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RESUMO

Os polioxometalatos (POMs) tém sido referidos como potenciais anticancerigenos
do futuro. Assim, este trabalho focou-se em estudar os efeitos anticancerigenos de um
POM sobre o qual pouco se sabe — 0 P2W1s. Comegou-se por determinar um valor de
inibicdo de 50% da atividade (ICso) da Ca?*-ATPase, conhecida como sendo um potencial
alvo molecular para o tratamento de varias doencas, de 0,6 uM (um dos mais baixos para
esta bomba idnica até agora). Adicionalmente, verificou-se um tipo de inibigdo mista que
sugere que o P,Wis pode-se ligar ao local ativo e/ou a um local alostérico. Um estudo
com incubacgdes de 60 min sugere que o composto ndo se decompde noutras espécies,
mostrando estabilidade. Determinou-se, pela primeira vez, o ICsp (> 100 pM) de um POM
(P2W1s) para aquaporinas (AQP3) que também sdo conhecidas como potenciais alvos
para o tratamento de varias doencas (incluindo o cancro). Estudos antiproliferativos com
0 P2W1s em células de carcinoma pancreatico, BxPC3, demonstraram uma percentagem
de fecho de ferida de 81%, menos 12% que o controlo (P > 0,05). Adicionalmente, testou-
se a capacidade do P,Wis afetar a viabilidade celular das células BxPC3 e obteve-se um
ICs0 =~ 40 uM. Por dltimo, testou-se a capacidade antioxidante do P2W1s, em conjunto
com 6 outros POMs, obtendo-se um valor de 4%. Em conclusdo, o P>Wis inibe
diferentemente a Ca®*-ATPase e a AQP3. O efeito inibitrio nas células de carcinoma

pancreético sugere que o0 P2W1s podera ser um agente promissor no tratamento de cancro.

Palavras-chave: Polioxotungstatos; PW1s; Cancro do Pancreas; BxPC3; Aquaporina;
Ca?*-ATPase
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ABSTRACT

Polyoxometalates (POMSs) have been described as potential anticancer drugs of the
future. Therefore, this work was focused on studying the anticancer effects of a POM of
which not that much is known — P,Wis. First, it was determined a value of inhibition of
50% of the activity (ICso) of Ca**-ATPase, known as a potential molecular target for the
treatment of several diseases, of 0,6 uM (one of the lowest to this ionic pump until now).
Furthermore, it was observed a mixed type inhibition that suggests that P.W1s can bind
to the active site and/or to an allosteric site. A study done with incubations of 60 min
suggests that the compound doesn’t decompose into other species, showing it’s stability.
It was determined, for the first time, the ICso (> 100 uM) of a POM (P2W:1s) to aquaporins
(AQP3), that are also known as potential targets for the treatment of several diseases
(including cancer). Antiproliferative studies done with P,Ws in pancreatic carcinoma
cells, BXxPC3, showed a percentage of wound closing of 81%, minus 12% than the control
(P > 0,05). Additionally, the capacity of P.Ws affecting the cell viability of BxPC3 cells
was tested, obtaining an I1Cso of ~ 40 uM. Finally, the antioxidant capacity of P2W1s was
tested, along with 6 other POMs, and a result of 4% was obtained. In conclusion, P,W1s
inhibits Ca?*-ATPase and AQP3 differently. The inhibitory effect on the pancreatic
carcinoma cells suggests that P.W1s might be a promissing agent in the treatment of this

type of cancer.

Keywords: Polyoxotungstates; P,Wis; Pancreatic Cancer; BXxPC3; Aquaporin; Ca®*-
ATPase
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1. Introducao

1.1 Cancro

Nos ultimos anos, o cancro tem sido referido como a segunda maior causa de morte
no mundo inteiro (9,6 milhdes em 2018) sendo a primeira as doengas cardiovasculares
(17,6 milhdes) e a terceira as doencas respiratorias (3,5 milhdes). Nos EUA s&o estimados
em 2019 aproximadamente 2 milhdes de novos casos de cancro diagnosticados, dos quais
30% levardo a morte do paciente (Siegel & Miller, 2019).

Em Portugal, o perfil do cancro de 2014 tracado pela World Health Organization
(WHO) indicou que ocorreram 27200 mortes devido ao cancro, 16600 no caso dos
homens e 10600 no caso das mulheres. Em relacdo aos tipos de cancro, nos homens, o
cancro da traqueia, brénquios e pulméo foram a maior causa de morte com 19,3%,
enquanto nas mulheres o mais letal foi o cancro da mama com 16,9%. Segue-se, para
ambos, o cancro colorretal com cerca de 15-16% (Figura 1.1) (Profile, Trends &
Incidence, 2014).

R Traqueia, brénquios, Linfomas, mieloma
Pancroeas pulmao multiplo
Estdmago 4,8% 8% 6,2%

9,7%

Outros N
Préstata 39% Estomago

11,8% 9,4%
Homens

16600 mortes

Colorretal Colorretal
15,3% 16,4% “

Traqueia, bronquios, pulmao Mama
19,3% 16,9%

Outros
43,1%

Mulheres
10600 mortes

Figura 1.1 — Perfil de mortalidade do cancro em Portugal em 2014 para homens e
mulheres (adaptado de Profile et al., 2014).

Mas como € que se caracteriza, exatamente, esta doenca que afeta tantas pessoas a
nivel mundial? O cancro € uma doenga maligna que tem origem em mutagdes nas células
somaticas, e que pode causar danos cromossomais e instabilidade genética resultando

assim na transformacdo maligna das células. Estas mutacfes fazem com que as células
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proliferem de forma descontrolada, passando assim a células tumorais e levando a
formacdo de um tumor (com a excecdo de casos como a leucemia). As células tumorais
possuem diversas propriedades diferentes das células normais tais como a falta de
sensibilidade a sinalizacdo anticrescimento, a capacidade de evitarem a apoptose e ainda
a possibilidade de migrarem e formarem metastases (Aktipis & Nesse, 2013; Cheteh et
al., 2017; Jiang et al., 2019; Sudhakar, 2009). Ainda segundo a WHO
(https://www.who.int/en/news-room/fact-sheets/detail/cancer), as mutaces que levam a
formacdo de células tumorais derivam dos fatores genéticos que cada individuo possui
e/ou de 3 categorias de agentes externos: (1) agentes cancerigenos fisicos (raios UV e
radiacdo ionizante); (2) agentes cancerigenos quimicos (asbestos, componentes do fumo
do tabaco, aflatoxinas (contaminante de comidas) e arsénico (contaminante da agua)); (3)

agentes cancerigenos bioldgicos (infecBes de certos virus, bactérias ou parasitas).

1.1.1 Dificuldades no tratamento do cancro

O cancro é uma doenca que ndo tem um tratamento especifico, sendo que existem
varias alternativas para cada caso. Exemplos dos tratamentos administrados hoje em dia
sdo a cirurgia, a quimioterapia, a radioterapia, a terapia hormonal, a terapia-alvo e a
imunoterapia (Baskar et al., 2012; Palumbo et al., 2013). Dentro dos compostos
inorganicos utilizados nestas terapias, um dos mais eficientes no tratamento de tumores
solidos é o complexo de cisplatina cis-diaminodicloroplatina (1I) (CDDP). A cisplatina
atua nas células cancerigenas causando danos ao DNA, inibicéo da sintese de DNA e da
mitose e/ou inducdo da apoptose. Por sua vez, as células cancerigenas sdo capazes de
gerar um mecanismo de resisténcia ao tratamento com cisplatina. Foi sugerido que esta
resisténcia pode derivar do aumento dos niveis intracelulares de glutationa (GSH) que, ao
formar complexos com a Pt, vai inibir a inducdo de ROS (Reactive Oxygen Species) e a
acumulacao intracelular da cisplatina através de uma diminui¢do no seu influxo e/ou um
aumento no seu efluxo (Figura 1.2). Deste modo, minimiza-se 0s danos causados pelo
farmaco ao DNA gendmico, além da inducdo do supressor de tumor p53 e da morte
celular, levando a sobrevivéncia da célula cancerigena (Cheteh et al., 2017; Wang, Deng
& Zhu, 2019).



Figura 1.2 — Modelo esquematico da resisténcia da célula cancerigena a cisplatina. Este
modelo sugere que ha um aumento da concentracdo intracelular de GSH, uma inibicdo
dos niveis de ROS e uma diminuicdo na concentracao de cisplatina através da diminuicédo
no seu influxo e/ou do aumento no seu efluxo. Como tal, ha uma diminui¢do nos danos
causados ao DNA e também na inducédo do p53.

Um dos problemas do tratamento com cisplatina, para além do desenvolvimento de
um mecanismo de resisténcia, é a toxicidade da propria cisplatina. Esta toxicidade, que
deriva da sua falta de seletividade, resulta em conhecidos efeitos secundarios como
vomitos, perda de audicdo, danos renais e danos no sistema nervoso (Bijelic et al., 2019;
Deo et al., 2018). Outras desvantagens ndo so da cisplatina, mas também de farmacos
semelhantes, é que estes possuem uma baixa eficiéncia contra alguns tipos de cancros

bem como uma baixa biodisponibilidade (Bijelic et al., 2019).

Para além dos processos de resisténcia ao tratamento, a reincidéncia do tumor é
vista como o maior obstaculo na terapia do cancro. Ela acontece devido ao TME
(microambiente do tumor), que é um sistema dinamico complexo que inclui as células
tumorais, as células epiteliais que se encontram ao seu redor, células estromais compostas
de fibroblastos, células do sistema imune, células endoteliais vasculares, pericitos,
adipocitos, células estromais mesenquimais derivadas da medula 6ssea, citocinas, tecido



vascular e a matriz extracelular. As células tumorais vao interagir com o estroma em seu
redor, através da secrecdo de fatores sollveis, citocinas, microRNAs e/ou vesiculas
extracelulares e trocar informacdes para modificar o seu microambiente e levar a eventos
como a angiogénese, proliferacdo, invasdo, metastases e a criacdo de resisténcias a terapia
(p. ex. pelo aumento de niveis de GSH no espago extracelular provenientes de células ndo
cancerigenas) (Cheteh et al., 2017; Jiang et al., 2019). Por exemplo, no caso de um
tratamento de radioterapia, os fatores mais desafiantes dentro do microambiente do tumor
sdo a hipoxia (deficiéncia de oxigénio) do tumor, que permite a este desenvolver uma
resisténcia a radiacao e tornar as células cancerigenas 2 a 3 vezes mais radio-resistentes
do que tumores em condi¢des normais de oxigénio, e o sistema antioxidante (AOS) das
células cancerigenas, que aumenta a concentracdo de antioxidantes para que estes
sequestrem radicais livres que se encontram em excesso e reduzam a eficacia da
radioterapia (Zhou, R. et al., 2019).

Para evitar os processos de resisténcia ao tratamento do cancro e reduzir os efeitos
secundarios toxicos tém sido sintetizados novos complexos de platina tais como a
carboplatina, a oxaliplatina, a nedaplatina, a heptaplatina e a lobaplatina (Deo et al.,
2018). Para além dos complexos de platina, outros complexos inorganicos como por
exemplo complexos de ouro, prata e mercurio tém sido sugeridos como potenciais agentes
anticancerigenos (Martins et al., 2012; Alan S. Verkman et al., 2014; Yukutake et al.,
2008). Adicionalmente, uma das solugdes desenvolvidas para superar 0s efeitos
secundarios indesejados da cisplatina é a combinacao deste farmaco com outros (Dasari
& Tchounwou, 2015). Estes eventuais farmacos sdo capazes de atacar as células
cancerigenas sem causar danos as células normais (resolvendo o problema da falta de
seletividade) e tém varios alvos de acdo, afetando a pressdo osmotica, acidez celular e
canais iénicos (fazendo com que seja mais dificil para as células cancerigenas criarem
resisténcias) (Liu, B. et al., 2015). Mais recentemente, os polioxometalatos foram
também referidos como potenciais anticancerigenos do futuro, particularmente os

hibridos e encapsulados (Bijelic et al., 2019).



1.2 Polioxometalatos

Os polioxometalatos (POMs) sdo uma classe de compostos, maioritariamente
anionicos, de metais de transi¢do (sendo os mais comuns Mo, W e V) e oxigénio. Os
POMs estdo divididos em dois grupos: isopoli- e heteropolioxometalatos. Os
isopolioxometalatos tém a férmula geral [MmOy]™ onde M é o 4&tomo adenda (p. ex.: Mo,
W e V) e os heteropolioxometalatos tém um ou mais heteroatomos e tém a formula geral
[XxMmOy]", onde X é o heteroatomo central (p. ex.: P, Cu, Si, As, etc.) (Ledn et al., 2014;
Bijelic et al., 2018).

Figura 1.3 — Representacdo poliédrica de exemplos de polioxometalatos (POMs). a)
Lingvist (V10028); b) Dawson (P2Wa1g0e2); c) Keggan trilacunar (AsWgOs3z) e d)
Anderson-Evans (TeWsO24).

Os POMs apresentam uma grande diversidade de estruturas, formas e tamanhos.
Podem ter a forma de Lingvist, tal como o0 V10025 que apresenta um dimero, a forma de
barril como a estrutura do tipo Dawson do P2W13Oe2, a forma de um brécolo como o
Keggan trilacunar, do AsWs0Os3, ou a forma de disco de hoquei de gelo como o de
Anderson-Evans, do TeWeO24 (Figura 1.3). Além disso, como referido acima, estas
estruturas podem conter outros metais que induzem diferentes propriedades estruturais e
fisico-quimicas (em especial as suas propriedades redox) que os tornam Uteis em distintas
areas como a catalise, a fotoquimica, eletroquimica, ciéncia material, cristalografia de
proteinas e na medicina como farmacos (Bijelic et al., 2018; Leon et al., 2014; Xavier

Ldpez et al., 2002). Assim, a grande vantagem destes POMs ¢é esta possibilidade de se
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modificar a sua geometria, forma, tamanho, estados redox bem como o numero de
coordenacdo de forma a obter as propriedades farmacoldgicas mais desejadas (Leon et
al., 2014). Adicionalmente, para aléem dos POMs inorgénicos puros, a sintese de POMs
hibridos e de nanoparticulas contendo POMs também tém sido referidos com potenciais
agentes anticancerigenos, antibacterianos, antivirais, antifingicos e antidiabéticos, para
além de outras aplicacdes biotecnoldgicas (Tabela 1.1) (N. Gumerova et al., 2018; Van
Rompuy & Parac-Vogt, 2019).

1.2.1 Interagdes POMs-proteinas

Como foi mencionado anteriormente, os POMs tém diversas aplicacbes em
distintas areas, sendo a mais interessante para esta dissertacao o seu potencial terapéutico.
Foi sugerido que este potencial se deve, pelo menos em parte, a interagdes especificas do
POM com proteinas, nomeadamente do envelope viral, com proteinas que sejam
responsaveis por causar doencas ou devido a inibicdo da atividade enzimatica (Arefian et
al., 2017). Esta ultima foi considerada como um dos efeitos mais importantes dos POMs,
tendo sido publicada uma tabela por Stephan et al., (2013), com informacéo sobre os
POMs que inibem diferentes familias de enzimas tais como fosfatases, ecto-
nucleotidases, cinases, sulfotransferases e sialiltransferases, histona deacetilases,
colinesterases, nucleases e polimerases e proteases. No que toca as intera¢fes em si, cada
POM tem o seu tipo de comportamento que depende de varios parametros: (1) a carga
electroestatica do POM; (2) a sua forma e tamanho; (3) o0 seu tipo e composicéo; (4)
potencial redox, forca do &cido e o tipo de ido metalico embutido no POM. Para além
destes fatores relacionados com a composi¢do do POM, existem outros, tais como a carga
da cadeia lateral do aminoacido, o volume e sequéncia na cadeia peptidica/proteica e
parametros como a temperatura, pH e a forca idnica da solugdo. Alguns compostos com
base em POMs tém também a capacidade de reagir com péptidos através da clivagem de
ligacGes peptidicas, agindo assim como uma espécie de protease, enquanto que outros
simplesmente interagem com estruturas peptidicas/proteicas servindo como um modo de
diagnostico ou como agente terapéutico sem afetar a ligacdo peptidica (Arefian et al.,
2017).



Tabela 1.1 — Exemplos de aplica¢des de polioxometalatos.

Tratamento/Aplicagdes Referéncias
Zica (Francese et al., 2019)
Hepatite C (Qi, Y. etal., 2013)
Anti-virus FluV A, RSV, PfluV 2, SARS-V (Shigeta et al., 2006)
Herpes do tipo 1 (Fukuma et al., 1991)
HIV-1e HIV-2 (Myriam Witvrouw et al., 2000)
Osteosarcoma (Ledn et al., 2014)
] (Chunyan Li et al., 2017; Zhai et al.,
Leucemia
2008)
) Cancro do colo do utero (Zhai et al., 2008)
Anti-cancro - o
Cancro gastrico (Mitsui et al., 2006)
Cancro do pulmdo (Zhu et al., 2017)
Cancro do pancreas (Ogata et al., 2005)
Cancro da mama (Dianat et al., 2015)

Moraxella catarrhalis (gram-negativa) ~ (N. I. Gumerova et al., 2018)

(Fang et al., 2019; Haider et al.,

Escherichia COIi (gram_negativa) 2018, HU, T. et al., 2017, Piva et al.,
2018)

Anti-bacteriano  staphylococcus albus (gram-positiva) (Fang etal., 2019; Piva et al., 2018)

Staphylococcus aureus (gram-positiva) (Hu, T.etal,, 2017)
(Haider et al., 2018; Hu, T. et al.,
Bacillus subtilis (gram-positiva) 2017)
Bacillus pumilus (gram-positiva) (Hu, T.etal,, 2017)
Asper-gillus fumigatus (Pivaetal., 2018)
i i Hu, T.etal., 2017
Anti-fingico Aspergillus niger ( : )
(Hu, T.etal., 2017; Piva et al.,
Candida albicans 2018)
Anti-diabético Diabetes do tipo I e Il (Trevifio et al., 2019)
Agente de contraste em RMI (Feng et al., 2002)
) Células fotovoltaicas (Wang, T. et al., 2018)
Aplicacoes —
] . Detecéo de explosivos a base de clorato (Trammell et al., 2017)
biotecnoldgicas
Cristalografia de proteinas (Bijelic & Rompel, 2018)
Captura e fixacdo de CO, (Yuet al., 2018)




De todos os tipos de interacdes existentes com proteinas, as electroestaticas sao dos
mais provaveis de ocorrer, pois a carga negativa do POM vai interagir com a carga
positiva de regides proteicas como as dos aminoacidos lisina, arginina e histidina (Figura
1.4 a). Outro tipo de interacdo existente é a da formacéo de ligacOes de hidrogénio entre
0 POM e um aminoécido dador de protdes (p. ex. serina, treonina, cisteina, tirosina,
asparagina e glutamina) (Figura 1.4 b) ou ainda um solvente polar como a agua, que pode
agir assim como mediador (Figura 1.4 c¢). Para além do solvente polar, 0 POM também
pode interagir com catides mono- e multivalentes, como o Mg?* (Figura 1.4 d), que vdo
assim criar ligag6es com a proteina ao interagirem por ligagdes electroestaticas. A ligacéo
ao catido vai permitir que o POM se ligue a aminoacidos com carga negativa (como o
acido glutamico e o acido aspartico), o que ndo aconteceria normalmente por causa das
forcas de repulséo electroestaticas. Outro tipo de interacdo possivel € o das interacdes de
van der Waals e o das interacdes hidrofobicas com aminoacidos hidrofébicos como a
valina, a prolina e a glicina (Figura 1.4 €). Por fim, um tipo de interagdo também descrita
é a da ligacéo covalente entre os POMs e as cadeias laterais de determinados residuos

proteicos (p. ex. cisteinas) (Figura 1.4 f) (Bijelic & Rompel, 2018).

Figura 1.4 — Representacdo esquematica de varios tibos de interacbes de POMs com
proteinas (adaptado de Bijelic & Rompel, 2018). a Interacdo electroestatica carga-carga
entre 0 POM e uma lisina, b ligacdo de hidrogénio entre 0 POM e uma serina, ¢ ligacéo
de hidrogénio mediada por um solvente (agua) entre 0 POM e uma serina, d interacéo
electroestatica mediada por um catido (Mg?") que conecta 2 grupos com carga negativa
(POM e aspartato), e interacdes hidrofobicas e/ou de van der Waals entre 0 POM e uma

leucina e f ligacdo covalente entre 0 POM e um &cido glutamico.



1.2.2 Mecanismos de ac¢ao anticancerigenos de POMs

Os POMs sdo conhecidos por terem um elevado potencial para inibir varios tipos
de tumores e, no caso de hibridos organicos-inorganicos, de terem menor toxicidade e até
de aumentarem a atividade anticancerigena na maioria dos casos (Bijelic et al., 2019).
Por exemplo, Narasimhan et al., (2011) demonstraram que POMs do tipo Wells-Dawson
[(P2M0150¢2)®] inibiram a acdo do fator de transcricio Sox2, conhecido por reduzir o
risco de metastases durante terapias hormonais e ter um papel ativo no tratamento do
cancro da mama. Noutro estudo, Zhou, R. et al., (2019) demonstraram que PVP-PG
(bismuth  heteropolytungstate-based radiocatalytic ~ sensitizer) — que contém
nanoaglomerados do polioxometalato [BiPsW300110]** (BiPsWs30) — sdo capazes de
melhorar os resultados terapéuticos da radioterapia e reduzir os seus efeitos secundarios,
amplificando a dose de radiacdo na vizinhanca do PVP-PG, dentro do tumor, e
manipulando o TME através do melhoramento da hipoxia, perturbacdo do AOS e
conversao de H>O, (que se encontra em excesso nas células cancerigenas) no radical
hidroxilo (HO-) altamente toxico. Assim sendo, é fundamental estudar os mecanismos de
acdo destas estruturas e tentar compreender o seu modo de funcionamento no combate ao
cancro.

Na maior parte dos casos, ndo sdo conhecidos os exatos mecanismos de acdo dos
POMs no cancro, mas alguns exemplos ja estudados sdo o efeito de ligacdo do DNA, a
ligacdo ao BSA (Bovine Serum Albumin), o efeito de ligacdo ao HSA (Human Serum
Albumin), inducdo de apoptose e paragem do ciclo celular na fase G2/M do V1s (Qi, W.
et al., 2017), a inibigdo da CK2 pelo [P2M01s0¢2]® (Prudent et al., 2008), a indugdo de
stresse oxidativo, paragem no ciclo celular e apoptose pelo PWyCu (Leon et al., 2014) e
a inducdo da paragem do ciclo celular na fase G2/M e da apoptose mediada por
mitocéndrias por POM-HDACI PAC-320 (Dong et al., 2018). Recentemente, Bijelic et
al., (2019) propuseram variados mecanismos de acdo podendo estes ser divididos em
quatro grupos: ativacdo de vias de morte celular, interacio com DNA, inibicdo de
angiogenese e interacdo com proteinas (Bijelic et al., 2019). Destes quatro grupos, os de
maior interesse para este estudo sdo os da interacdo com proteinas e da ativacdo de vias

de morte celular, por isso apenas havera um foco nesses dois.

Dentro do grupo de interacdo com proteinas é pertinente mencionar dois sub-
grupos: o da inibicdo de proteinas que afetam a viabilidade celular e o da inibicdo de

ATPases do tipo P (Figura 1.5). No primeiro sub-grupo ha interacdo de POMs com um
9



conjunto de proteinas importantes, como fosfatases, cinases, polimerases, proteases,
actina e sulfotransferases, cujas algumas destas sdo alvos faceis por serem proteinas
associadas @ membrana e ndo haver necessidade dos POMs entrarem na célula. No
segundo sub-grupo, ha interagdo com ATPases do tipo P, como a Na'/K* e a Ca?*-
ATPase, que sdo responsaveis pelo balanco ionico nas células, sendo assim descritas
como potenciais alvos moleculares para o tratamento de véarias doencas. Em qualquer um
destes casos, foi sugerido que a acdo dos POMs vai levar a apoptose/necrose da célula
(Bijelic et al., 2019).
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Figura 1.5 — Modelos de agédo propostos de POMs antitumorais ao nivel da membrana
celular (adaptado de Bijelic et al., 2019). a) Inibic&o de proteinas que afetam a viabilidade
celular. b) Inibicdo de ATPases do tipo P que vai ter um efeito fatal na homeostasia celular

ionica.

Dentro do grupo da ativacdo de vias de morte celular é pertinente mencionar o
aumento dos niveis de ROS. Ap0s a transformacdo maligna das células, hd um aumento
da geracdo de ROS para manter o feno6tipo oncogénico das células e conduzir a progressdo
tumoral. Estas espécies estdo entdo envolvidas em Vvarios processos no cancro como a
progressdao do ciclo celular e proliferacdo, a sobrevivéncia celular e apoptose, 0
metabolismo energético, a morfologia celular, a adesdo celular, a motilidade celular, a
angiogénese e a manutencdo da rigidez do tumor (Liou & Storz, 2010). Assim, o POM
vai causar o stresse oxidativo na célula, por exemplo através da oxidacéo de componentes

celulares, e elevar a quantidade de ROS intracelular a niveis tdxicos para a célula. Este
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aumento faz com que seja enviado um sinal & mitocéndria e que haja um aumento do
potencial de membrana da mitocondria (Am'¥), que por sua vez faz com que seja libertado
o citocromo ¢ (CytC). O aumento do CytC leva a um aumento do nivel das caspases
apoptéticas iniciadoras tais como a 8, 9, e 10, que tém a funcdo iniciar a apoptose através
da ativacdo das caspases executadoras tais como 3, 6, e 7 (Figura 1.6) (Bijelic et al., 2019;
Liou & Storz, 2010; Van Opdenbosch & Lamkanfi, 2019). Como os elevados niveis
intracelulares de ROS estdo envolvidos em varios processos cancerigenos outra estratégia
seria ir pela via contréaria e usar um antioxidante para intercetar e reagir com radicais
livres mais rapidamente do que o substrato, anulando assim as vias de sinalizacdo de
sobrevivéncia que sdo induzidas por ROS (Liou & Storz, 2010; Opitz et al., 2014). Assim,
dependentemente do tipo de tumor e o seu nivel, do tipo e nivel de ROS endogeno bem
como a abundancia de vias de sobrevivéncia induzidas por ROS pode-se escolher entre
terapias pro-oxidantes ou antioxidantes de forma a atacar seletivamente as células

cancerigenas (Liou & Storz, 2010; Amiri-nowdijeh et al., 2019).

AmY
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Figura 1.6 — Modelo de agdo anticancerigeno em que o POM vai induzir o ROS e
desencadear uma série de processos que comeca com 0 aumento do potencial de

membrana da mitocéndria e acaba na apoptose.
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1.3 Inibicdo da Ca?*-ATPase de reticulo sarcoplasmatico por
POMs

O que faz de bombas como a Ca?*-ATPase bons alvos moleculares? Tudo comega
no ATP (Adenosine Triphosphate), que é usado direta ou indiretamente como fonte de
energia em quase todos os sistemas bioldgicos. Para que este possa ser reciclado, o0s
organismos possuem o ciclo de ATP que é responsavel pelo ciclo da sintese (ciclo muito
importante para a funcéo celular de organismos procaridticos e eucarioticos) e hidrélise
do ATP (que fornece energia para o transporte ativo de ides pela membrana) (Arnou &
Nissen, 2012; Peter L.Pedersen & Ernesto Carafoli, 1987).

Sitio de ligagdo do nucleé"({do

2 )J 2 e
Sitio de fosforilacao

Membrana

Lado extracelular

b Saida do catido
Figura 1.7 — Representagdo esquematica da conformacdo E1 da Ca?" SR ATPase

(adaptado de Aureliano et al., 2013).

A Ca?*-ATPase é o que se chama de uma ATPase do tipo P (assim denominada por
explorar um intermediario fosforilado do ciclo da reacdo da hidrélise do ATP) (Pedersen
et al., 2007). Ela tem varias funcdes, nomeadamente a translocacéo celular de Ca?* no
reticulo sarcoplasmatico e endoplasmatico, a homeostasia celular do célcio e esta
diretamente relacionada com o processo de relaxamento muscular (N. Gumerova et al.,

2018). A homeostasia celular do calcio é muito importante para a sobrevivéncia da célula,
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pois quando a concentracdo do Ca?* atinge niveis toxicos vai ser ativada uma sinalizagio
da morte celular. Assim, quando se inibe a Ca**-ATPase, a concentracdo do Ca?* vai subir
e levar a apoptose ou necrose da célula (como ja mencionado no sub-capitulo anterior)
(Cui et al., 2017).

Em termos estruturais (Figura 1.7), a Ca?*-ATPase possui 3 dominios que servem
como possiveis alvos para 0s POMs e outros inibidores: ‘dominio de ligacdo do
nucleotido’, ‘dominio da fosforilagdo’, no lado citoplasmatico e ‘dominio de ligacdo do

catido’ que se encontra dentro da membrana (Aureliano et al., 2013).

1.4 Aquaporinas

1.4.1 Estrutura e funcdes das aquaporinas

As aquaporinas (AQPs) sdo uma familia de pequenas (~30kDa/monomero)
proteinas membranares hidrofobicas, também chamadas de ‘major intrinsic proteins’
(MIPs). Elas sdo vastamente expressas no reino animal e das plantas (residindo na

membrana plasmatica), e estdo envolvidas no transporte de dgua e pequenos solutos como
o glicerol, nitrato e ureia (Martins et al., 2012; A. S. Verkman, 2005).
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Hélice

Membrana

i
) - . Citoplasma
¢ .L N

Figura 1.8 — Estrutura dos mondémeros da AQP1 e respetiva forma tetramérica nas
membranas. a) Estrutura cristalina de um monémero da AQP1 com os seus dominios o-
helicais transmembranares (numerados de 1-6) e com os seus motivos “NPA”. b) Forma

tetramérica da AQP1 na membrana (adaptado de Verkman, 2005).
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As AQPs sdo homotetrdmeros que contém, em cada monomero, seis dominios
helicais transmembranares com formas cilindricas e com os terminais-N e -C salientes
para dentro do citoplasma (Figura 1.8 a). Dois motivos conservados Asn-Pro-Ala (NPA)
encontram-se em lados opostos do monémero, formando assim um poro seletivo a dgua;
cada unidade monomérica (formada na membrana como tetrameros), contém assim poros
independentemente funcionais (Figura 1.8 b) (Marlar et al., 2017; A. S. Verkman, 2005).

Nos mamiferos existem 13 AQPs (AQP0-AQP12) que se encontram agrupadas em
3 grupos principais de acordo com as suas caracteristicas funcionais e estruturais: (1)
aquaporinas ortodoxas (AQPO, AQP1, AQP2, AQP4, AQP5, AQP6 e AQP8), que
permitem a passagem livre de agua e a exclusdo de ides; (2) aquagliceroporinas (AQP3,
AQP7, AQP9 e AQP10), que tém permeabilidade moderada a agua e elevada ao glicerol,
ureia e outros solutos; (3) AQPs pouco ortodoxas, com sugerida permeabilidade a agua
(AQP11 e AQP12) e glicerol (AQP11) (Calamita et al., 2018). Apesar de serem
homologas, as AQPs podem ser encontradas em diferentes tipos de células (Marlar et al.,
2017), por exemplo, a AQP1 é maioritariamente encontrada em eritrécitos e nos tubulos
proximais dos rins enquanto que a AQP3 pode ser encontrada em varios tecidos
mamiferos como o rim, epiderme, tratos uniarios, respiratérios e digestivo e eritrocitos
humanos (Campos et al., 2011). O facto das AQPs terem permealidade ndo s6 a agua mas
também a pequenas moléculas ou solutos, faz com que elas possam regular vérias fungdes
como 0 movimento osmético da agua na regulacéo do volume, metabolismo energético,
migracdo, adesdo e proliferacdo celular (Aikman, De Almeida, et al., 2018). Estas
‘pequenas’ fungdes fazem com que as AQPs estejam envolvidas em varias condigdes
como tumores e infecBes, por exemplo, um knockout na AQP1 demonstrou uma

angiogenese tumoral reduzida em ratinhos (A. S. Verkman, 2005).

Na Figura 1.9 resume-se varias doengas humanas que tém o envolvimento de AQPs,
estando estas divididas por AQPs ortodoxas e aquagliceroporinas. Doengas como a
insuficiéncia cardiaca congestiva, o edema pulmonar, a sindrome de Sjégren e a
insuficiéncia renal sdo doencas que tém o envolvimento das AQPs ortodoxas (que apenas
tém permealidade a dgua). Doencas como o diabetes tipo Il, o cancro, a maléria e a
obesidade sdo doencas que tém o envolvimento das aquagliceroporinas (que tém
permealidade ao glicerol e a outros solutos). Ja doengas como a cirrose hepética, a
inflamacdo, o eczema e a doenca de Méniére sdo doengas em que ambos o0s tipos de AQPs

estdo presentes.
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Figura 1.9 — Doencas humanas que se encontram relacionadas com um funcionamento

anormal ou uma expresséo alterada de diversas AQPs (Aikman, De Almeida, et al., 2018).

1.4.2 Aquaporinas e cancro

As AQPs estdo particularmente associadas a funcgdes bioldgicas no cancro, tendo
estas expressoes alteradas em mais de 20 tipos de linhas celulares cancerigenas humanas.
Para além disso, existe também uma correlacdo entre a expressdo das AQPS e o0s tipos de
tumores, 0 grau em que estes se encontram, a sua proliferacdo, a migracéo, a angiogénese
e edemas relacionados ao tumor, que faz com que estes canais de membrana sejam
considerados muito ‘atraentes’ quer para diagndstico quer como alvos terapéuticos no
cancro (Aikman, De Almeida, et al., 2018). Recentemente, foram descritas diversas
implicacdes de varias aquaporinas no cancro, por exemplo, ha cada vez mais provas que
sugerem que a APQ3 tem um papel importante na progressdo do cancro € no
aparecimento de metastases (Marlar et al., 2017). Foi também reportado que o carcinoma
de células escamosas da pele tem uma expressdo muito elevada de AQP3, e num estudo,
uns ratinhos com um knockout da AQP3 nédo desenvolveram tumores da pele apo6s

exposic¢éo a iniciadores de tumores (Hara-Chikuma & Verkman, 2008). Isto sugere que a
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AQP3 possa ser um novo alvo para a prevencao de tumores na pele e sua terapia. Noutro
estudo, foi demonstrado pela primeira vez a associacdo da elevada co-expressao da AQP3
e da AQP5 com caracteristicas clinicopatoldgicas de tumores e foi sugerido que a
expressao combinada destas duas proteinas possa servir como um potencial marcador em
pacientes com cancro da mama triplo-negativo e ser um novo alvo para o tratamento
anticancro (Zhu, Z. et al., 2018). Mais recentemente, Rodrigues et al., (2019)
demonstraram a importancia da AQP5 na sobrevivéncia de células cancerigenas pela sua
capacidade de regular a resisténcia celular ao stresse oxidativo e de facilitar a migragéo
celular, sendo assim um alvo prometedor para o desenvolvimento de terapias contra o
cancro. A expressdo da AQP3 e da AQP5 em varios tipos de cancro encontra-se relatada
na Tabela 1.2. A expressdo de outras isoformas de AQPs também se encontram
referenciadas (Aikman, De Almeida, et al., 2018).

Por terem um papel crucial em varios tipos de doencas, pensa-se que farmacos que
tenham como alvo as AQPs tenham um grande potencial no tratamento de varias doencas
como doengas renais, cancro, obesidade, glaucoma, edema cerebral e epilepsia (Martins
etal., 2012). Porém, a familia das AQPs possui uma zona central muito especifica, sendo
por isso dificil encontrar inibidores especificos (Beitz et al., 2015). Devido as
semelhancas entre as AQPs e 0s canais i0nicos tem havido um crescente interesse nos
modeladores dos canais ionicos como possiveis inibidores de AQPs (Abir-Awan et al.,
2019). Estes inibidores podem-se dividir em duas classes: moléculas pequenas (como p.
ex. TEA (Tetraetilamdnia), Acetazolamida, AEDs (Anti-epileptic Drugs), TGN-020,
Floretina); e compostos de metais pesados (como p. ex. compostos de ouro, cobre, platina,
niquel) (Abir-Awan et al., 2019; Aikman, De Almeida, et al., 2018; Beitz et al., 2015;
Alan S. Verkman et al., 2014). Os inibidores metalicos sdo considerados como 0s
inibidores de AQPs mais potentes (Beitz et al., 2015). Inicialmente comecou-se por testar
os valores inibitorios do mercurio, como por exemplo, Yukutake et al., (2008) a obter um
valor de ICsop do HgCl> de 5 puM para a AQP4 e >100 uM para a AQP1, mas estes
compostos ndo eram ideais por serem pouco seletivos e altamente tdxicos (Martins et al.,
2012). Niemietz & Tyerman, (2002) no entanto, estudaram os efeitos do ouro e da prata,
que séo conhecidos por ndo serem tdxicos. Foi testada a capacidade inibitéria do HAuCl,
e do Agsul (sulfadiazina de prata) e AgNOs na permeabilidade da agua em hRBC da
AQP1. Os resultados mostraram que o Agsul tinha um EC50 (concentracdo do farmaco
que inibe 50% do efeito observado) de 1,24 uM, o0 AgNOs um de 3,90 uM e o HAuCI4
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um de 10 uM. Mais tarde, Martins et al., (2012) por exemplo, realizaram um estudo do
efeito de diferentes metalofarmacos para a inibicdo de AQP1 e AQP3, demonstrando que
os compostos de ouro ‘Auphien’ e o ‘Audien’ tinham um ICsp na inibigdo do transporte
de glicerol em hRBC (human red blood cells) de 0,8 uM e 16,6 uM, respetivamente. Os
compostos de ouro mostraram mais vantagens ndo s6 pelo facto de ndo serem tdxicos
para as células, como ja mencionado, mas também por serem mais eficientes que o HgCl»
(Martins et al., 2012).
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Tabela 1.2 — Expressao das isoformas de AQPs (AQP3 e AQP5) em diferentes tipos de
cancro (adaptado de Aikman, De Almeida, et al., 2018).

Isoformas  Tipos de o Tipos de o
Referéncias Referéncias
de AQPs cancro cancro
Colo do . ,
i (Q. Shen et al., 2016) Rins (Kafé et al., 2004)
Gtero
Bexiga (Otto et al., 2012) Utero (Alabalik et al., 2017)
(Kang, B. W. et al., 2015; i
Colorretal Lingua (Kusayama et al., 2011)
Moon et al., 2003)
. . (Chen et al., 2014; Zhou,
AQP3 Figado (Guo et al., 2013) Estdmago
Y. etal., 2016)
(Liu, Y. L. etal., 2007; )
Pulmé&o ] Prostata (Wang, J. et al., 2007)
Machida et al., 2011)
i (Kusayama et al., 2011, (Satooka & Hara-
Esofago . Mama .
Liu, S. etal., 2013) Chikuma, 2016)
. o (Hara-Chikuma &
Pancreas (Direito et al., 2017) Pele
Verkman, 2008)
. (Yanetal., 2012; Yang,
Mama (Lee etal., 2014) Ovérios
J.-H. et al., 2006)
Colo do (Q. Shenetal., 2016; . o
i Pancreas (Direito et al., 2017)
atero Zhang et al., 2012)
(Kang, B. W. et al., 2015;
Colorretal Kang, S. K. et al., 2008; Sangue (Chae et al., 2008)
AQP5 Moon et al., 2003)
Figado (Guo et al., 2013) Prostata (Li, J. etal., 2014)
x R (Huang et al., 2013;
Pulméo (Song et al., 2015) Estdbmago
Watanabe et al., 2009)
Esofago (Liu, S. etal., 2013) Lingua (Kusayama et al., 2011)
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1.5 Polioxometalatos anticancerigenos

1.5.1 POMs puros

Nos ultimos 3 anos foram publicados varios artigos com estudos anticancerigenos
usando POMs puros, POMs hibridos e POMs encapsulados. Apds uma pesquisa exaustiva
usando os sites ‘Web of Science’ (www.webofknowledge.com) e ScienceDirect’
(www.sciencedirect.com), foram encontrados 18 artigos, dos quais 14 estudam POMs
puros, 6 POMs hibridos e outros 6 com nanoparticulas, sendo que alguns artigos
comparam varios tipos de POMs (Tabela 6.1 do anexo). Nestes estudos recentes apenas
2 dos artigos referem estudos realizados in vivo (Tabela 6.1 do anexo, estudos indicados
com cor verde). Também nesta Tabela 6.1 do anexo se pode verificar que foram testados
64 POMs, sendo 37 deles POMos (Polioxomolibdatos), 23 POTs (Polioxotungstatos) e 4
POVs (Polioxovanadatos). Um resumo de estudos anticancerigenos realizados nos

altimos 3 anos com POMSs puros encontra-se na Tabela 1.3.

No que toca apenas aos POMs puros, 5 artigos reportam POTS, 2 reportam POVs e
9 reportam POMos. Exemplos de estudos que se encontram na Tabela 1.3 sdo, por
exemplo, o de Liu et al., (2017) que testaram os efeitos inibitérios do POT
Naz[CrCuW1103q] na linha celular SK-OV-3, do cancro dos ovarios, e obtiveram um ICso
de 1900,0 uM. Outro exemplo € o de Zhu, Wang & Chen, (2017) que determinaram o
ICso do POMo [{Cu10(pz)11Cla}{As2""As:Y M0sYMo012Y'062}]*H20 para as linhas
celulares A549, SK-LU-1 e SW1573 (cancro do pulmdo de células ndo pequenas,
adenocarcinoma do pulméo e carcinoma de alvéolos, respetivamente), obtendo valores
de 10,8, 14,5e 11,1 uM, respetivamente. Outro exemplo é também o de Cao et al., (2017)
que determinaram o valor de ICso para outro POMo, 0 KoNa[AsM0eO21(02CCH2NH3)s],
na linha celular de cancro da mama, MCF-7, e obtiveram o valor de 15233,1 uM (15

mM), que é extremamente elevado.

Dos 23 POTs estudados nesses artigos, um deles trata-se do P,Wss, sobre o qual
esta dissertacao se debruca. Com este POM foram publicados 2 artigos, 1 deles sobre 0s
efeitos do POT puro e do POT encapsulado em quitosano nas linhas celulares MCF-7,
HeLa e Vero (linha celular de rim de macaco africano cinzento) (Azizullah et al., 2017),
enquanto o segundo artigo € uma continuagdo do primeiro, realizado pelos mesmos

autores (Azizullah et al., 2018). Estes 2 artigos encontrados para 0 P2Wis sd0 0s Unicos
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publicados que estudam o seu efeito anticancerigeno ndo sé nos ultimos 3 anos, mas

também desde sempre.

Tabela 1.3 — Estudos publicados sobre a atividade anticancerigena de POMs puros nos

altimos 3 anos.

Linha ] Linha )
Referéncias Referéncias
celular celular
(Karimian et al., (Azizullah et al.,
us7 HelLa
2017) 2017)
(Liu, H. Y. etal., (Wang, Luetal.,
SK-OV-3 Hep-G2
POTs 2017) 2017)
(Azizullah et al.,
MCF-7 2017; Qi, W. et al.,
2017)
MCF-7 (Qi, W.etal, 2017) Hep-2 (Chengetal., 2018)
MDA- (Cheng et al., 2018;
POVs ] HepG2 (Cheng et al., 2018)
MB-231  Qi, W. etal., 2017)
HelLa (Cheng et al., 2018)
o (Li, X. etal., 2018;
41 (Ni, Jiang, Im, et al., HenG2 VM. Ji et al
e ~M.Jietal.,
POMs 2018) P
2017)
puros _—
(Ni, Jiang, Im, et al.,
HEK?293 SHY5Y (X.Quetal., 2017)
2018)
(Cao et al., 2017; Li, )
) HCT- (Y.-M.Jietal.,
MCF-7 X. etal., 2018; Qi,
116 2017)
W. et al., 2017)
POMos i
) SMMC-  (Y.-M.lJietal,
HelLa (Li, X. etal., 2018)
7721 2017)
Zhu, Wang & Chen, Wang, Longshen
Ab49 ( ) J K-562 ( g J g
2017; Li et al., 2018) et al., 2017)
. (Zhu, Wang &
U251 (Li, X. etal., 2018) SW1573
Chen, 2017)
) SK-LU- (Zhu, Wang &
us7 (Li, X. etal., 2018)
Chen, 2017)
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Ao pesquisar apenas por ‘P>W1s’ foi possivel encontrar 32 artigos. Dentro desses
resultados, apenas 3 reportam estudos biolégicos, nomeadamente 1 sobre efeitos
antibacterianos e 2 sobre efeitos anticancerigenos, que foram descritos acima. Os
restantes sdo na area da quimica inorganica, cristalografia, eletroquimica, quimica-fisica,
entre outras. Porém, nenhum destes artigos se debruca sobre a interagdo especifica deste
POT com proteinas. Resumindo, o P2W1s € um POM que apresenta varias funcdes e
aplicacbes em varias areas do conhecimento, mas ha ainda muita coisa que ndo se sabe
(Figura 1.10).
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Figura 1.10 — Esquema com as aplicacdes e as possiveis aplicacdes do P2Wis.

O primeiro artigo que reporta 0 P2Wis foi publicado em 1996. Trata-se de um artigo
que reporta a sintese do composto P2W1s (Jian et al., 1996). Inicialmente foi sugerido que
0 polioxoanido Naio[a-P2W150s6]°24 H20, ou P.Wis na formula mais simplificada, era o
ditungsténio “P,W160s0'%* mas, s6 em 1983 é que foi reconhecido com a sua verdadeira
forma (Hornstein & Finke, 2002). Este composto é trilacunar do tipo Dawson (Figura
1.11) e é sintetizado através da decomposicdo controlada do seu ‘pai’, [P2W150s2]%",
quando se remove o trio de 4&tomos de tungsténio que se encontram num ‘cap’ polar do
aglomerado (Gabb et al., 2012). Este POM tende a combinar-se com varios ides de metais
de transicdo originando dois tipos de compostos unicos em termos de estruturas. Primeiro,
com ides de metais de transicdo com elevada valéncia como o Mov!, WV!, V¥, NbY e TaV,
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e segundo, com metais com uma valéncia menor como Mn", Fe!"', Co", Ni"', Cu" e zn"
(Gabb et al., 2012).

i
i 4

Figura 1.11 — (a) Esquerda: representagéo da estrutura Dawson P,W1s no modelo esferas

e bastbes. Direita: representacao poliédrica da mesma estrutura. (b) Representacéo esferas
e bastGes e poliédrica da mesma estrutura mas vista de baixo (adaptado de Gabb et al.,
2012).

1.5.2 POMs hibridos

Os POMs inorganicos puros, apesar de terem imensas aplicacGes, demonstram
efeitos secundarios toxicos e uma penetracdo celular limitada devido as suas propriedades
de superficie, assim, muitos cientistas se focam na sua funcionalizacdo, aproveitando a
parte inorganica, e adicionando uma componente organica (como, por exemplo,
aminoacidos, certos farmacos e moléculas organometalicas) (Bijelic et al., 2019). Esta
funcionalizacdo vai modificar as caracteristicas do POM (como a sua superficie, a carga,
polaridade e propriedades redox) e reduzir assim a sua toxicidade e aumentar a sua
seletividade através da adi¢do de moléculas com alvos bioldgicos (Van Rompuy & Parac-
Vogt, 2019). Para além disso, estes hibridos sdo também mais estaveis em solucdo aquosa
e, dependendo da funcionalidade do componente que foi implementado no POM, tém
uma interacdo mais especifica com os seus alvos bioldgicos (Bijelic et al., 2019).
Recentemente, Li, C. et al., (2017) analisaram a toxicidade de um arsenato com
heteropolimolibdatos (K2Na[AsMo0eO21 — (02CCH2NHz3)3]-6H20) em células HL-60 e

U937 (ambas células leucémicas), obtendo valores de ICso de 8,6 e 14,5 uM,
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respetivamente, as 24 h. Por outro lado, em células pulmonares NCI-H460 e em sarcomas
SK-ES-1, Boulmier et al., (2017) sintetizaram uma série complexos POMos-bisfosfonato
e testaram a sua toxicidade em células, obtendo valores de 1Cso < 10,0 uM para a do
cancro do pulméo e um peso de inibi¢do do tumor (TWI) de 85% nas do sarcoma. Estes
e outros estudos da atividade anticancerigena de POMs hibridos (orgéanicos e/ou

inorganicos) publicados nos ultimos 3 anos encontram-se sumarizados na Tabela 1.4.

Tabela 1.4 — Estudos publicados sobre a atividade anticancerigena de POMs hibridos nos

altimos 3 anos.

Linha o Linha o
Referéncias Referéncias
celular celular
(V. M. Pandya
POTs A-549
etal., 2017)
(X. Qu etal., (Boulmier et al.,
SHY5Y NCI-H460
2017) 2017)
(X. Quetal., (Boulmier et al.,
SKOV-3 SK-ES-1*
2017) 2017)
X. Quetal.,, Li, Cetal,,
POMs HelLa ( HL-60 (
o 2017) 2017)
hibridos i
OMos (X. Quetal, (Li, Cetal.,
Hep-G2 U937
2017) 2017)
(Y.-M. Ji et (Cao et al.,
HCT-116 MCF-7
al., 2017) 2017)
Wang,
(Y.-M. Ji et ( :
SMMC-7721 K-562 Longsheng et
al., 2017)
al., 2017)

(*) — estudos realizados in vivo.

1.5.3 Nanoparticulas contendo POMs

A encapsulacdo de farmacos, e neste caso de POMs, é uma &rea que estd em
crescimento e que tem cada vez mais interesse, pois permite melhorar a estabilidade dos
farmacos, a sua entrega ao destino desejado (neste caso seriam as células cancerigenas) e
a sua atividade e também permite proteger o farmaco da degradacdo prematura (Feldman,

2016). Na maioria dos casos, ha uma libertagdo lenta e gradual do farmaco que faz com
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que o tratamento seja mais prolongado. Exemplos de nanocompositos/nanoparticulas
sintetizados contendo POMs sdo: POMs com quitosano; amido; lipossomas; e silica
(Bijelic et al., 2019). Azizullah et al., (2018) encapsularam o polioxotungstato P>2W1sem
quitosano e compararam a sua toxicidade com o mesmo composto livre em linhas
celulares MCF-7, HeLa, e em células normais. Comparando-se o polianido livre com o
encapsulado, verificou-se nas células MCF-7 uma reducdo na toxicidade de 78 para 70%,
nas HelL.a uma reducdo de 85 para 65% e nas ndo cancerigenas uma reducdo de 30 para
10%, dando uma desejada seletividade e reducdo na toxicidade dos POMs. Também Li,
X. et al., (2018) compararam o efeito da encapsulagdo de 4 POMos na sua toxicidade em
células MCF-7, mostrando a reducgdo na toxicidade em cerca de metade em todas as 4
ocasides quando o POMo se encontrava encapsulado. Estes e outros estudos da atividade
anticancerigena de POMSs em nanoparticulas publicados nos ultimos 3 anos encontram-

se sumarizados na Tabela 1.5.

Tabela 1.5 — Estudos publicados sobre a atividade anticancerigena de POMSs-NP nos

ultimos 3 anos.

Linha o Linha o
Referéncias Referéncias
celular celular
(Azizullah et
(Yong et al.,
MCF-7 al., 2018, BEL-7402 *
2017)
2017)
(Azizullah et
POTs al., 2018, (Yong et al.,
HelLa BEL-7402
2017; Yong et 2017)
al., 2017)
POMs-NP (V. M. Pandya (Karimian et
A-549 u-87
etal., 2017) al., 2017)
(Li, X. etal., (Li, X. etal.,
MCF-7 U251
2018) 2018)
(Li, X. etal., (Li, X. etal.,
POMos HelLa us7
2018) 2018)
(Li, X. etal,, (Li, X. etal,,
Ab549 HepG2
2018) 2018)

(*) — estudos realizados in vivo.
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1.6 Objetivos

Muitos cientistas, atualmente, procuram maneiras de melhorar os tratamentos do
cancro. Nesse sentido, os polioxometalatos (POMs) tém vindo a ganhar uma crescente
atencdo devido ao seu potencial anticancerigeno. Existem varios tipos de POMs e cada
vez mais sao sintetizados novos compostos com caracteristicas diferentes. O P;W1s é um
POM sobre o qual se sabe muito pouco, assim o maior interesse desta dissertacdo é
conhecer mais sobre os efeitos anticancerigenos deste composto. Para tal, o objetivo deste
trabalho engloba a determinacdo da concentracdo de P.Wis que inibe 50% da atividade
(ICs0) do alvo molecular modelo Ca?*-ATPase; determinagdo do ICso para a aquaporina
11 (AQP3); estudos antiproliferativos e citotoxicos em celulas BXPC3 de carcinoma

pancreatico; e a determinacdo do efeito antioxidante do P2Wis.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Polioxometalato

Para este estudo foi utilizado o composto Naio[a-P2W150s6]-24 H20 (P2Wis) que
foi cedido pela Professora Annete Rompel, do Departamento de Biofisica, da
Universidade de Viena, na Austria. Tendo em consideracio que o P,Wis apresenta uma
massa molecular de 4423,3 g/mol, foram primeiramente preparadas solugdes de 1 mM.
Em seguida, realizou-se uma diluicio 10x em Agua Mili-Q para uma concentragéo de 0,1
mM. Estes estudos foram realizados no Laboratorio de Bioquimica do Professor Manuel
Aureliano na Universidade do Algarve.

2.2 Preparacao das amostras de sangue

As amostras de sangue venoso foram recolhidas de voluntarios humanos saudaveis,
seguindo um protocolo aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Farméacia da
Universidade de Lisboa. Foi obtido um consentimento escrito de todos os participantes
como mencionado em Martins et al.,, (2012). A colheita de sangue foi feita em
anticoagulante de citrato (2,7% acido citrico, 4,5% citrato de trisodio e 2% de glucose).
Foi feita uma centrifugacdo a 750xg durante 5 min a 4 °C, sendo descartado o plasma e
da camada leuco-plaquetaria, ‘buffy coat’. Os eritrdcitos foram entdo lavados 3x com
PBS (KCI 2,7 mM, KH2PO; 1,76 mM, Na;HPO4 10,1 mM, NaCl 137 mM, pH 7,4)
diluidos a 0,5% hematrdécitos e usados imediatamente nas experiéncias como descrito em
Martins et al., (2012).

2.3 Preparacdo de vesiculas de Ca?*-ATPase de reticulo

sarcoplasmatico

Todos os reagentes usados na preparacdo das vesiculas foram adquiridos atraves
através do Centro da Ciéncia e do Mar, CCMar (Universidade do Algarve), da empresa
SIGMA-Aldrich (Portugal). As vesiculas isoladas do reticulo sarcoplasmatico (VRS), que
foram preparadas a partir do musculo esquelético do coelho como descrito em Fraqueza
et al., (2012), foram suspendidas em 0,1 M KCI, 10 mM HEPES (pH 7,0), diluido 1 : 1

com 2,0 M de sacarose e congelado em azoto liquido para armazenamento a -80 °C. A
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concentracgéo proteica foi determinada espetrofotometricamente a 595 nm na presenca de
0,125% de SDS (sodium dodecyl sulfate) pelo método Bradford usando albumina de soro
de bovino como standard. Foi previamente determinado, por SDS-PAGE (7,5%
acrilamida), que a Ca®*-ATPase constitui cerca de 70% da quantidade total de proteina
nas VRS (Fraqueza et al., 2012).

2.4 Efeito do P,W1s5 na hidroélise do ATP da Ca?*-ATPase de

reticulo sarcoplasmatico

A hidrdlise do ATP foi medida espetrofotometricamente a 25 °C com um Shimadzu
(UV2401-PC) através do método de acoplamento enzimatico (piruvato cinase/lactato
desidrogenase) como descrito em Aureliano et al., (2008) (Figura 2.1). Comecou-se pela
adicédo do 25 mM de meio HEPES (pH 7,0) que tinha 100 mM de KCI e 5 mM de MgCly,
H>0O para prefazer o volume, 10 mM de CaCl,, 42 mM de PEP (fosfoenolpiruvato), 0,1
mM de P>W3s (ou n&o, se for um controlo), 7,5 Ul de PK (piruvato cinase), 18 Ul de LDH
(lactato desidrogenase), 25 mM de NADH e 250 mM de ATP. Apoés a adicdo de ATP
colocou-se a cuvette no espetrofotdmetro e deu-se inicio a leitura. Aguardou-se cerca de
1 min para registar a atividade basal e adicionou-se as VRS. Pouco tempo depois, foi
adicionado iondforo de calcio (A23187) 4% (w/w), que volta a libertar os iGes de Ca®
que foram bombeados pela ATPase e a descrescente absorvéncia do NADH aos 340 nm
foi registada durante cerca de 2 min (a atividade da ATPase desacoplada). Isto foi feito
para aumentar a atividade da ATPase (devido a diminuigdo do gradiente de Ca** mediada
pelo iondforo) de forma a estudar-se melhor o efeito do inibidor e verificar que as VRS
se encontram em boas condicBes. A atividade da ATPase e a sua inibicdo foi medida
através da diminuico da sua D.O. (Densidade Otica) por minuto na auséncia (100%) e
na presenga de varias concentragdes de P,Wis tal como descrito em Fraqueza et al.,
(2012). Esta experiéncia foi feita em triplicados e os resultados expressos representam a

média + DP.
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Figura 2.1 — Método de acoplamento enzimatico para a atividade da Ca?*-ATPase. Pi —

fosfato inorganico; PEP — fosfoenolpiruvato; LDH — lactato desidrogenase (adaptado de
N. Gumerova et al., 2018).

2.5 Efeito de P2W1s nas aquaporinas

O efeito de P,Wis na atividade da aquaporina foi determinado pelo método
‘stopped-flow’. Este método foi feito de acordo com o método descrito em Martins et al.,
(2012), num aparelho HI-TECH Scientific PQ/SF-53, com 2 ms de tempo morto, com a
temperatura controlada a 23 °C e um interface ligado a um microcomputador. Foram
misturados 250 mL da amostra de eritrocitos com 250 mL de PBS com 200 mM de
glicerol (partes iguais de glicerol e eritrocitos). Quando ha a saida do fluxo de agua a
célula vai mirrar, em resposta vai-se dar um influxo de glicerol, devido ao gradiente
quimico, seguido de um influxo de adgua, voltando assim a célula a inchar. Com a presenca
de um inibidor, jA ndo se da este influxo de glicerol e &gua. Foram utilizadas 8
concentragdes diferentes de P2W5 (0,05, 0,1, 0,4, 0,5, 1, 5, 10, e 100 puM), incluindo um
controlo sem o composto. Cada concentracao foi realizada em triplicado e com um tempo
de incubagéo de 30 min. Assim, a permeabilidade ao glicerol (Pgiy) foi calculada através
das médias + DP de 3 experiéncias independentes, usando a formula Pgy = k (Vo/A), onde
0 k é a constante de tempo exponencial ajustada ao sinal de dispersdo de luz do influxo
de glicerol nos eritrocitos (Campos et al., 2011), e o ICso foi calculado através da
regressdo néo linear das curvas obtidas. Este estudo foi realizado sob a orientacdo da
professora Graca Soveral, no seu Laboratério, na Faculdade de Farméacia da Universidade

de Lisboa.
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Figura 2.2 — Esquema ilustrativo de um aparelho de analise ‘stopped-flow’ que, neste

caso, pode ser usado para detecao de fluorescéncia ou de absorvéncia (adaptado de Zheng
et al., 2015).

2.6 Efeito de P2W1s nas células de carcinoma pancreatico

No Laboratorio da professora Graca Soveral, na Faculdade de Farmécia da
Universidade de Lisboa, foi cultivada a linha celular BxPC3 (Biopsy xenograft of
Pancreatic Carcinoma line-3) obtida a partir da ATCC (catdlogo nimero CRL-1687) a
37° C em 5% de CO.. As células cresceram no meio RPMI1640 com 10% FBS e 1%
penicilina/estreptomicina, que foi mudado a cada 2-3 dias. As experiéncias foram

realizadas com uma confluéncia celular de cerca de 70-80% (Rodrigues et al., 2019).

2.6.1 Efeito de P2W1s na migragao celular

As células BxPC3 foram colocadas em microplacas com 6 po¢os a uma densidade
de 0,15 x 106 células/pogo durante 24 h. Ap6s a incubagcéo, foi feita uma ferida com uma
ponta de pipeta estéril de 10 uL em cada monocamada. Foram feitas 3 lavagens com a
solucdo tampao salina de fosfato (PBS) para remover detritos celulares, e as células foram
incubadas com 5 uM de P>W1s ou com 100 uM de H2O> preparado em meio RPMI com
pouco soro (2% FBS) (Life technologies, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EUA)

a 37 °C numa incubadora de 5% CO.. As imagens das feridas foram capturas a intervalos
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de 3 h, excepto das 9 h as 24 h. A distancia da ferida foi medida sob um microscopio de
luz e analisada com o software ImageJ (https://imagej.net). O fecho da ferida foi
normalizado a &rea original da ferida a hora 0. Todas as amostras foram testadas em
triplicado e os dados representam a média + DP (Rodrigues et al., 2019). Este estudo foi
realizado sob a orientacdo da professora Graga Soveral, no seu Laboratorio, na Faculdade
de Farmacia da Universidade de Lisboa.

2.6.2 Estudo de P2W1s na viabilidade celular

Este ensaio foi realizado de acordo com o método descrito em Aikman, Wenzel, et
al., (2018). As células BxPC3 foram colocadas em placas com 200 pL de meio durante
24 h. Apés a incubagéo foram preparadas solugdes de P,W1s com 0,1, 2,0, 6,0, 10,0, 15,0
e 20,0 uM em meio aquoso DNEM que foram depois adicionadas a cada poco. Foi usado
um controlo negativo (s6 com meio) para todos os ensaios. Ap6s uma incubacao adicional
de 24 h removeu-se o meio e foi adicionado <3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide’ (MTT, Fluorochem) em 10x PBS (Corning) as células a
uma concentracdo final de 0,3 mg/mL, e incubado durante 3-4 h. Apés a solugdo de MTT
ter sido descartada e substituida por DMSO, quantificou-se a densidade Otica em
quadruplicado para cada experiéncia a 550 nm usando um leitor de multi-pocos (VICTOR
X, Perking Elmer, UK). A percentagem de células sobreviventes foi calculada atraves do
racio de absorvéncia das células tratadas para as ndo tratadas. Os valores de 1Cso foram
calculados através da equacao do grafico obtida. Os dados representam a média + DP de
3 ensaios. Este estudo foi realizado sob a orientacdo da professora Graga Soveral, no seu

Laboratorio, na Faculdade de Farmécia da Universidade de Lisboa.

2.7 Avaliacao da capacidade antioxidante de P2Wis

A capacidade antioxidante do composto P.Wis foi avaliada pelo método ABTS. O
ABTS foi dissolvido em agua ultra-pura a uma concentracdo de 7 mM. Em seguida, o
ABTS-" foi produzido através da reacdo de solucdo de stock ABTS com 2,45 mM de
persulfato de potéssio (concentracdo final). A mistura foi deixada no escuro durante 12-
16h a temperatura ambiente antes de ser usada e diluida com agua ultra pura para chegar

a um valor de absorvéncia de 0,70 (x 0,020) a 734 nm, tal como descrito por Sevim &
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Tuncay (2013). O P,W1s, em conjunto com outros 6 POMs, foram misturados com o
ABTS-" (2000 pl) em triplicado e as misturas foram postas no escuro por 15 min a
temperatura ambiente. Os valores de absorvéncia foram medidos a 734 nm com um
espetofotometro UV (Hitachi U-2000, Japan). O equivalente de Trolox do ABTS-* foi
calculado pelo standard da curva preparada com as concentragdes de Trolox (0-0,75 mM)
(Acros Organics). Os dados foram expressos em pumol/L equivalente de Trolox. Este
estudo foi realizado no Laboratério de Quimica do Departamento de Engenharia
Alimentar do Professor Rui Cruz e Gil Fraqueza na Universidade do Algarve.

2.8 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como media = DP de 3 experiéncias independents.
A analise estatistica foi feita através do ‘unpaired Student’s t-test’. Considera-se

estatisticamente significativo se o valor de P for inferior a 0,05.
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3.RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Estudos dos efeitos inibitdrios do POT na Ca?*-ATPase
3.1.1 Inibicdo da atividade da Ca?*-ATPase pelo POT

A Ca?*-ATPase tem sido descrita como sendo um bom alvo molecular para a agéo
de farmacos contra vérias patologias, incluindo o cancro (Denmeade & Isaacs, 2005;
Tadini-Buoninsegni et al., 2018; Yatime et al., 2009). As vesiculas do reticulo
sarcoplasmatico contendo a Ca?*-ATPase foram descritas como um bom modelo para
estudar os efeitos de oxometalatos no processo da homeostasia do calcio (Fraqueza et al.,
2012).

Na presente dissertacdo avaliou-se o poder de inibi¢do do P.Wis, utilizando-se, tal
como em estudos anteriores, 0 metodo de enzima acoplado por espetroscopia UV-Vis
com as vesiculas do reticulo sarcoplasmatico de coelho. O poder de inibicdo é estimado
tendo em conta o valor de 1Cso, que representa a concentragdo de POT que inibe 50% da
atividade ‘ATPéasica’ da enzima. As concentracdes de POT utilizadas foram de 0,2, 0,4,
0,6, 0,8 e 1,0 uM e verificou-se que a inibicdo da enzima aumenta com o aumento da
concentrag&o utilizada (Figura 3.1). Através da equacio y = 62,328x? — 126,78x + 100,63,
foi possivel determinar que a concentragdo de POT que inibe 50% da atividade da Ca?*-
ATPase (ICsp) foi de cerca de 0,6 UM — um dos mais baixos até agora verificados para
POMs. De facto, recentemente N. Gumerova et al., (2018) determinaram o valor de ICso
de 9 POMs para a Ca?*-ATPase obtendo valores que v&o dos 0,3 UM até aos 200 pUM.
Dentro desses resultados, os POMs com valores mais prometedores (que se encontram
abaixo dos 5 pM) foram o SesWaz, 0 P2Wig € 0 CoWuTi (0,3, 0,6 e 4 pM,
respetivamente), todos os outros apresentaram valores acima dos 10 uM. Fraqueza et al.
(2012) também ja tinham determinado o valor de 1Cso dos POMSs V1o € Nbio para a Ca®*-
ATPase como sendo valores de 15 e 35 UM, respetivamente. Estes valores sdo 25 a 58
vezes superiores ao valor do P>W1s determinado no presente estudo. Ja Fraqueza et al.
(2019) também testaram a inibicdo para o PV14 e obtiveram um valor de 5 uM, o que,
apesar de ser um valor relativamente baixo, continua a ser cerca de 8 vezes superior ao

obtido para o P2Wis nesta dissertacdo (0,6 puM).
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Figura 3.1 — Percentagem da atividade da Ca?*-ATPase em funcdo da concentracio de
P,W3s. Foi obtida a seguinte equacdo, a partir da qual se determinou o valor de ICso: y =
62,328x% — 126,78x + 100,63 (R2 = 0,99). Foi utilizado o método das enzimas acopladas,
ja referido nos métodos, para determinar a atividade enzimatica. Os valores apresentados

correspondem a media + DP de ensaios feitos em triplicado.

3.1.2 Determinacéo do tipo de inibi¢cdo de P2W1s

Para se estabelecer o modo como o P2Wis inibe a enzima, realizou-se um estudo
para determinar o tipo de inibicdo promovida pelo POT. Sendo assim, realizou-se um
ensaio onde se manteve a concentracdo de 0,6 UM de inibidor (P.Wis) e se utilizou
concentracdes crescentes do substrato (ATP), nomeadamente 0,1, 0,25, 0,5, 1,0, 2,5 e
3,75 mM. Ap0s o ensaio obteve-se, primeiro, o grafico de Michaelis-Menten (Figura 3.2)
que relaciona a concentracdo de substrato, neste caso a concentracdo de ATP, com a

velocidade da reacéo.
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Figura 3.2 — Cinética de Michaelis-Menten para a Ca®* - ATPase na auséncia (e) e
presenca (=) de 0,6 UM de P,W3s. A equacéo obtida para o controlo foi: y = 7,578In(x) +
33,847 (R2 = 0,9826). Para 0 P,Wss5 foi: y = 4,4216In(x) + 14,809 (R2? = 0,9021). Foi
utilizado o método das enzimas acopladas, ja referido nos métodos, para determinar a
atividade enzimatica. Os valores apresentados correspondem a media + DP de ensaios

feitos em triplicado.

A partir do grafico de Michaelis-Menten obteve-se a Equacdo 1. A partir dessa
equacdo foi invertido o valor da velocidade e o da concentracdo de substrato (ATP) para
se obter a Equacdo 2, que permite obter o grafico de Lineweaver-Burk (Figura 3.3).
Através desse grafico e possivel, assim, observar facilmente as retas das reacfes enzima-
substrato com e sem inibidores e determinar o tipo de inibicdo do nosso composto, a partir

dos valores de Vimax € de Km obtidos na auséncia e na presenga do inibidor.

_ Vinax [S] X
Vy = Kt is] Equacéo 1
1ot L 1 Equacéo 2

Vo Vmax [5 ] Vmax

Onde:

e Km é a constante de Michaelis-Menten;
e Voé avelocidade inicial da reagdo;

e  Vmax é a velocidade maxima da reagéo.
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Figura 3.3 — Gréfico Lineweaver-Burk da atividade da Ca®" -ATPase na auséncia (e) e
na presenca (=) de 0,6 uM de P,Wis. A equacdo para o controlo é y =0,0027x + 0,0305
(R2=0,9777) e para 0 P,W1s5 € y = 0,0086x + 0,0766 (R = 0,9996). Foi usado o método
de enzimas acopladas, referido nos métodos, para determinar a atividade enzimatica. Os

valores apresentados correspondem a média = DP de ensaios feitos em triplicado.

Com os dados do grafico de Lineweaver-Burk, calculou-se os valores de Km na
auséncia e na presenca do inibidor e obteve-se: 0,09 e 0,11 mM, respetivamente. Em
seguida fez-se 0 mesmo para 0 Vmax, ha auséncia e presenca de inibidor, e obteve-se 32,79
nmol ATP.min? e 13,05 nmol ATP.min, respetivamente. Observando o grafico de
Lineweaver-Burk verifica-se que de facto as retas obtidas apontam para uma inibicao
mista, porém como o valor de Ky, é proximo nas duas situagfes e 0 de Vmax desce em
relacdo ao controlo, pode-se dizer que ha uma tendéncia para uma inibicdo ndo
competitiva. Isto sugere que o inibidor tem tendéncia para ligar-se a um local que néo ao
sitio de ligagdo do ATP da Ca?*-ATPase. S6 foram usados os 4 primeiros pontos das
concentracdes de ATP neste grafico, mas quando foram usadas todas as concentracdes a
tendéncia era semelhante. No entanto, foram selecionadas as 4 primeiras concentracdes
pois a equacao obtida foi mais adequada. Este tipo de inibicdo misto também foi referido
para outros POMs tais como o P,Wig, 0 TeWs (N. Gumerova et al., 2018) e 0 PV
(Fragueza et al., 2019) , e sugere que estes POMs podem interatuar com a enzima quer

no local ativo da enzima quer noutro local. Outro tipo de inibigdo também j& descrito
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anteriormente para outros POMs, como por exemplo 0 V1o € 0 Nbio, € 0 da inibicéo

competitiva (Fraqueza et al., 2012).

3.1.3 Estudo do efeito de incubacéo na atividade inibitoria de
P2Ws

Uma das questdes que se levanta quando se estuda este tipo de compostos € a de
saber se nas condicGes experimentais realizadas para estudar os seus efeitos bioldgicos
estes sdo estaveis ou se eventualmente se decomp8em durante 0s ensaios, particularmente
quando as incubacdes sdo de longa duracdo (por exemplo 24 h). Neste estudo de inibicéo,
para se verificar se a incubacdo do composto no meio com a proteina teria algum efeito
no seu poder inibitorio, mediu-se a atividade da Ca?*-ATPase aos 0 min e com uma
incubacédo de 60 min com uma solucédo de 0,6 UM preparada no dia. Adicionalmente, para
a incubacao de 60 min, utilizou-se ainda uma solugéo preparada 1 més antes com a mesma

concentragdo (Figura 3.4).
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Figura 3.4 — Percentagem da atividade da Ca**-ATPase em funcdo do tempo de
incubacdo com P.Wis. A barra azul e a laranja referem-se a solugéo de 0,6 UM de P2W1s
preparado no préprio dia (d), aos 0 e aos 60 min, respetivamente. A barra verde refere-se
a solugdo de 0,6 phM de P>W1s preparada um més antes (m) da experiéncia, com 60 min
de incubagdo. Foi utilizado o método das enzimas acopladas, ja referido nos métodos,
para determinar a atividade enzimatica. Os valores apresentados representam a média +

DP para 3 experiéncias independentes.
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Verificou-se, em relagdo as solucbes preparadas no proprio dia, que a atividade da
Ca?*-ATPase passou de 47,5% para 49% quando incubadas durante 60 min, ou seja, ha
uma diferenca de apenas 1,5%, sugerindo que ndo houve decomposi¢cdo em outras
espécies. Com a solucdo preparada hd um més, a atividade desceu para 0s 45%. Assim,
quando se compara este valor com o da solu¢do nova, verifica-se que o valor é
ligeiramente inferior (4%), sugerindo que 0 composto Se possa ter decomposto um pouco
com o tempo, embora este tenha sido preservado no frio. No entanto, pode também ter
acontecido que na temperatura baixa da refrigeracdo o composto tenha precipitado e a

concentracgdo total deste mesmo tenha diminuido.

Na verdade, muitos dos estudos feitos com POMs ndo tém em consideracdo a
estabilidade dos compostos e a sua decomposicdo em outras espécies e € por isso
pertinente a sua realizacdo. Colovié etal., (2011), por exemplo, realizaram uma incubagéo
de 10 min a 37 °C na auséncia (controlo) e na presenca de Na;WOas, HaSiW12040 €
H3PW12040 na atividade da Na*/K*-ATPase, verificando-se uma inibicdo dependente da
dose. Fraqueza et al., (2012) incubaram Nbo, V1o, V, W € Mo durante 60 e 120 min a 25
°C com a Ca?*-ATPase, de forma semelhante ao presente estudo. Os resultados mostraram
que ao fim de 120 min, apenas 0 V1o ainda inibia a atividade da enzima até 50% da
atividade inicial, enquanto que para os outros compostos foi observada pouca ou nenhuma
inibicdo. Apenas no segundo caso se observa que a atividade foi afetada, embora se
estejam a comparar 10 min de incubacgdo do primeiro caso com 120 min do segundo. Por
isso, talvez se o tempo de incubacao no primeiro caso fosse maior também a atividade da

enzima teria sido afetada.

Para além da incubacdo, existem outros parametros experimentais que se devem ter
em conta para efeitos de comparacao dos diferentes estudos, assim, verificam-se muitas
vezes que as temperaturas, o tempo de medicdo apds a adicdo do composto, o pH e a

composicao quimica dos meios, entre outros fatores sdo diferentes (Fraqueza et al., 2019).

3.2 Estudo dos efeitos inibitorios do P.W1sem aquaporinas

As aquaporinas (AQPs) estdo envolvidas em Vvarios tipos de doencas, inclusive o
cancro, e tém sido muito estudadas como alvo terapéutico de farmacos. Até agora, ainda
ndo foram descritos na literatura estudos sobre os efeitos de POMs nestas proteinas.

Assim, para aprofundar as potenciais aplicagdes de POMs como anticancerigenos
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estudou-se o efeito do P,Wis na funcdo de 2 AQPs distintas, nomeadamente a AQP3 e a
AQP5. Primeiro estudou-se o efeito na AQP3 que esta presente nos glébulos vermelhos
humanos, utilizando-se 0 método ‘stopped-flow’ para avaliar os efeitos do P2W15. Com
este método pode-se observar o influxo e efluxo do glicerol e da 4gua através do volume
da célula. A partir desses resultados, e através da Equacdo 3, pode-se calcular a
permeabilidade ao glicerol (Pgy) que se encontra na Figura 3.5. Como se pode verificar,
a atividade da AQP3 diminui com o aumento da concentracdo de P,W1s. Foram testadas
8 concentracdes entre 0,1 e 100 UM, mas apenas para as concentra¢des 1, 10 e 100 uM
se observou uma inibigéo da atividade da AQP3. Embora para se obter o valor de 1Cso
fosse adequado usar um grafico com uma escala linear, podemos estimar um valor de ICso

de inibicdo da atividade da AQP associada ao transporte de glicerol superior a 100 pM.
Pgly = kK (Vo/A), Equagéo 3
Onde:

e Kk ¢é a constante de tempo exponencial ajustada ao sinal de disperséo de luz do
influxo de glicerol nos eritrocitos;
e Vo éovolume inicial da célula;

e A éaareadacélula.
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Figura 3.5 — Percentagem da atividade da permeabilidade ao glicerol (Pgiy) na AQP3 em
funcdo da concentracéo de P,Wis. A permeabilidade foi determinada utilizando o método
‘stopped-flow’, tal como referido nos métodos. Os valores apresentados representam
médias + DP, para 4 experiéncias independentes.
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Até a data ndo foi referido nenhum estudo sobre o efeito de polioxometalatos em
AQPs. Os compostos mais explorados para inibir AQPs de entre os metalofarmacos séo
0s compostos de ouro, prata e mercurio (Verkman, Anderson & Papadopoulos, 2014).
Em especifico para a AQP3 os mais estudados sdo os de ouro. Martins et al., (2012), por
exemplo, determinaram um ICso de 0,8 e 16,6 UM para os compostos de ouro ‘Auphen’
e ‘Audien’, respetivamente, relativamente ao transporte de glicerol da AQP3 nos hRBC
(human Red Blood Cells). Ja De Almeida et al., (2017) determinaram, o valor de I1Csp
para um inibidor da AQP3, [Au(PbimMe)ClI>]PFs, e obtiveram o valor de 0,6 pM, um
valor que é ainda mais baixo que o do composto mais potente conhecido até a data,
‘Auphen’. Também, Graziani et al., (2017) determinaram um ICsp de 2,3 uM do
complexo de ouro ‘Aubipy’ para a AQP3. Mais recentemente, Aikman, Wenzel et al.,
(2018) sintetizaram 12 compostos de piridina-benzimidazol de ouro (I11) e testaram 0s
seus efeitos inibitorios na AQP3 em hRBC, obtendo valores de ICso entre 0,69-1,825 uM.
Em todos estes casos os valores inibitorios obtidos sdo mais baixos do que os obtidos
nesta dissertacdo, mostrando que pelo menos os compostos de ouro sdo muito mais

eficientes para a AQP3 do que 0 P2Wis,

3.3 Estudo da capacidade anticancerigena do P2Wis

3.3.1 Estudos de migracao celular

A migracéo celular € um processo critico para a formacao de vasos sanguineos, no
processo da angiogénese, pelas células endoteliais. Assim, € um processo que se encontra
envolvido no crescimento de um tumor e na formacdo de metastases e, por isso, a sua
inibicdo pode ser um dos processos de combate ao cancro (W. Zheng et al., 2014). Para
estudar o poder de inibicdo do P,W1s na migracdo das células da linha celular BXPC3
(Biopsy xenograft of Pancreatic Carcinoma line-3), fizeram-se ‘feridas’ ou ‘fendas’ nos
pogos com a cultura de células expostas a 5 uM de P,W1s bem como nos pocos s6 com
as celulas (controlo). Observou-se entéo o processo de ‘wound healing” de 3 em 3 h até a

marca das 9 h e pela ultima vez as 24 h (Figura 3.6).
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Controlo P.W1s5 5 uM

24h

Figura 3.6 — Imagens obtidas ao fim de 0 e 24 h que mostram o progresso do fecho das
fendas realizadas na auséncia (azul) e na presenca de 5 uM de P,Wis (laranja) na linha
celular BXPC3. A escala inserida corresponde a 150 um (amplificacéo 40x).

Através das imagens pode-se verificar claramente que a presenca de 5 UM de P2W1s
inibiu o processo da migracdo celular, pois as 24 h a ferida ainda continuava aberta, ao
contrario do controlo que ja se encontrava praticamente fechada. Para analisar com mais
precisao os resultados, calculou-se a percentagem do fecho da ferida através da Equacéo
4:

% do fecho de ferida = [w] x 100% Equacdo 4

At=on
Onde:

o A;_o, = areade feridaquandot =0 h;

e A, = area de ferida medida no fim do ensaio.
Com os dados obtidos pela Equacdo 3 fez-se entdo um gréafico de barras que

relaciona a percentagem do fecho da ferida, durante o tempo de 24 h, entre os pogos de

controlo e 0s pogos com o composto (Figura 3.7).
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Figura 3.7 — Gréfico de barras da percentagem do fecho da ferida em funcdo do tempo
até as 24 h, na auséncia e na presenca de 5 uM de P2W1s. A percentagem do fecho de
ferida foi determinada usando um software referido nos Materiais e Metodos que
determinou a area da ferida para analisar a migracao celular. As barras a azul representam
o controlo (apenas meio e células) e as barras a laranja representam as células com 5 uM
de P2W3s (laranja). Os resultados apresentados s&o a média + DP de 3 ensaios. * diferenga

estaticamente n&o significativa, pois P > 0,05 (P = 0,086).

Os resultados mostram que a ferida realizada em células BXPC3 ao fim de 24 h,
com o controlo fechou 93% e com 5 pM de P.Wis fechou 81%. Assim, quando
comparando uma com a outra, pode-se verificar que a presenca do POM, diminui a
percentagem de fecho da ferida em 12%. Apesar de se ter obtido um P > 0,05, que €
considerado como estatisticamente ndo significativo, este valor so por si ndo pode afirmar
a falta de diferenga entre 0s 2 grupos, pois ele apenas significa ‘falta de provas de
diferencas’ ¢ ndo ‘falta de diferencas’. Entdo, ¢ necessario ter em conta o design do
estudo, a qualidade da medicao e a base ldgica das assunc@es na validacdo cientifica do
resultado (Nahm, 2017). Estes resultados podem estar relacionados com os do estudo
inibitério da AQP3, uma vez que esta se encontra presente nas células do pancreas e que
a AQP3 se encontra relacionada com a migracdo celular e a progressdo das células

cancerigenas (Aikman, De Almeida, et al., 2018; Marlar et al., 2017). Assim sendo, 0
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valor alto de ICso obtido para a AQP3 (>100 uM) levaria a esta pouca diferenga no fecho
de ferida no que toca ao controlo (93% para 81%).

Quando comparando com outros estudos realizados, como por exemplo Zheng et
al., (2014) em que obtiveram, passadas 24 h, valores de fecho de ferida em células
HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) para 3 complexos de nanoparticulas
de Mo de 45, 40 e 18%, pode-se observar que estes valores sdo cerca de metade, ou até
mais de metade (no caso do 3° complexo) do que o obtido neste estudo. Ja por exemplo,
num estudo feito por Hu, C. et al., (2019) em que foi testado o efeito da curcumina, um
composto que tem sido muito usado na prevencdo e tratamento de doencas inflamatérias
e cancro, na migracdo celular de MDA-MB-231, obteve-se, passadas 24 h e a uma
concentracdo de 15 puM, um valor de 30%, ou seja, um valor cerca de 3 vezes mais baixo
que o do P,W3s. Para além da curcumina, também foi usado, como controlo positivo, 3
Hg/mL do conhecido inibidor de cancro cisplatina e obteve-se, ao fim de 24 h, a baixa
percentagem de 10%, valor este que é 8 vezes inferior ao obtido neste estudo.

3.3.2 Estudos de toxicidade

Para se saber se 0 P2Ws afeta a viabilidade das celulas cancerigenas realizou-se o
ensaio MTT, para determinar a viabilidade celular (Mahajan et al., 2012). Foram
utilizadas varias concentragdes de P,W1s, nomeadamente 0,1, 2,0, 6,0, 10,0, 15,0 e 20,0
UM que foram a incubar 24 h com as células. Depois de se realizar o ensaio construiu-se
um grafico que relaciona a percentagem da viabilidade celular com as varias
concentracdes do POT (Figura 3.8). Este grafico permitiu determinar que 0 1Cso do P2Wis
para as células BxPC3 é superior a 20 uM, no entanto, fazendo uma pequena estimativa

pode-se dizer que é possivel que o ICso seja cerca de 40 uM.

Esta é a primeira vez que se realiza um ensaio MTT com um POM em células
BXxPC3, por isso 0 unico termo de comparagdo é com ensaios realizados noutras linhas
celulares. Varios estudos avaliam a toxicidade de POMs para as células, pois é um teste
importante a fazer para saber até que ponto estes compostos sdo utilizaveis na vida real.
Li et al., (2018), por exemplo, usaram o método de MTT para determinar a toxicidade de
4 POMs em células MCF-7: [(NH4)11,9[Nd47(M004)(H20)23(M07024)4]+19H20 (POM-
1);  (NH4)28[Ces(M004)2(H20)31(M07024)8]: 74H20  (POM-2);  (NHa4)11,9[Pra,7(MoOa)
(H20)23(M07024)4]+34H20 (POM-3); (NH4)26[ CoPrg(Mo04)2(H20)31 (M07024)8]*54H.0
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(POM-4). Os valores de 1Csp obtidos para os POMs 1-4 foram: 183,5 uM, 81,4 uM, 187,7
uM, 58,8 uM, respetivamente. Estes valores sao todos superiores ao do P2Wis (= 40 uM),
mostrando que este composto é mais toxico para as células que estes POMs. Também Qi
et al., (2017) testaram a toxicidade para as células MCF-7 e MDA-MB-231 com 0 POM
K12[V18042(H20)]-6H20 (V1s) e obtiveram valores de 1Cso de 45,95 uM ¢ >500 uM,
respetivamente. Mais uma vez, em comparagdo com este estudo pode-se verificar que a
toxicidade do P,Wis para as células BXxPC3 é superior, embora no caso das células MCF-

7 os valores sejam de facto muito proximos.
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Figura 3.8 — Percentagem da viabilidade das células BXPC3 em func¢édo da concentracéo
de P.Wis. A percentagem da viabilidade celular foi determinada pelo método MTT apos
uma incubacdo de 24h das células para cada uma das concentra¢fes do composto. A
equacdo obtida foi: y = 0,0384x? — 2,3043x + 110,21 (R? = 0,9732). Os resultados

apresentados sdo a média = DP de 3 ensaios.

Em termos gerais, € possivel observar o nivel de toxicidade do P,W1s para as células
BxPC3, que quando comparado com outros estudos realizados noutras células é um pouco
elevado. O nivel de toxicidade de um composto para é diferente de célula para célula
(como observado no estudo de Qi et al., (2017) em que havia uma diferenca de pelo
menos 350 uM no ICso do mesmo composto para dois tipos celular diferentes) por isso
s0O realizando os testes é que se poderia verificar a toxicidade deste composto para células
normais. Porém, os POMs puros sdo conhecidos pela sua toxicidade e falta de seletividade

(Bijelic et al., 2019), portanto sera de esperar que esta toxicidade seja um tanto ou quanto
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elevada para as células normais. Azizullah et al., (2018) compararam a atividade
citotoxica do P2W1s encapsulado em quitosano com a do polianido em linhas celulares
MCF-7, HeLa, e em células Vero (células ndo cancerigenas). Quando observando o efeito
citotoxico do POM puro em todas as linhas celulares é possivel observar que a toxicidade
passou de cerca de 80% em ambas as células cancerigenas para 30% nas nao
cancerigenas, mostrando que a toxicidade deste composto diminui cerca de 50% quando
testado em células normais, 0 que é bastante bom para o uso em tratamentos. J& quando
se encapsulou 0 POM em quitosano houve pouca reducao nas células cancerigenas (cerca
de 10% em ambos 0s casos) e um pouco mais nas ndo cancerigenas (20%). Isto demonstra
que o encapsulamento do POM é um procedimento eficaz que da seletividade ao POM e

reduz a sua toxicidade, como ja mencionado em capitulos anteriores.

3.4 Determinacao da capacidade antioxidante de varios POMs

Um dos mecanismos propostos de acdo dos POMs é o da inducdo do aumento dos
niveis de ROS (Reactive Oxygen Species) que tem a ver com a sua capacidade pro-
oxidante. Nesse sentido, utilizou-se 0 método ABTSe<+, também chamado de método
TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), para avaliar a capacidade do P,Wis
sequestrar radicais livres (Sujarwo & Keim, 2019). Para além do P,Wis também foram
avaliados 6 outros compostos (P2Wis, P2Wa17, PsW30, P2Wi2, Nbg € V10), tendo sido usada
a concentracdo de 5 mM para cada composto. Os resultados obtidos encontram-se

descritos na Tabela 3.1.

Todos os POTs mostraram uma capacidade antioxidante inferior a 5%, tendo o
P,W5 exibido uma capacidade de 4%. Por outro lado, o polioxovanadato V1o teve uma
capacidade de 8%, enquanto o polioxoniobato Nbe teve uma de 68%. Este ultimo, é
estavel e ndo promove uma reacao de oxidacao-reducao como os POMs que contém W e
V.

Recentemente, Ni, Jiang, Kutyreff, et al., (2018) testaram a capacidade de
sequestrar radicais livres de ((NH4)sM07024-4H20) em 3 diferentes concentragdes (5
pg/mL, 10 pg/mL e 20 pg/mL) e obtiveram os seguintes resultados: ~20%, ~55% e ~90%,
respetivamente. Também Rashid et al., (2018) testaram pelo método DPPH a capacidade
antioxidante de silicovanadato, fosfotungstato substituido com ferro e fosfotungstato de
cesio e obtiveram para 20 mg/mL, ~29%, ~22% e ~15%. Uma vez que a concentracdo

utilizada de P,W1s foi de 5 mM, quer dizer que 22 mg/mL induziram uma capacidade
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antioxidante de cerca de 4%, comparativamente inferior aos compostos dos estudos em

cima mencionados.

Noutro estudo in vivo, foi testado o efeito de um POV (V10) na producdo de ROS
(mais especificamente O2.”) em mitocOndrias cardiacas de peixe, verificando-se a
inibicdo da sua producdo (Soares et al., 2007). Como as capacidades antioxidantes do V1o
e do P2Wis sdo proximas (8% e 4%, respetivamente), serd muito provavel que o P2Wis
exiba 0 mesmo comportamento in vivo que 0 V1 na producgédo de ROS. No entanto, seréo

necessarios estudos in vivo com este e outros POTSs para determinar o seu modo de agao.

Tabela 3.1 — Valores de umol/L equivalente de Trolox e correspondentes percentagens
de atividade de sequestro de radicais para diferentes POMs, entre os quais 0 P2W1s aqui
estudado. Valores determinados pelo método TEAC referido nos metodos utilizando 5
mM de cada concentracdo de POM. Os resultados apresentados sdo uma media = DP de

3 experiéncias independentes.

Equivalente de Trolox % da atividade de
(umol/L) sequestro de radicais

Amostra Média + DP Média + DP
P2Wag 5,52 + 0,05 1,86 £ 0,34
P2W17 10,88 +1,21 2,84 +0,31
P2Wis 14,50 + 1,85 3,97 +0,29
PsWs3o 9,31 +1,46 2,65 + 0,53
P2W12 16,03 £ 1,95 4,36 + 0,37
Nbe 267,12 + 5,39 67,75+ 1,37
V1o 32,94 +£2,42 8,43+0,61

3.5 Correlacéo entre 1Csp e caracteristicas de POMs

Desde had muito tempo se tem procurado correlagcdes entre as atividades bioldgicas
e as caracteristicas estruturais de compostos com a¢des anticancerigenas. Recentemente
N. Gumerova et al., (2018) descreveram correlagdes entre os valores de ICsg e varios
parametros dos POTs, nomeadamente carga, nimero de atomos e volume. Este tipo de

correlacbes pode ser muito Util na pesquisa de compostos mais potentes e, por sua vez,
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com menor toxicidade. Nesse sentido, procurou-se entender se haveria alguma correlagéo
entre o ICso de varios POTSs inibidores da Ca?*-ATPase que foram descritos até agora na
literatura e a sua capacidade antioxidante determinada no presente estudo. Como se pode
observar na Tabela 3.2 os POTSs e outros POMs apresentam valores de 1Cso que variam
entre 0,4 e 35 uM. Aparentemente, parece haver uma tendéncia para quanto maior a
capacidade antioxidante maior o ICso, sugerindo que a capacidade inibitoria esta
inversamente correlacionada com a capacidade antioxidante. Provavelmente o
mecanismo de inibicdo pode ndo envolver reacdes de oxidacdo-redugdo, embora sejam

necessarias mais experiéncias para verificar esta correlacao.

Tabela 3.2 — Comparacéo entre a capacidade oxidante dos compostos e a sua capacidade
de inibir a Ca®*-ATPase.

2+_
Amostra % antioxidante Cs0 Ca™-ATPase Referéncias
(LM)
(N. Gumerova et al.,
P2Was 1,86 0,60 2018)
PsW3o 2,65 0,40 *)
P2Wi7 2,84 0,60 *)
P2Wis 3,97 0,55 Este estudo
(N. Gumerova et al.,
P2W12 4,36 11,00 2018)
V1o 843 ¥ 15,00 v (Fraqueza et al., 2012)
Nbe 67,75 35,00(**) (Fraqueza et al., 2012)

(*) estudos ainda ndo publicados; (**) o valor de ICso do Nbs para a Ca®*-ATPase ainda

ndo foi determinado. O valor utilizado é o do Nb1g e é usado como uma estimativa.
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4. CONCLUSOES

Os polioxometalatos (POMs) sdo aglomerados de metais de transicdo e oxigenio
que tém uma grande diversidade de aplicagdes devido a sua capacidade de apresentar
diferentes propriedades estruturais e fisico-quimicas (Bijelic et al., 2018). Essa
capacidade deriva da possibilidade de se alterar a sua geometria, forma, tamanho, estados
redox e 0 nimero de coordenacdo de forma a obter as propriedades mais desejadas (Ledn
et al., 2014). Uma das areas de aplicacdo dos POMs com mais interesse é a do cancro e
assim sendo, novos POMs estdo constantemente a ser sintetizados e testados. Por isso,
nesta dissertacdo estudou-se os efeitos de um POM, do qual pouco se sabe, com
propriedades anticancerigenas: 0 P2Wis.

Comegou-se por determinar a concentragdo de P,W1s que inibia 50% da atividade
da Ca?*-ATPase (ICso). Verificou-se um valor de ICso de 0,6 pM, uma das concentracoes
mais baixas obtidas até agora. Em seguida, para se compreender a forma como atua este
POM em relacdo a Ca®*-ATPase, determinou-se o seu tipo de inibicio. Os resultados
sugerem um tipo de inibi¢do mista, ou seja, 0 composto pode-se ligar a um sitio alostérico
para alem do local ativo. No entanto, verifica-se uma tendéncia para o ndo-competitivo.
O teste de incubagdo de 60 min com o P.Wis sugere que este poderd ndo se ter
decomposto, pois ndo houve alteracdo significativa na sua atividade, havendo apenas uma
diferenca de 1,5%. Assim sendo, pode-se sugerir que 0 composto € estavel nas condicdes

experimentais estudadas e que os efeitos inibitorios sdo devidos ao P2Wis.

Para além do estudo com a Ca?*-ATPase, também se testou o efeito inibitério do
P>W1s na aquaporina 11 (AQP3), uma vez que compostos metélicos sdo conhecidos por
serem o0s mais potentes inibidores de AQPs. Adicionalmente, até a data nao foi publicado
nenhum estudo com POMs e AQPs. Neste estudo, verificou-se que o P,Wis inibiu a
AQP3 com um valor de 1Cso > 100 uM, que é superior aos valores encontrados para
compostos de ouro como o [Au(PblmMe)CI,]PFs (0,6 uM).

Foram também realizados estudos do efeito do P2W1s em células BXPC3 do cancro
do péncreas. No teste de migracdo celular, a fenda do controlo fechou, em 24 h, 93%,
enquanto a que tinha 5 uM de P>Wys fechou 81%, havendo assim uma diferenca de 12%
entre as duas. Isto significa que este POM tem efeito na migracéao celular. Ja no estudo de
viabilidade celular foi estimado um valor de ICsp entre 20 a 40 pM, mostrando que o

P>W1s afeta estas células cancerigenas.
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A capacidade antioxidante do P2Wi1s foi também analisada, uma vez que muitos
mecanismos de a¢do em células cancerigenas envolve a inducao da producgdo de ROS. O
P>W15 mostrou uma capacidade de sequestrar radicais livres de 4%, significando que ao
invés de ter uma atividade antioxidante podera ter uma atividade pro-oxidante, elevando
assim os niveis de ROS a valores tdxicos para as células cancerigenas. O POM que
mostrou maior capacidade antioxidante foi o Nbe (68%), tendo todos os outros POMs

mostrado capacidades abaixo dos 10%.

Em suma, pode-se concluir que o P2W1s tem potencial para tratamentos contra o
cancro pancreatico. O P,Wis inibe diferentemente a AQP3 e a Ca?*-ATPase, sugerindo
que as alteraces na homeostasia do célcio sd8o mais relevantes do que as da
permeabilidade ao glicerol nos mecanismos que possam levar a inibicdo das células de
carcinoma pancreatico, BXxPC3. Os estudos inibitorios feitos para a AQP3 permitiram
adicionar as aquaporinas a lista de possiveis alvos moleculares para POMs, uma vez que
estes nunca tinham sido testados nestas proteinas. Nas células BXPC3, o P,W3s afetou a
migracdo bem como a viabilidade celular. Um outro possivel modo de acéo deste POT &
o0 da ativacdo das vias de morte celular através do aumento dos niveis intracelulares de
ROS por mecanismos pro-oxidantes. Os proximos passos para avaliar a capacidade
anticancerigena deste composto seriam a realizacao de estudos sobre 0s seus mecanismos
de acdo e a execucdo de estudos in vivo. Para tal, e com a ajuda de estudos
interdisciplinares em diversas areas, tais como a quimica, farmécia, medicina,
bioquimica, biotecnologia, entre outros, poder-se-4 chegar mais além na procura do

tratamento do cancro pancreatico.
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6. ANEXOS

Um dos efeitos mais promissores dos POMs é a sua atividade anticancerigena. O
nimero de estudos da atividade anticancerigena destes compostos tem aumentado nos
altimos anos. Foi feita uma pesquisa usando os sites ‘Web of Science’
(www.webofknowledge.com) e ‘ScienceDirect’” (www.sciencedirect.com) para encontrar
todos os artigos publicados nos Gltimos 3 anos que estudem a atividade anticancerigena
de POMs (Tabela 6.1). Foram encontrados 18 artigos, dos quais 14 estudam POMs puros,
6 POMs hibridos e outros 6 com nanoparticulas, sendo que alguns artigos comparam
varios tipos de POMs. Destes 18 apenas 2 dos artigos referem estudos realizados in vivo
(Tabela 6.1, estudos indicados com cor verde). Adicionalmente, sdo reportados na Tabela
6.1 64 POMs, dos quais 37 sdo POMos (Polioxomolibdatos), 23 sdo POTSs
(Polioxotungstatos) e 4 sdo POVs (Polioxovanadatos).

Tabela 6.1 — Estudos sobre a atividade anticancerigena de POMSs nos ultimos 3 anos.

Linha Ativida- Dose
POMs Exp. Ref.
celular de (tempo)
Ks[PV2M010040] MCF-7 invitro 1Cso= -(24h)
199,5 uM
o 1Cs >
(X-Nalo[PV(Hzo)Wquq] MCEF-7 invitro 1000,0 -(24h)
uM
. . ICsp >
a-Ks[SiVW11040] MCF-7 invitro  1000,0 -(24h) (Qi, W.
M etal.,
. o ICsp >
a-1,2,3,-KsH[SiV3Ws04] MCF-7 invitro  1000,0 -(24h) 2017)
uM
a-Naio[PV3(H20)WeOs7] MCF-7 invitro 1Cso= -(24h)
315,8 uM
MCF-7 invitro 1Cso= -(48h)
12,0 uM
K12[V18042(H20)] MDA-
invitro  1Cs0 = -(48h)
MB-231 360,3 uM
35,0 mgmL™?
MCF-7 invitro 1E=79,0 g _
% (24 h) (Azizu
35,0mgmL? llahet
Nai2[P2Wi150s6] HeLa invitro E=850 g
% (24 h) al.,
350mgmL?t  2017)

Vero* invitro 1E~37.0
% 24 h)
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35,0 mgmL!

MCF-7 invitro 1E=77,0
% (24 h)
_ 35,0 mgmL!
[P2Wi50s5]-CTCI-PMMA HeLa invitro 1E=750
% (24 h)
35,0 mgmL™!
Vero* invitro 1E~15,0 g
% (24 h)
SHYS5Y invitro  1Cs0= -(24h)
93,8 uM
Naa[PzM05023] EVC-
invitro  1Cs0 = -(24h)
304* 80,7 uM (X. Qu,
SHY5Y invitro  Cso= -(24h)  H.Feng,
43,0 uM C. Ma
SKOV-3 invitro  1Cs0> -(24h) o
100,0 uM Y.
. . 1Cso > _
[Hbiz]s[HMosP;024] Hela invito ooum 24 Yang,
Hep-G2 invitro 1Cso> -(24h) 2017)
100,0 uM
EVC-
invitro  1Cs0> -(24h)
304* 100,0 uM
Hep-G2 invitro  |Cs0> -(n.d.)
100,0 uM
HCT-
invitro  1Cs0> -(n.d.)
116 100,0 uM
[K3C3(H20)4(HP2M05023)] SMMC-
invitro  1Cs0> -(n.d.)
7721 100,0 uM
HL-
invitro  1Cs0> -(n.d.)
7702* 100,0 uM M.
Hep-G2 invitro  1Cso~ -(n.d.) Ji, Y.
35,5 uM
HCT- Fang,
invitro ~ 1Cs0> -(n.d.)
116 100,0 uM P.-P.
[Cu(CeHsN20)2(H20)2]2H2[P2M05023] = SMMC- Han,
[Cu(pia)z(Hz0)2]:H2[P2M05Oz] invitro  1Cs0~ -(n.d.)
7721 18,0 uM M.-X
HL- IC (n.d.) Hh Q-
in vitro 50~ -(n.d.
7702* 45,0 uM Q. Chen,
. 2017
Hep-G2 invitro  1Cso~ -(n.d.) )
13,0 uyM
HCT-
6 in vitro 'Cso;d&? -(n.d.)
[CU(CeHeNzO)z(HzO)]Hz[CU(CeHeNzO)z H
(P2M05023)] = SMMC- . Coo ~ ()
i i in vitro -(n.d.
[CU(pIﬁ)z(HzO)]Hz[CU(pIa)z(P2M05023)] 7721 17.0 uM
HL-
invitro  1Cso~ -(n.d.)
7702* 45,5 uyM
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Hep-G2 invitro [Cs0~3,0 -(n.d.)
uM
HCT-
invitro 1Cs0~260  _(nd)
116 uM
SMMC-
[CE|(C6H6NzO)z(Hzo)z]sz[P2M05023] 7701 in vitro 14,550uM -(n.d.)
= [Cd(pia)2(H20)2]2H2[P2M050:3]
HL-
invitro  1Cs0~ -(n.d.)
7702* 17,0 uyM
HL-
invitro  1Cs0 > -(n.d.)
7702* 100,0 uM
50,0 ugmL*
: U-87 invitro IE~19,0
(TBA)4[SiM03Wy040] % (48 h)
B 50,0 ugmL*
U-87 invitro 1E=29,0
(TBA)4[GeM0o3WyOq] % (48 h)
- - 50,0 pgmL™* .
(TBA)sH3[SiVsWsOu0] U-87 invitro 187 290 agp K
U87 inviro 1E=440 S00HemL” azgij)l
- in vitro =44,
(TBA)4H3[GeV3Wy04] % (48 h)
2,0 mgmL™!
U-87 invitro IE =0 70,0 i? .
[GeV3Wg040]-MSN-corante carregado com % “8h
DOX 2,0 mgmL™!
Normal* invitro 1E~40,0 :
% (48 h) **
Liu, H.
SK-OV- ICs0 = (
Nas[CrCuW::0se] 5 invitro  1900,0 -(12h) Y.etal.,
uM 2017)
Hep-G2 in vitro 3:)0150 T\/I -(24h)
(HIm)2[(W(OH)2)o(Mn(H20)s)2(Nas(Hz20)u4) —55- —
(BiWs033)2] invitro  1Cs0 = -(24h)
7701* 43,2 uM
_ Hep-G2 invitro  1Cso= -(24h)
(Haim)2[(W(OH)2)2(Co(H0)s)2Nas(H20)14) 37,3 M
(BinOaa)z] QSG' . . 1Cso =
in vitro 50 = -(24h) (Wang,
7701* 38,5 uM
e Luetal.,
Hep-G2 invitro 50 = -(24h
| | | p 25,6 M (24h) 2017)
(H2|m)z[(Wo,leo,s(HZO))z(N|(H20)3)2 QSG-
Nas(H20)14)(BiWsOss)2] invitro  1Cs0 = -(24h)
7701* 32,4 uM
Hep-G2 in vitro 3!20350 T\/I -(24h)
(Hzim)z[(\NO(OH)_)Z(ZH(HZO)?:)ZN&‘(HZO)B 0SG- D
(BiWg0s3)2] invitro  1Cs0 = -(24h)
7701* 49,7 uM
KeH[(n-CsHsTi)CoW110s] A-549 invitro 9(:(()3%0 :M -(24h)
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I1Cs50 =

C2C12* invitro  4800,0 -(24h)
uM
L ICs =
A-549 invitro  4900,0 -(24h) (V. M.
[(n5-CsHsTi)CoTiWa1Oss]-CT Ié‘::[: Pandya
C2C12* invitro 5300,0 -(24h) etal.,
uM_ 2017)
A-549 invitro 1Cso= -(24h)
900,0 uM
KeH[(ns-csHsTi)COTiWuOsg] o ICs0 =
C2C12* invitro  4800,0 -(24h)
uM
(NHo)e[(M0s0s)0(OPCCHNIOPO] N i yigre 1Co=  _(geh)
= (NH2)s[M0sZol;] H460 10,0 uM
(NH)S[(Mo:0:0(0PC(CHN)(CoHis) O invitro 1C0=35  (96h)
OPO3)2] = (N H4)5[M06(ZO|C6)2] H460 uM
(NHDS[(Mo:0:0(0PC(CHN)(CaHr) O invitro 1C0=18  (96h)
OPO3)2] = (NH4)5[M06(ZO|C8)2] H460 }lM (BOU'
5 pg/corpo  mier et
SK-ESL invivo TWI =~ “;’8 drp |
(NH4)5[(MOV|206)2(03PC(C4HsNz)OPOs)z o ( ) al.
Mn'""T = Rb(NH4)s[MosZol,Mn""! NCI- 2017)
] (NHe)s[MoxZol,Mn"] invitro 1Cs0 = 2,6 -(96h)
H460 uM
(NH4)s(Hs0)[(M0"',06)2(03PC(C4HsN2) NCI- invitro 1Cs0=2,0 -(96h)
OPO3)2Mn“] = (NH4)5(H30)[(MO4ZO|2MH"] H460 M
Liz2(NHa)3[(M0"'206)2(0sPC(C4HsN)(CsH1v) NCI- invitro 1Cs0=2,9 -(96h)
OPOs)zMn“I] = Liz(NH4)3[M04(ZO|C8)2Mn|"] H460 uM
HL-60 invitro 1Cso=8.6 -(24h)
pM (Li, C. et
U937 invitro 1Cso= -(24h)
K2Na[AsM0s021(gly)s] 14,5 uM al.,
HUVEC
invitro _ 1Cs0 = an) 2010
* 889,2 uM
_ 100,0 pgmL*
—N= K-562 invitro IE=443
(TBA)S[MOBOlS(_N—NCOCBHS)] % (24 h)
o _ 100,0 pgmL*
(TBA)[Mo:O1s(=N=NCOCsH,-2-ClJ K562 invitro 152 40.0 any  (Veno
Long
62 invi IE =357 100,0 pgmL* A
(TBA)[M0sO1s(=N=NCOCsH,-3-Cl)] ~ K-562 invitro 7=7 2% cany  ° er:g et
al.,
_ 100,0 pgmL*
- in vi IE = 40,7
(TBA)R[MOsO1s(=N=NCOCsH,-4-Cl)] K562 invitro =7 24 h) 2017)
_ 100,0 pgmL*
_N— - in vi IE = 36,6
(TBA)3[M0sO15(=N=NCOCsH3-2,4-Cl;)] ~ K-562 invitro % (24 1)
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100,0 pgmL*

- in vi IE=34,1
(TBA)s[M0s013(=N=NCOCsH,-4-Br)] K-562 invitro =7 7 24 1)
_ 100,0 pgmL*
- in vi IE=40,6
(TBA)3s[M0s015(=N=NCOCsH,-3-NOz)] ~ K-562 invitro % 24 1)
_ 100,0 pgmL?
- in vi IE=44,3
(TBA3[M0s015(=N=NCOCsHs-4-NO,)] K-562 invitro % 24 1)
_ 100,0 pgmL*
- in vi IE=33,4
(TBA)3[M0sO15(=N=NCOC¢H,-4-OCH;)] ~ K-562 invitro % 24 1)
_ 100,0 ugmL?
K-562 invitro IE=287
(TBA)2[M0gO19] % (24 h)
BEL- = TWI ~
in vivo n.d. (25 d)
7402 10,0 %
BEL- 100,0 pgmL?
- invitro 1E~10,0
Nag[Gd(Ws01s)2]-CT 7402 % 241
100,0 pgmL™*
HeLa invitro 'E~10,0 He (Yong et
% (24 h) |
al.,
BEL- invi TWI ~
Nag[Gd(Ws015),]-CT + raios-X 400 in vivo 50.0 % n.d. (25 d) 2017)
SRl vive TWI- d. (25 d)
- i INVIVO n.d.
Nag[Gd(W5013)2] CTsiRNA 7402 53.0 %
PEL e TWI- d. (25 d)
- i 10S- INVIVO n.d.
Nag[Gd(Ws501s),]-CTsiRNA + raios-X 7402 90,0 %
-1
MCE-7 invitro 1E~720 3.0 mgmL _
% (24 h) (Azizu
35,0mgmL?  llahet
[P2W150s5]-CMC-PMMA HeLa invitro 1E~680 )
0 "
% (24 h) al
1
Vergx invitro IE ~ 10,0 35,0 mgmL 2018)
% 24.h)
(
ICs =
[AsM0s021(0,CCHoNH3)s] @SiO2 MCF-7 invitro 40,0 -(24h)
mL-l
L:i (Cao et
50 =
al.,
20000,0 2017)
K2Na[AsM0s01(02CCHoNHs)s] MCF-7 invitro pgmL*(~  -(24h)
15233,1
nM)
(N H4)11,9[Nd4,7(M004)(H20)23(M07024)4] MCEF-7 in vitro ICSO - -(24h)
*19H,0 183,5 uM
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|C50 =217

HeLa Invitro M -(24h)
nsag invio -(24h)
208,6 uM
. 1Cs0 =
U251 invitro 233.6 uM -(24h)
. 1Cs0 =
ug7y invitro 208,6 M -(24h)
o 1Cs0 =
HepG2 invitro 2086 M -(24h)
o 1Cs0 =
MCE-7 |nv|troloo7lMM -(24h)
o ICs0 =
HeLa Invitro 100,1 uM -(24h)
o ICs0 =
AB49  invitro 1418 uM -(24h)
(NH4)11,9[Nds7(M0O4)(H20)23(M07024)4]
+19H,0 - Nanoparticulas o ICs =
U251 invitro 153,5 uM -(24h)
o ICs0 =
ugzy invitro 133.4 uM -(24h)
. 1Cs0 =
HepG2 invitro 15,1 uM -(24h)
o ICs0 =
MCE-7 invitro 81,4 M -(24h)
o 1Cs0 =
HeLa invitro 105.8 uM -(24h)
ICs0 =
AB49  invitro 96,0 M -(24h)
(NHa4)28[Ces(M004)2(H20)31(M07024)s]
AR st imvio 0T aan)
122,1 uyM
I ICs0 =
ug7y invitro 1018 M -(24h)
o ICs0 =
HepG2 invitro 80,5 uM -(24h)
nvitro -~ (24h)
(NHa4)25[Ceg(M004)2(H20)31(M07024)s] MerT 32,5 uM
*74H-0 - Nanoparticula o ICs0 =
HelLa invitro 48.8 M -(24h)

(Li, X.
etal.,
2018)
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I1Cs50 =

AB549 invitro 45,6 ;M -(24h)
L ICs =
U251 invitro 65.1 M -(24h)
i i |C50 =
ug7y invitro 65.1 M -(24h)
L I1Cs0 =57
HepG2 invitro M -(24h)
L I1Cs0 =
MCE-7 invitro 1877 uM -(24h)
i i |C50 =
HeLa invitro 1877 M -(24h)
in vitro a0 = (24h)
(NHa)11,6[Pra,7(M004)(H20)23(M07024)4] Ao 187,7uM
34O g invitro -(24h)
222,7 M
o 1Cs0 =
ugzy  invitro 206.8 M -(24h)
o 1Cs0 =
HepG2 invitro 206.8 M -(24h)
o 1Cs0 =
MCE-7 invitro 79,5 M -(24h)
o 1Cs0 =
HeLa invitro 119.3 uM -(24h)
in vitro e = (24h)
(NH4)11,9[Prs,7(M00.)(H20)23(M07024)4] Ao 92,3 M
*34H,0 - Nanoparticulas o ICs0 =
U251 invitro 1114 uM -(24h)
o 1Cs0 =
ugy invitro 1114 uM -(24h)
. 1Cs0 =
HepG2 invitro 1273 M -(24h)
o ICs0 =
MCE-7 invitro 58,8 yM -(24h)
(NHa)2s[COPra(MoO4)2(H20)1(MorOze)e] 4o o invitro G0 = _(24h)
*54H,0 92,4 uM
o 1Cs0 =
A549 invitro 54,6 M -(24h)
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I1Cs50 =

U251 invitro 92,4 M -(24h)
L ICs =
ug7y invitro 63.0 M -(24h)
o ICs0 =
HepG2 invitro 79.8 uM -(24h)
o ICs0 =
MCE-7 invitro 33.6 1M -(24h)
o ICs0 =
HeLa invitro 37.8 uM -(24h)
o ICso =
A549 invitro 33,6 1M -(24h)
(NH2)26] CoPrg(Mo04)2(H20)31(M07024)s]
*54H,0 — Nanoparticulas Ugsy invitro ICso = (24h)
79,8 uM
Us7  invitro G0 = _(24h)
50,4 uM
o 1Cs0 =
HepG2 invitro 54,6 M -(24h)
ICs0 =
MCE-7 invitro  1302,4 -(24h)
M
ICs0 >
HeLa invitro 1736,6 -(24h)
uM
ICs0 =
(NH2)s[M07024] AB49 invitro 14327 -(24h)
M
1Cs0>
u2s1 invitro  1736,6 -(24h)
M
ICs0 =
HepG2 invitro  1736,6 -(24h)
M
ICs0=10,8
AB49  invitro -(48h)
kM (Zhu, T.
[{Cu10(pz)11.Cls}{AS," As;YM0sYM01,V' 062} SK-LU- iy viitro 1Cs0=14,5 -(48h) T.etal.,
*H,0 1 uM
2017)
o ICs=111
SW1573 invitro -(48)
M
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1Cs0 =

HeLa Invitro 36,4+8,3 -(48h)
uM
I1Cs0 =
Hep-2 invitro 93+44 -(48h)
uM
Nas{(HOCH>CH2)sNH}2[V10025]*6H,0 1Co =
MDA- " invitro  2,0+0,5 -(48h)
MB-231
uM
I1Cs0 =
HepG; invitro 11,2+20 -(48h)
uM
ICs0 =
HeLa invitro 53+143 -(48h)
uM
ICs0 =
o invitro 8,1+3,6 -(48h)
Hep-2 (Cheng
M
N3.3(12H20)[H3V10023]'2H20 [Ceg = etal,
50 —
2018)
MDA- " jnvitro  0,9£0,4 -(48h)
MB-231
M
ICs0 =
HepG, Invitro 13,8452 -(48h)
uM
ICs0 =
HelLa Invitro 34+118 -(48h)
M
ICs0 =
Hep-2 invitro 6,23+25 -(48h)
M
[(n-C4Hg)aN]a[V10028H3] =
ICs0 =
MDA- i vitro  0,940,2 -(48h)
MB-231
M
ICs0 =
HepG, invitro 45,5+4,5 -(48h)
M
o 500 pgmL™* .
4T1 invitro IE~12% (24h) (Ni,
(NH4)6M07024'4H20 Jiang,
invitro IE~15% 500 pgmL* Im, et
in vitro ~ 0 m, €
HEK293 (24h)
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00 pgmL? al.,

invitro 1E~ 16 %
4Tl (48h) 2018)

500 pgmL?

invitro IE~12%
HEK?293 (48h)

(*) — células ndo cancerigenas para validar a toxicidade; (**) — as concentracdes
representadas sdo referentes a0 DOX e ndo ao POM; IE — efeito inibitdrio que descreve
a % de inibicdo das células nos estudos in vitro; TWI - % da inibicdo do peso do tumor
(em comparacdo ao controlo); (n.d.) — ndo definido.
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