario de tiazole durante a biossintese de tiamina,
esta proteina é também necessaria para assegurar a estabilidade do genoma mitocondrial em
resposta a agentes que podem causar mutagcdes no de ADN [68]. Tendo em linha de conta o
conhecimento adquirido sobre 0 modo de acg¢ao da Dx e sabendo que esta actua directamente no
ADN por intercalacéo, quebra de cadeias e inibicao da enzima topoisomerase Il, causando também
alteragdes na expressao proteica, estas alteragdes na expressao de Thi4dp podem assim ser

justificadas.

3.4.2. Andlise dos efeitos do composto 1.2 no proteoma da levedura S.
cerevisiae

Apds exposicao da levedura S. cerevisiae ao composto |.2 foram detectadas, de entre todas as
proteinas identificadas, seis proteinas (Cpr1p, Fbalp, Gpm1p, Hsp31p, Ipp1p, Pgk1p) com niveis
de expressao com variagdo superior a 1,5 vezes quando comparados com a amostra controlo.
Destas, quatro (Fba1p, Gpm1p, Ipp1p, Pgk1p) demonstraram diminuigao dos niveis de expressao.
Trés (Fba1p, Gpm1p, Pgk1p) apresentaram uma diminui¢cdo do nivel de expressdo em 1,5 vezes e
uma (lpp1p) apresentou uma diminuicdo de 1,7 vezes. As restantes duas proteinas (Cprip,
Hsp31p) revelaram um aumento dos niveis de expressdo em 1,5 e 1,7 vezes, respectivamente. De
entre as proteinas identificadas que apresentaram uma variagao de expressao, destacam-se as

proteinas Ipp1p e Hsp31p.

Ipp1p € uma proteina que exibe actividade enzimatica e é denominada de difosfatase
inorganica. Sabe-se que € uma proteina citoplasmatica e actua hidrolizando moléculas de difosfato
inorganico (PPi) resultando dessa hidrolise duas moléculas de fosfato (Pi). Inserida no metabolismo
dos fosfatos, € uma proteina essencial para a célula e estudos onde foram utilizados mutantes nos
quais esta proteina nao é expressa demonstraram que os mesmos sao inviaveis. Sabe-se também
que a sua repressao, como acontece no caso deste estudo, diminui o fitness competitivo da célula
[68, 69].

Segundo a SGD, a proteina Hsp31p exibe actividade de hidrolase, peptidase e possivelmente
de chaperona. Com semelhangas com a proteina Hsp31 existente em Escherichia coli, o processo
biolégico e a sua localizagdo sub-celular em S. cerevisiae ainda ndo sao conhecidos sabendo-se
apenas que a sua expressao aumenta quando as células séo sujeitas a alguma condigédo de stress

[68, 69]. Analisando os valores obtidos para a expressdo desta proteina em células de S.
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cerevisiae cultivadas na presenga do composto |.2 é visivel que este composto induziu a sobre-

expresséao desta proteina (ainda que ndo em niveis considerados muito elevados).

3.4.3. Analise dos efeitos do composto 1.4 no proteoma da levedura S.
cerevisiae

Quando as células de levedura S. cerevisiae foram expostas ao composto 1.4 foi possivel
identificar sete proteinas (Fba1p, Gpm1p, Hsp31p, Ipp1p, Lys9p, Mrp8p, Pab1p) cujos niveis de
expressao variaram mais do que 1,5 vezes em relagdo a amostra controlo. Destas, quatro (Fba1p,
Gpm1p, Ipp1p, Lys9p) demonstraram uma diminui¢do dos seus niveis de expressao. Em oposigéo,
as trés restantes (Hsp31p, Mrp8p, Pab1p) apresentaram um aumento do seu nivel de expressao.
De entre as proteinas identificadas que apresentaram uma variagéo de expresséo, destacam-se as

proteinas Gpm1p, Lys9p e Mrp8p, com variagdes de -1,9, -1,8 e +1,9, respectivamente.

A proteina Gpm1p esta envolvida no metabolismo energético e no metabolismo de hidratos de
carbono. Localizada no citoplasma e na mitocéndria possui actividade de fosfoglicerato mutase,
assumindo portanto um papel importante na via glicolitica e na gluconeogénese onde medeia a
conversao de 3-fosfoglicerato a 2-fosfoglicerato e vice-versa [68, 69]. A redugdo da sua expressao
conduziu a uma taxa de crescimento mais baixa [68], facto que foi possivel verificar no ensaio em

analise.

Lys9p é uma saccharopine desidrogenase e exibe actividade de oxireductase [69]. Presente no
citoplasma, esta integrada na via metabdlica de biossintese de lisina. Sabe-se que um aumento de
expressao desta proteina leva a um aumento da resisténcia da levedura a toxinas e que mutantes
cujo gene foi deletado apresentam-se como viaveis [68]. No caso do ensaio efectuado, verificou-se
um decréscimo da expressao de Lys9p, contudo, ndo foi possivel obter dados que confirmem um

efeito desta mesma redugao.

Proteina de fungédo desconhecida, a Mrp8p esta localizada no citoplasma [68]. Tendo por base
a anadlise da sua sequéncia pensa-se que seja uma proteina ribossomal mitocondrial [70]. Embora
a sua fungao e os processos bioldgicos em que esta envolvida sejam desconhecidos sabe-se que
a sua transcrigao é induzida, como acontece neste caso, quando a membrana celular € sujeita a

condicdes de stress [71].

3.4.4. Anadlise dos efeitos do composto 1.6 no proteoma da levedura S.
Cerevisiae

De acordo com os dados obtidos, a exposi¢cao da levedura S. cerevisiae ao composto 1.6 levou
a detecgdo, de entre todas as proteinas identificadas, de oito proteinas (Cprip, Fbalp, Gpm1p,
Mrp8p, Pab1p, Tdh3p, Thi4p, Tpi1p) cujos niveis de expressdo apresentaram uma variagao

superior a 1,5 vezes em relacdo a condi¢ao controlo. Destas oito proteinas, quatro (Cprip, Fba1p,
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Gpm1p, Tpi1p) demonstraram uma diminuicdo dos niveis de expressao e quatro (Mrp8p, Pab1p,
Tdh3p, Thi4p) apresentaram um aumento no nivel de expressdo. Com variagdes de expressao,
relativamente ao ensaio controlo, de -2,4, -4,4, -11,6, +3,5, +2,5 e -1,8, evidenciam-se as proteinas

Cpr1ip, Fba1p, Gpm1p, Pab1p, Tdh3p e Tpi1p, respectivamente.

A proteina Cpr1p possui actividade de isomerase e funciona como alvo de ligagdo do composto
ciclosporina A. Nos mutantes onde foi eliminado o gene que codifica para esta proteina, verificou-
se um aumento da resisténcia a ciclosporina A. Presente no citoplasma, no nucleo e nos
cromossomas, a proteina Cprip esta envolvida em varios processos celulares, nomeadamente:
regulacdo do ciclo celular, através da regulacdo negativa da meiose: organizacdo dos
cromossomas: e esporulagao [68]. Sabe-se também que a actividade de Cprip permite uma
localizagdo sub-celular adequada a proteina Zprip. Zprip € uma proteina essencial que com

conformacéo tridimensional, com um ido de zinco ligado e que permite a ligagdo ao ADN [72].

No caso da proteina Fba1p, houve uma repressao consideravel de -4,4 vezes em relagéo ao
controlo. Esta proteina possui actividade de aldolase e encontra-se envolvida no metabolismo
energético e de hidratos de carbono. Localizada no citoplasma e na mitocéndria tem um papel
importante na via glicolitica, na gluconeogénese e na fermentagcdo de glucose. Esta proteina
catalisa a reaccao, dependente de zinco, entre dihidroxiacetona e gliceraldeido-3-fosfato para a
formagao de frutose-1,6-bisfosfato, e vice-versa [69]. A sua repressao, devido ao facto de ser mais
uma proteina em que o zinco tem um papel importante, tal como acontece com a proteina Cpr1p,

leva a crer que o composto |.6 pode ter um modo de acgao preferencial para este tipo de proteinas.

Em relacéo a proteina Gpm1p (anteriormente referida), € de salientar o facto de neste ensaio se
ter observado uma repressdo de 11,6 vezes em relagdo ao ensaio controlo. E a variagdo mais

marcante que foi obtida em qualquer um dos ensaios efectuados.

Uma proteina que apresentou niveis de expressao elevados em relagdo ao controlo foi a
proteina Pab1p. Presente no citoplasma, no ribossoma e no nucleo, é uma proteina de ligagcéo
poli(A) que esta envolvida no controlo do comprimento da cauda poli(A) e que medeia interac¢des
entre a estrutura cap 5’ e a cauda 3’ poli(A) do mARN desempenhando um papel importante nas
vias de expressao génica. Em adigéo, pensa-se que podem actuar como antagonistas a ligagéao de
factores que levam a degradacdo do mARN, regulando assim a sua “longevidade” [68, 69]. O seu
aumento de expressao neste ensaio pode estar relacionado com a formacgao de granulos de stress,
agregacgdes densas que se formam no citoplasma quando a célula esta sob condi¢des de stress e,

que sao constituidas por proteinas e ARN’s [68, 73, 74].

Tdh3p é outra das proteinas que revelou uma expressao aumentada. Com a designacéo de
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase e localizada no citoplasma e na membrana celular, é
responsavel pela catdlise da reacgdo na qual gliceraldeido-3-fosfato da origem a 1,3-bis-

fosfoglicerato e esta presente na via glicolitica e na gluconeogénese [68]. Pensa-se que esteja
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também envolvida no processo de apoptose e no metabolismo de espécies reactivas de oxigénio
[75].

A proteina Tpi1p surgiu neste ensaio com uma repressao da expressao relativamente ao ensaio
controlo. Com actividade de isomerase € uma proteina abundante na via glicolitica, esta localizada
no citoplasma, na mitocondria e na membrana citoplasmatica [68]. Um estudo de 1996 revelou que
a auséncia desta proteina leva a uma mudancga de produto final no catabolismo da glucose [76],
passando este de etanol a glicerol. Num estudo posterior foi também demonstrado que o mutante
com o gene silenciado que codifica para a proteina Tpi1p é incapaz de crescer com glucose como

a unica fonte de carbono [77].
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4. Conclusao e perspectivas futuras

Os resultados obtidos durante este estudo permitiram identificar algumas das potenciais
proteinas que poderao estar envolvidas nos mecanismos subjacentes a resisténcia da levedura S.
cerevisiae BY4741 quando exposta a estes novos compostos.

Um dos objectivos principais deste estudo era o de identificar quais os alvos bioldgicos
afectados pela exposicéo a estes compostos e tentar clarificar o seu modo de acc¢éo, tendo como
base um composto amplamente utilizado na terapéutica oncoldgica, a Dx.

Deste modo, foram determinadas as CMI para cada um dos compostos e de seguida efectuou-
se a caracterizacao do crescimento da levedura e a determinagdo do numero de células viaveis
através da determinacdo do numero de UFC/mL em cada uma das culturas. Depois de
caracterizados os crescimentos celulares procedeu-se a analise e comparagéo do proteoma da
levedura quando esta foi exposta aos compostos. As proteinas que apresentaram diferengas ao
nivel da expressao foram identificadas com o objectivo de ser possivel uma associagao entre estas
e a(s) possivel ou possiveis via(s) metabdlica(s) em que estivessem envolvidas, para que assim
fosse possivel identificar o modo de acg¢ao dos respectivos compostos.

A 12 fase do trabalho, baseou-se no estudo do comportamento da levedura quando na presenca
de varias concentragbes de DMSO e na determinagdo da CMI relativa aos compostos em estudo.
Daqui conclui-se que a cinética de crescimento da levedura nao sofreu efeitos perceptiveis até
uma concentracdo de 1% (v/v) de DMSO, apresentando contudo alteragées para concentracdes
superiores como se verifica nos resultados obtidos para uma concentragéo de 3% (v/v). No que diz
respeito a determinagdo da CMI para cada um dos compostos podemos verificar que o composto
I.2 apresentou a CMI mais baixa, 0,035 pM, e para o composto 1.4 foi determinada uma CMI de 4
MM, a mais elevada apresentada pelos compostos em estudo. Os compostos .6 e Dx
apresentaram CMI de valores intermédios de 0,61 e 0,055 uM, respectivamente. Através da
analise destes valores podemos verificar que 1.2 e Dx se apresentam como os compostos com uma
maior actividade inibitéria. A partir destes valores de CMI foram determinadas as concentragdes de
cada composto a utilizar nas fases posteriores do trabalho. Essas concentragbes foram calculadas
tendo em conta o comportamento da levedura quando exposta aos compostos. Foram utilizadas
concentragdes nas quais foi visivel uma alteragao no crescimento da levedura reflectida por uma
diminuicdo substancial da taxa de crescimento (Y.) em relacdo ao crescimento na condicdo
controlo (sem adigdo de composto).

Terminada esta fase do estudo, prosseguiu-se para a 22 fase onde se caracterizou o
crescimento e determinou o numero de células viaveis de levedura quando esta se encontra
exposta aos diferentes compostos. Durante esta fase verificou-se que as células crescidas na
presenca do composto |.6 foram as que apresentaram a p. mais baixa de entre todos os
compostos testados. Verificou-se também que o composto 1.6 foi o que apresentou uma menor

reducao do numero de células viaveis ao fim de 24 h de exposi¢cao. Os dados obtidos através
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destes ensaios permitiram clarificar o comportamento da levedura nas condigdes testadas e a partir

dai seleccionar quais os parametros a serem utilizados na analise protedmica.

Depois de recolhidas as células e obtido o extracto proteico, foi realizada a analise protedmica
para todos os compostos em estudo. No total, e até a data de conclusdo deste estudo, foram
identificadas 17 proteinas. As proteinas identificadas foram agrupadas por func¢ao, localizagédo sub-
celular e por processos biolégicos onde se encontram envolvidas, através da ferramenta
computacional SGD Gene Ontology Slim Mapper [67]. Esta analise foi feita com o intuito de
verificar se existia um padrao nas proteinas cuja expressao foi afectada de modo a clarificar deste
modo o mecanismo de ac¢do de cada composto, uma vez que se tratam de compostos cujos
modos de acgdo ainda ndo se encontram descritos. Da analise dos resultados foi possivel concluir
que grande parte das proteinas identificadas esta relacionada com o metabolismo energético, com
particular destaque para uma proteina que mostrou niveis interessantes de repressao para todos
os compostos em estudo, a proteina Gpm1p, uma proteina com um papel importante na glicélise e
na gluconeogénese. Para além disso, foi visivel através da comparagcdo computacional dos
proteomas, que foi com a exposigdo ao composto .6 que se obtiveram proteinas com variagdes
mais elevadas, onde proteinas como Fba1p, Gpm1p, Pab1p e Tdh3p apresentaram variagbes de
-4.4,-11,6, +3,5 e +2,5, respectivamente. Um outro dado bastante interessante foi o facto de duas
das proteinas que apresentaram uma alteracdo de expressdo significativa no ensaio com
composto 1.6 estarem de alguma forma relacionadas com o metal zinco (Cprip e Fba1p), o que
podera sugerir que este composto pode actuar de forma preferencial sobre este tipo de proteinas.
Adicionalmente, também foi possivel verificar a sobre-expressédo da proteina Pab1p, associada a
formacdo de granulos de stress no citoplasma quando a levedura se encontra expostas a
condi¢cbes desfavoraveis [73, 74]. Nos outros ensaios com os compostos |.2 e |.4, verificou-se que
a expressao foi alterada mais do que 1,9 vezes. No entanto, € necessario ter em conta que ainda
se encontram por identificar um ndamero significativo de proteinas que foram enviadas
posteriormente para analise. Em relagdo ao farmaco Dx, que foi utilizado com o objectivo de
estabelecer uma analogia entre 0 mecanismo e a forma de acgdo dos novos compostos, ndo se
verificaram semelhangas entre as proteinas que apresentaram a sua expressao alterada com os
novos compostos e as proteinas com expressao alterada apos exposi¢cao a Dx ndo sendo possivel,
com os dados obtidos, estabelecer ou inferir alguma semelhanga entre os modos de acg¢do dos
novos compostos e os modos de acgao da Dx.

De um modo geral, e tendo em conta os resultados obtidos este estudo apresenta uma analise
preliminar destes novos compostos com potencial anti-tumor e do comportamento da levedura S.
cerevisiae quando exposta a sua presenga.

No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para que seja possivel identificar qual o
mecanismo de acgdo destes compostos bem como a posterior validagdo dos alvos bioldgicos

destes compostos. Assim, estudos futuros poderdo considerar uma analise do fendtipo de um
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conjunto de mutantes da levedura S. cerevisiae em que todos os genes ndo essenciais tenham
sido individualmente eliminados. Desta forma sera possivel identificar quais os genes envolvidos
na susceptibilidade alterada a estes compostos. Adicionalmente, também seria interessante
efectuar a expressdo heterdloga na levedura com o objectivo de realizar estudos funcionais
detalhados, com particular énfase na actividade biolégica de eventuais bombas de efluxo
associadas a este tipo de compostos.

Assim, utilizando em conjunto os resultados obtidos neste estudo e as futuras novas
abordagens, espera-se que seja possivel clarificar o modo como estes compostos com potencial
anti-tumor actuam subsequentemente estabelecer uma abordagem inovadora com aplicabilidade

na area da terapéutica oncoldgica.
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