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RESUMO

A localizagdo subcelular aberrante de proteinas supressoras de tumor é uma caracteristica
de diversas doengas humanas, incluindo o cancro. FOXOs séo fatores de transcri¢cdo que quando
se encontram no nucleo, controlam a transcricdo de genes envolvidos em processos biologicos
fundamentais na protecdo contra o cancro e envelhecimento. Estas proteinas pertencem a via de
sinalizagdo mais frequentemente ativa em cancros humanos- a via PI3K/Akt e encontram-se
inativos e localizados no citoplasma em diversos cancros humanos devido a modificaces pos-
traducionais. Assim, a sua manipulacdo farmacoldgica pode ser benéfica no tratamento de cancro

e de doencas associadas ao envelhecimento.

O nosso laboratério aplicou trés abordagens distintas (bioinformatica, screening e
candidate approach) para descobrir e caracterizar diferentes compostos anticancerigenos e
antienvelhecimento que modulem a localizag¢do de FOXO. Para isso, utilizamos um sistema celular
previamente estabelecido que expressa de forma estavel a proteina de fusdo FOXO3a-GFP de
forma a monitorizar a localizacdo subcelular de FOXO. Por um lado, utilizdmos uma ferramenta
bioinformética, o cMAP, para obter uma lista de diferentes compostos com capacidade de produzir
um perfil de expressao génica inverso ao de TRIB2, uma proteina repressora de FOXO. Harmina
e Piperlongumina foram dois desses compostos e revelaram capacidade de induzir a localizagédo
nuclear de FOXO-GFP e de afetar a transcricdo dos seus genes-alvo (p21, p27 e PUMA). No caso
de Piperlongumina, a modulac¢do da ativacdo de FOXO é através do Akt. Por outro lado, testamos
32 extratos de microalgas (Alg1-Algl8) e de haloarqueas (Alg19-Alg32) e 3 péptidos (Pepl, Pep2,
Pep3) e 10 deles mostraram capacidade de induzir a localizacdo nuclear de FOXO-GFP. Por fim,
testdmos farmacos com atividade e efeitos conhecidos, nomeadamente trés inibidores de mTOR -
Rapamicina, Torin 1 e CID613034- e um inibidor de MEK1 e MEK2- Trametinib, que mostram
que Torin 1 induz a localizacdo nuclear de FOXO-GFP.

Palavras-chave: cancros humanos; envelhecimento humano; inativagdo de FOXO;
manipulacdo farmacoldgica; localizacdo subcelular aberrante; translocacdo nucleocitoplasmatica

de proteinas
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ABSTRACT

The aberrant subcellular localization of tumour-suppressor proteins is a prominent feature
of many human diseases as well as cancer. The FOXO family of proteins are transcription factors
that need to be in the cell nucleus to regulate several biological processes essential for cancer and
aging. FOXO proteins are part of the most frequently activated pathway in human cancer - the
PI3K/Akt pathway and are inactive and located in the cytoplasm in several human cancers due to
post-translational modifications. In addition, FOXO3 has been identified as the second most
replicated genetic factor associated with extreme human longevity. Thus, their pharmacological
manipulation might be beneficial for the treatment of cancer and other age-related diseases.

The Link lab has applied three different approaches (bioinformatic, screening and candidate
approach) to discover and characterize anti-cancer and anti-aging drugs that modulate FOXO
localization. Therefore, we used a previously established cellular system which stably expresses a
FOXO03a-GFP fusion protein, allowing us to monitor FOXO subcellular localization. Using the
bioinformatic tool connectivity MAP (CMAP), we obtained a list of candidate drugs including the
natural products Harmine and Piperlongumine capable of producing a gene expression profile
inverse to the profile induced by the FOXO repressor TRIB2. Accordingly, Harmine and
Piperlongumine induced FOXO-GFP nuclear localization and affected the transcription of FOXO
target genes (p21, p27 and PUMA). Piperlongumine modulates FOXO activation through Akt. We
also tested 32 microalgae (Algl-Algl8) and haloarchaea (Alg19-Alg32) extracts and 3 peptides
(Pepl, Pep2, Pep3) for their capacity to induce FOXO-GFP nuclear localization. Ten extracts and
one peptide were identified to induce the nuclear accumulation of FOXO. Finally, we analyzed
known drugs with known activity and effects: three mTOR inhibitors - Rapamycin, Torin 1 and
CID613034- and a MEK1 and MEK?2 inhibitor -Trametinib and found that Torin 1 induces FOXO-

GFP nuclear localization.

Keywords: human cancer; human ageing; FOXO inactivation; pharmacological manipulation;

aberrant subcellular localization; nucleocytoplasmic transport of protein
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amostras de concentracdo desconhecida foram preparadas em duplicado. Este processo foi
necessario para determinar a concentracao das proteinas e a quantidade de amostra a ser carregada

NO gel de POHACTHIAMITAL .....c.veeiiii bbb 45
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Figura IV.13- Representacdo esquematica da separacgdo de proteinas em SDS-PAGE. O gel é
composto por duas fases, o stacking gel e o running gel. As proteinas desnaturadas séo carregadas
no gel e quando a corrente elétrica é aplicada comecam a corrida em direcdo ao polo positivo.
Inicialmente ficam concentradas devido ao stacking gel e quando chegam ao running gel séo
separadas de acordo com o seu peso molecular. As proteinas de menor peso molecular migram
mais facilmente através da rede formada pela poliacrilamida enquanto que as de maior peso
molecular migram menos. Adaptado de Bio-Rad. A Guide to Polyacrylamide Gel Electrophoresis
and  Detection.  https://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/Isr/literature/Bulletin_6040.pdf.
ACESSO €M: 15.05.19 [000 eeeeeeeeeeeeeeeeeeeereetrernrtneetenennaeas 47

Figura 1V.14-Representacdo esquematica da transferéncia pelo método sanduiche. No
western blot, as proteinas separadas no gel sao transferidas para uma membrana e existem diversos
métodos de transferéncia. No método da sanduiche, a transferéncia ocorre com o material indicado
(esponja, dois papéis de filtro, gel, membrana, dois papéis de filtro e esponja). Para isto, é aplicada

uma corrente elétrica e as proteinas migram na direcdo do catodo (polo positivo), paraa membrana.

Figura IV.15- Representacdo esquematica do processo de RT-qPCR. Nesta técnica, uma
amostra de ARN é convertida em cADN de cadeia simples pela enzima transcriptase reversa. O

cADN sintetizado € amplificado, posteriormente, por g°PCR. Adaptado de ThermoFisher Scientific.

Figura V.16-Esquema representativo do funcionamento do cMAP. A ferramenta
bioinformética contém perfis de expressdo de diferentes genes obtidos por experiéncias com 170

compostos a mesma concentragdo e tempo de incubagdo em 4 linhas celulares distintas............. 58

Figura V.17- Harmina induz a localizagdo de FOXO-GFP nuclear. As células U20S FOXO,
tratadas com diferentes concentragdes de Harmina (50 nM, 500 nM, 1M, 16 puM e 50 puM) durante

1 hora, foram quantificadas para obter a percentagem de células com FOXO localizado no ntcleo.
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A Leptomicina B foi utilizada como controlo positivo da localizagdo nuclear de FOXO-GFP. O
etanol e 0 DMSO foram utilizados como controlos negativos. A localizagdo de FOXO-GFP foi
analisada atraves de microscopia fluorescente e quantificacdo automatica com recurso ao programa
Definiens Developer 2.5. Apenas a percentagem de células com localizagéo nuclear de FOXO-GFP
é apresentada. Os dados estdo expressos através da média de trés experiéncias independentes +
SEM. Os P-values significativos sdo apresentados sob**P<0.01; Ns= Nao significativo; e foram

obtidos atraves de Dunnett's multiple test COMPAriSON. .........ccoviiiiiiiiiiinire e 59

Figura V.18- O efeito de Harmina na localizagio nuclear de FOXO-GFP diminui com o
aumento do tempo de incubacdo. As células U20S FOXO, tratadas com Harmina a 16 uM
durante (A) 1h; (B) 6h; (C) 12h e (D) 24h foram quantificadas para obter a percentagem de células
com FOXO localizado no nucleo. (E) representa os diferentes tempos de incubagdo das células
U20S FOXO com Harmina a 16 uM no mesmo gréfico. A Leptomicina B foi utilizada como
controlo positivo da localizacao nuclear de FOXO-GFP. O etanol e 0o DMSO foram utilizados como
controlos negativos. A localizacdo de FOXO-GFP foi analisada através de microscopia
fluorescente e quantificacdo automatica com recurso ao programa Definiens Developer 2.5.
Apenas a percentagem de células com localizacdo nuclear de FOXO-GFP é apresentada. Os dados
estdo expressos através da média de trés experiéncias independentes + SEM. Os P-values
significativos sdo apresentados sob *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; Ns= Ndo significativo; e

foram obtidos atraves de Dunnett's multiple test COMPArisoN...........ccocooeveiiireinc i, 61

Figura V.19- Piperlongumina induz a localiza¢do de FOXO-GFP no nucleo. As céelulas U20S
FOXO, tratadas com Piperlongumina a diferentes concentragdes (50 nM, 500 nM, 1uM, 13 uM e
50 uM) durante (A) 1h; (B) 6h; (C) 12h e (D) 24h foram quantificadas para obter a percentagem
de células com FOXO localizado no ndcleo. (E) representa os diferentes tempos de incubacdo das
células U20S FOXO com Piperlongumina a diferentes concentracdes e tempos de incubacao no
mesmo grafico. O A Leptomicina B foi utilizada como controlo positivo da localiza¢do nuclear de
FOXO-GFP. O etanol e o DMSO foram utilizados como controlos negativos. A localizacdo de
FOXO-GFP foi analisada atraves de microscopia fluorescente e quantificagdo automética com

recurso ao programa Definiens Developer 2.5. Apenas a percentagem de celulas com localizagao
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nuclear de FOXO-GFP é apresentada. Os dados estdo expressos através da média de trés
experiéncias independentes + SEM. Os P-values significativos sdo apresentados sob *P<0.05;
**p<0.01; ***P<0.001; ****P<0.0001; Ns= N&o significativo; e foram obtidos através de

Dunnett's multiple teSt COMPATISON. ......ccuviiiiie e sre e enes 63

Figura V.20- FOXO-GFP esta distribuido uniformemente em células sem tratamento e
localizado no ndcleo em células tratadas com Leptomicina B. As células U20S FOXO foram
tratadas com DMSO, Leptomicina B e Etanol durante 1h. A Leptomicina B foi utilizada como
controlo positivo da localizacao nuclear de FOXO-GFP. O etanol e 0o DMSO foram utilizados como
controlos negativos. O GFP (verde) representa a localizagdo subcelular de FOXO. DAPI (azul)
representa o nucleo das células. Merge representa a sobreposicao de GFP e DAPI. A observacao e
aquisicdo de imagem foi realizada através da objetiva 40X do Microscépio trinocular Vertical de
Fluorescéncia Motorizado Axiolmager Z2 com camara fotografica (AxioCamHR3) acoplada ao
sistema de analise de imagem AxioVision 4.8.2. A analise de imagens foi realizada no programa

de anélise de imagem Image J 1.52, acoplado & extensao Fiji. .........ccccooerevnininnicieneinc e 65

Figura V.21- FOXO-GFP esta localizado no nucleo de células tratadas com Harmina e
Piperlongumina. As células U20S FOXO foram tratadas com Harmina e Piperlongumina. O GFP
(verde) representa a localizacao subcelular de FOXO. DAPI (azul) representa o nlcleo das células.
Merge representa a sobreposicdo de GFP e DAPI. A observacdo e aquisicdo de imagem foi
realizada através da objetiva 40X do Microscopio trinocular Vertical de Fluorescéncia Motorizado
Axiolmager Z2 com camara fotografica (AxioCamHR3) acoplada ao sistema de analise de imagem
AxioVision 4.8.2. A andlise de imagens foi realizada no programa de analise de imagem Image J

1.52, acoplado @ EXIENSAOD FIJi. .ocveiviiiiiiieiiieie e 66

Figura V.22- As células U20S PARENTAL sem tratamento ndo apresentam fluorescéncia.
As ceélulas U20S PARENTAL foram tratadas com DMSO que foi utilizado como controlo
negativo. O GFP (verde) representa a localizagéo subcelular de FOXO. DAPI (azul) representa o
nacleo das células. Merge representa a sobreposicdo de GFP e DAPI. A observacgéo e aquisicao de

imagem foi realizada atraves da objetiva 40X do Microscopio trinocular Vertical de Fluorescéncia
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Motorizado Axiolmager Z2 com camara fotografica (AxioCamHR3) acoplada ao sistema de
andlise de imagem AxioVision 4.8.2. A analise de imagens foi realizada no programa de analise de

imagem Image J 1.52, acoplado @ eXteNSE0 Fiji........ccccveieiiiiiieeiiiieseece e 67

Figura V.23- As células U20S PARENTAL tratadas com Harmina e Piperlongumina néo
apresentam fluorescéncia. As células U20S PARENTAL foram tratadas com DMSO Harmina e
Piperlongumina. O GFP (verde) representa a localizacdo subcelular de FOXO. DAPI (azul)
representa o ndcleo das células. Merge representa a sobreposicdo de GFP e DAPI. A observacéo e
aquisicdo de imagem foi realizada através da objetiva 40X do Microscépio trinocular Vertical de
Fluorescéncia Motorizado Axiolmager Z2 com camara fotogréfica (AxioCamHR3) acoplada ao
sistema de analise de imagem AxioVision 4.8.2. A andlise de imagens foi realizada no programa

de anélise de imagem Image J 1.52, acoplado a extensao Fiji. ........ccccccceivveiiiieiiieie s 68

Figura V.24-NES esta localizado no citoplasma em células sem tratamento e localizado no
nacleo em células tratadas com Leptomicina B. As células U20S NES foram tratadas com
DMSO, Leptomicina B e Etanol durante 1h. A Leptomicina B foi utilizada como controlo positivo
da localizagdo nuclear de NES-GFP. O etanol e o DMSO foram utilizados como controlos
negativos. O GFP (verde) representa a localizacdo subcelular de NES. DAPI (azul) representa o
nucleo das células. Merge representa a sobreposicao de GFP e DAPI. A observacao e aquisicdo de
imagem foi realizada através da objetiva 40X do Microscopio trinocular Vertical de Fluorescéncia
Motorizado Axiolmager Z2 com camara fotografica (AxioCamHR3) acoplada ao sistema de
analise de imagem AxioVision 4.8.2. A analise de imagens foi realizada no programa de analise de

imagem Image J 1.52, acoplado @ eXteNSA0 Fiji........ccccvveiiiiiiiciiiiece e 69

Figura V.25- NES-GFP esta localizado no citoplasma de células tratadas com Harmina e
Piperlongumina. As células U20S NES foram tratadas com Harmina e Piperlongumina. O GFP
(verde) representa a localizagéo subcelular de NES. DAPI (azul) representa o nucleo das células.
Merge representa a sobreposicdo de GFP e DAPI. A observacdo e aquisicdo de imagem foi
realizada através da objetiva 40X do Microscépio trinocular Vertical de Fluorescéncia Motorizado

Axiolmager Z2 com camara fotografica (AxioCamHR3) acoplada ao sistema de analise de imagem
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AxioVision 4.8.2. A andlise de imagens foi realizada no programa de analise de imagem Image J
1.52, aCOPlado @ EXENSAOD Fji. ...eiueiveiiiiiiieiiiie ettt 70

Figura V.26- Harmina e Piperlongumina afetam a transcricdo de genes-alvo de FOXO. A
analise foi obtida através de células U20S PARENTAL tratadas com Harmina a 16 pM e
Piperlongumina a 13 puM durante 6h. A Os niveis de expressdo do mARN de trés genes-alvo de
FOXO foram avaliados, nomeadamente o A) p21; B) p27 e C) PUMA, através da realizacdo de
RT-gPCR e a expressao genica € apresentada sob a forma de fold change. O DMSO foi utilizado
como controlo negativo. As andlises estatisticas foram obtidas com recurso ao programa Bio-Rad
CFX Manager 3.0. O GAPDH foi utilizado como gene housekeeping. Os dados estédo expressos
através da média de trés experiéncias independentes + SEM. Os P-values significativos sdo
apresentados sob *P<0.05; **P<0.01; Ns= Nao significativo; e foram obtidos através de Dunnett's

MUItIPIE tESt COMPATISON. ...viiiiiiiicie ettt e s b e e be e e s aeesteeneesreenneens 72

Figura V.27- Niveis de p-FOXO3a aumentam em células que sobre-expressam FOXO-GFP
tratadas com Piperlongumina. A andlise foi obtida através da realizagéo de western blot a células
U20S FOXO tratadas com A) Harmina a 16 uM e B) Piperlongumina a 13 uM durante diferentes
tempos de incubacédo (1h, 12h, 24h e 48h). O DMSO foi utilizado como controlo negativo e esta
representado por D. Harmina esta representada por H e Piperlongumina por P. A percentagem de
todos os running géis foi de 10%. Foi carregado 25 a 30 pL de lisado de proteina total e 3 pL do
marcador NZY Blue Protein Marker, por poco. Os niveis de fosforilagdo de FOXO foram detetados
através de um anticorpo especifico anti-FOXO fosforilado (p-FOXO3a S253). Os niveis de
fosforilagdo de Akt foram detetados através de um anticorpo especifico anti-Akt fosforilado (p-Akt
S473). FOXO03a TOTAL e Akt TOTAL foram utilizados como controlos da quantidade de
proteina. GAPDH foi utilizado como controlo de loading. O sinal foi detetado através do Sistema
de imagem ChemiDocTM XRS+ System (Bio-Rad, EUA), acoplado ao programa Image Lab 4.0

para analise € deteGa0 A8 IMAGENS. .....eiuiiieieierie ettt e e bbb ne e e enes 75

Figura V.28- Quantificacdo manual de FOXO-GFP nuclear em células tratadas com extratos

de microalgas. As células U20S FOXO, tratadas com diferentes extratos de microalgas (Alg5,
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Alg10, Algl1, Alg12, Algl6 e Algl7) durante 1h foram quantificadas para obter a percentagem de
células com FOXO localizado no nucleo. A Leptomicina B foi utilizada como controlo positivo da
localizacdo nuclear de FOXO-GFP. O etanol e o DMSO foram utilizados como controlos
negativos. A localizacdo de FOXO-GFP foi analisada através de microscopia fluorescente e
quantificacdo manual de 250 células individuais. Apenas a percentagem de células com localizacéo
nuclear de FOXO-GFP € aPreSENtata. ........cuivirieiriirieieisiesieesie et 77

Figura V.29- FOXO-GFP esta distribuido uniformemente em células sem tratamento e
localizado no nucleo em células tratadas com Leptomicina B. As células U20S FOXO foram
tratadas com DMSO, Leptomicina B e Etanol durante 1h. A Leptomicina B foi utilizada como
controlo positivo da localizagdo nuclear de FOXO-GFP. O etanol e o DMSO foram utilizados como
controlos negativos. O GFP (verde) representa a localizacdo subcelular de FOXO. DAPI (azul)
representa o ndcleo das células. Merge representa a sobreposicdo de GFP e DAPI. A observacéo e
aquisicdo de imagem foi realizada através da objetiva 40X do Microscépio trinocular Vertical de
Fluorescéncia Motorizado Axiolmager Z2 com camara fotografica (AxioCamHR3) acoplada ao
sistema de analise de imagem AxioVision 4.8.2. A andlise de imagens foi realizada no programa

de anélise de imagem Image J 1.52, acoplado a extensao Fiji. ........cccccccevieeviiiciieiiiic e 78

Figura V.30- FOXO-GFP esta localizado no nacleo de células tratadas com os extratos de
microalgas Alg5, Algll e Algl2. As células U20S FOXO foram tratadas com os extratos de
microalgas Alg5, Algll e Alg12 durante 1h. O GFP (verde) representa a localizagéo subcelular de
FOXO. DAPI (azul) representa o nucleo das células. Merge representa a sobreposi¢do de GFP e
DAPI. A observagdo e aquisicdo de imagem foi realizada através da objetiva 40X do Microscopio
trinocular Vertical de Fluorescéncia Motorizado Axiolmager Z2 com camara fotografica
(AxioCamHR3) acoplada ao sistema de analise de imagem AxioVision 4.8.2. A analise de imagens

foi realizada no programa de analise de imagem Image J 1.52, acoplado a extensdo Fiji............. 79

Figura V.31- FOXO-GFP esta localizado no nucleo e no citoplasma de células tratadas com
os extratos de microalgas Alg10, Algl6 e Algl7. As células U20S FOXO foram tratadas com os
extratos de microalgas Alg10, Alg16 e Algl7 durante 1h. O GFP (verde) representa a localizagao
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subcelular de FOXO. DAPI (azul) representa o ntcleo das células. Merge representa a sobreposicao
de GFP e DAPI. A observacao e aquisicdo de imagem foi realizada através da objetiva 40X do
Microscopio trinocular Vertical de Fluorescéncia Motorizado Axiolmager Z2 com camara
fotografica (AxioCamHR3) acoplada ao sistema de analise de imagem AxioVision 4.8.2. A analise

de imagens foi realizada no programa de anélise de imagem Image J 1.52, acoplado a extensdo Fiji.

Figura V.32- Comparacao da quantificacdo manual e automatica de FOXO-GFP nuclear em
células tratadas com extratos de microalgas. As células U20S FOXO, tratadas com diferentes
extratos de microalgas (Alg5, Algl0, Algll, Algl2, Alglé e Algl7) durante 1h foram
quantificadas para obter a percentagem de células com FOXO localizado no nlcleo. A Leptomicina
B foi utilizada como controlo positivo da localizagdo nuclear de FOXO-GFP. O etanol e o DMSO
foram utilizados como controlos negativos. A localizacdo de FOXO-GFP foi analisada através de
microscopia fluorescente e quantificacdo manual de 250 células individuais. A localizacdo de
FOXO-GFP foi analisada através de microscopia fluorescente e quantificagdo automética com
recurso ao programa Definiens Developer 2.5 (cinzento). Apenas a percentagem de células com

localizacdo nuclear de FOXO-GFP € apreSentada. ..........ccocvvevuverieiieieeiie e 81

Figura V.33- Os extratos de microalgas Alg5, Algll e Algl2 ndo induzem a localizacéo
nuclear de FOXO-GFP. As celulas U20S FOXO, tratadas com diferentes concentragdes (0.1
ng/uL; 1 ng/uL; 10 ng/uL; 100 ng/uL e 1000 ng/uL) dos extratos de microalgas (A) Alg5; (B)
Algl1; (C) Alg12; durante 1h foram quantificadas para obter a percentagem de células com FOXO
localizado no nucleo. A Leptomicina B foi utilizada como controlo positivo da localizagdo nuclear
de FOXO-GFP. O etanol e 0 DMSO foram utilizados como controlos negativos. A localizagédo de
FOXO-GFP foi analisada através de microscopia fluorescente e quantificagdo automatica com
recurso ao programa Definiens Developer 2.5. Apenas a percentagem de células com localizacdo
nuclear de FOXO-GFP é apresentada. Os dados estdo expressos através da média de duas
experiéncias independentes + SEM. Os P-values significativos sdo apresentados sob *P<0.05;
**P<0.01; Ns= N&o significativo; e foram obtidos através de Dunnett's multiple test comparison.
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Figura V.34- A fracdo F4 de Algll induz a localizagdo nuclear de FOXO-GFP. As células
U20S FOXO, tratadas com diferentes fracdes (F1, F2, F3 e F4) do extrato de microalga Algll
(F5) durante 1h foram quantificadas para obter a percentagem de células com FOXO localizado no
nucleo. A Leptomicina B foi utilizada como controlo positivo da localizacdo nuclear de FOXO-
GFP. O etanol e 0o DMSO foram utilizados como controlos negativos. A localizagdo de FOXO-
GFP foi analisada através de microscopia fluorescente e quantificacdo automatica com recurso
ao programa Definiens Developer 2.5. Apenas a percentagem de células com localizacdo nuclear
de FOXO-GFP € @PreSENTAGA. .......cveiveeiieieiieeitecie st see st s et e e beete s e staesteeneesneeaesnnenreas 85

Figura V.35- Os extratos de microalgas Algl4 e Algl6 induzem a localizacdo de FOXO-GFP
no nucleo. As células U20S FOXO, tratadas com diferentes extratos de microalgas, de
Haloarqueas e extratos proteicos, pigmentares e celulares destes mesmos microrganismos (Algl-
Alg-32) durante 1h foram quantificadas para obter a percentagem de células com FOXO localizado
no nucleo. A Leptomicina B foi utilizada como controlo positivo da localizacdo nuclear de FOXO-
GFP. O etanol e 0 DMSO foram utilizados como controlos negativos. A localizagdo de FOXO-
GFP foi analisada através de microscopia fluorescente e quantificagdo automatica com recurso ao
programa Definiens Developer 2.5. Apenas a percentagem de células com localizacdo nuclear de
FOXO-GFP € aPreSENTATa. ......ccveevieiieiticiie ettt te et ae e sre e saeennesreenne e 87

Figura V.36- FOXO-GFP est& localizado no nucleo de células tratadas com os extratos de
microalgas Alg3, Alg7 e Alg10 e Algl4. As células U20S FOXO foram tratadas com os extratos
de microalgas Alg3, Alg7 e Algl10 e Algl4 durante 1h. O GFP (verde) representa a localizacéo
subcelular de FOXO. DAPI (azul) representa o ntcleo das células. Merge representa a sobreposicao
de GFP e DAPI. A observacao e aquisicdo de imagem foi realizada através da objetiva 40X do
Microscopio trinocular Vertical de Fluorescéncia Motorizado Axiolmager Z2 com camara
fotografica (AxioCamHR3) acoplada ao sistema de analise de imagem AxioVision 4.8.2. A analise

de imagens foi realizada no programa de analise de imagem Image J 1.52, acoplado a extensdo Fiji.
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Figura V.37- FOXO-GFP esta localizado no nucleo de células tratadas com os extratos de
microalgas Algl5, Algl6 e Algl7 e Algl8. As células U20S FOXO foram tratadas com o0s
extratos de microalgas Algl5, Algl6 e Algl7 e Algl8 durante 1h. O GFP (verde) representa a
localizacdo subcelular de FOXO. DAPI (azul) representa o nucleo das células. Merge representa a
sobreposicao de GFP e DAPI. A observagdo e aquisi¢do de imagem foi realizada através da objetiva
40X do Microscopio trinocular Vertical de Fluorescéncia Motorizado Axiolmager Z2 com camara
fotografica (AxioCamHR3) acoplada ao sistema de analise de imagem AxioVision 4.8.2. A analise

de imagens foi realizada no programa de analise de imagem Image J 1.52, acoplado a extensao Fiji.

Figura V.38- As células U20S PARENTAL tratadas com os extratos de microalgas Algl4 e
Algl6 ndo apresentam fluorescéncia. As células U20S PARENTAL foram tratadas com os
extratos de microalgas Algl4 e Algl16.0 GFP (verde) representa a localizacdo subcelular de FOXO.
DAPI (azul) representa o nucleo das células. Merge representa a sobreposicdo de GFP e DAPI. A
observacdo e aquisicdo de imagem foi realizada através da objetiva 40X do Microscépio trinocular
Vertical de Fluorescéncia Motorizado Axiolmager Z2 com camara fotogréafica (AxioCamHR3)
acoplada ao sistema de analise de imagem AxioVision 4.8.2. A analise de imagens foi realizada no

programa de analise de imagem Image J 1.52, acoplado a extensao Fiji........c.cccccccevvievieinciinennenn, 90

Figura V.39- Fucoxantina ndo induz a localizagdo de FOXO-GFP no nucleo. As células U20S
FOXO, tratadas com fucoxantina durante 1h foram quantificadas para obter a percentagem de
células com FOXO localizado no nucleo. A Leptomicina B foi utilizada como controlo positivo da
localizagdo nuclear de FOXO-GFP. O etanol e o DMSO foram utilizados como controlos
negativos. A localizagdo de FOXO-GFP foi analisada através de microscopia fluorescente e
quantificacdo automatica com recurso ao programa Definiens Developer 2.5. Apenas a
percentagem de células com localizacdo nuclear de FOXO-GFP ¢é apresentada. Os P-values séo
apresentados sob Ns= Nao significativo. Os dados estdo expressos através da média de trés

experiéncias iNAdePendentes £ SEM ..o 92

XXX



Figura V.40- FOXO-GFP esta localizado no nucleo e no citoplasma de células tratadas com
fucoxantina. As células U20S FOXO foram tratadas com fucoxantina durante 1h. O GFP (verde)
representa a localizacdo subcelular de FOXO. DAPI (azul) representa o nucleo das células. Merge
representa a sobreposicdo de GFP e DAPI. A observacdo e aquisicdo de imagem foi realizada
através da objetiva 40X do Microscopio trinocular Vertical de Fluorescéncia Motorizado
Axiolmager Z2 com camara fotogréafica (AxioCamHR3) acoplada ao sistema de analise de imagem
AxioVision 4.8.2. A andlise de imagens foi realizada no programa de analise de imagem Image J
1.52, acoplado & eXENSAO FIJi. ....ccveiiiiieiieii ettt reenne e 93
Figura V.41- NES-GFP est4 localizado no citoplasma de células tratadas com os extratos de
microalgas Algl4 e Algl6. As células U20S NES foram tratadas com os extratos de microalgas
Algl4 e Alg16 durante 1h. O GFP (verde) representa a localizacdo subcelular de NES. DAPI (azul)
representa o ndcleo das células. Merge representa a sobreposicdo de GFP e DAPI. A observacdo e
aquisicdo de imagem foi realizada através da objetiva 40X do Microscopio trinocular Vertical de
Fluorescéncia Motorizado Axiolmager Z2 com camara fotografica (AxioCamHR3) acoplada ao
sistema de analise de imagem AxioVision 4.8.2. A analise de imagens foi realizada no programa

de anélise de imagem Image J 1.52, acoplado a extensao Fiji. ........cccccceiiveiiiieiiieie s 94

Figura V.42- Quantificacdo da localizacdo de FOXO-GFP em células tratadas com trés
péptidos. As células U20S FOXO, tratadas com os péptidos Pepl, Pep2 e Pep3 foram
quantificadas para obter a percentagem de células com FOXO localizado no ndcleo. A Leptomicina
B foi utilizada como controlo positivo da localizacdo nuclear de FOXO-GFP. O etanol e o DMSO
foram utilizados como controlos negativos. A localizacdo de FOXO-GFP foi analisada através de
microscopia fluorescente e quantificacdo automatica com recurso ao programa Definiens
Developer 2.5. Apenas a percentagem de células com localizacdo nuclear de FOXO-GFP é
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Figura V.43- FOXO-GFP esta localizado no nucleo e no citoplasma de células tratadas com
0s péptidos Pepl, Pep2 e Pep3. As celulas U20S FOXO foram tratadas com os péptidos Pepl,
Pep2 e Pep3 durante 1h. O GFP (verde) representa a localizagdo subcelular de FOXO. DAPI (azul)

representa o nucleo das células. Merge representa a sobreposicdo de GFP e DAPI. A observacdo e
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aquisicdo de imagem foi realizada através da objetiva 40X do Microscopio trinocular Vertical de
Fluorescéncia Motorizado Axiolmager Z2 com camara fotogréfica (AxioCamHR3) acoplada ao
sistema de analise de imagem AxioVision 4.8.2. A analise de imagens foi realizada no programa

de anélise de imagem Image J 1.52, acoplado a eXtensao Fiji. ........ccccccevieeriiieiiieneiiie e 96

Figura V.44- Torin 1 induz a localizacdo de FOXO-GFP no nucleo. As células U20S FOXO,
tratadas com diferentes concentracfes (0.1 nM, 1 nM, 10 nM e 100 nM) de trés inibidores de mTOR
(A) Rapamicina; (B) Torin 1 e (C) CID63034 durante 1h foram quantificadas para obter a
percentagem de células com FOXO localizado no nucleo. O A Leptomicina B foi utilizada como
controlo positivo da localiza¢do nuclear de FOXO-GFP. O etanol e o DMSO foram utilizados como
controlos negativos. A localizacdo de FOXO-GFP foi analisada através de microscopia
fluorescente e quantificacdo automatica com recurso ao programa Definiens Developer 2.5. Apenas
a percentagem de células com localizacdo nuclear de FOXO-GFP é apresentada. Os dados estéo
expressos através da media de trés experiéncias independentes £ SEM. Os P-values significativos
séo apresentados sob *P<0.05; **P<0.01; ****P<0.000; Ns= Nao significativo; e foram obtidos

através de Dunnett's multiple teSt COMPATISON. .......coiiiriiiiiieeeee e 98

Figura V.45- FOXO-GFP esta localizado no nucleo de células tratadas com Torin 1. As células
U20S FOXO foram tratadas com trés inibidores de mTOR: Rapamicina, Torin 1 e CID613034. O
GFP (verde) representa a localizacdo subcelular de FOXO. DAPI (azul) representa o ndcleo das
celulas. Merge representa a sobreposi¢do de GFP e DAPI. A observacéo e aquisicdo de imagem
foi realizada através da objetiva 40X do Microscopio trinocular Vertical de Fluorescéncia
Motorizado Axiolmager Z2 com camara fotografica (AxioCamHR3) acoplada ao sistema de
analise de imagem AxioVision 4.8.2. A analise de imagens foi realizada no programa de analise de
imagem Image J 1.52, acoplado & extensdo Fiji. ..., 100

Figura V.46- As células U20S PARENTAL tratadas com Torin 1 ndo apresentam
fluorescéncia. As células U20S PARENTAL foram tratadas com Torin 1.0 GFP (verde)
representa a localizacéo subcelular de FOXO. DAPI (azul) representa o nucleo das células. Merge

representa a sobreposicdo de GFP e DAPI. A observacdo e aquisicdo de imagem foi realizada
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através da objetiva 40X do Microscopio trinocular Vertical de Fluorescéncia Motorizado
Axiolmager Z2 com camara fotografica (AxioCamHR3) acoplada ao sistema de analise de imagem
AxioVision 4.8.2. A andlise de imagens foi realizada no programa de analise de imagem Image J

1.52, acoplado & eXENSAO FIJi. ....ccveiieieiieii ettt re e ens 101

Figura V.47- NES-GFP estéa localizado no citoplasma de células tratadas com Torin 1. As
células U20S NES foram tratadas com Torin 1. O GFP (verde) representa a localizagdo subcelular
de NES. DAPI (azul) representa o nucleo das células. Merge representa a sobreposicdo de GFP e
DAPI. A observacao e aquisicdo de imagem foi realizada através da objetiva 40X do Microscopio
trinocular Vertical de Fluorescéncia Motorizado Axiolmager Z2 com cémara fotografica
(AxioCamHR3) acoplada ao sistema de andlise de imagem AxioVision 4.8.2. A analise de imagens

foi realizada no programa de analise de imagem Image J 1.52, acoplado a extensdo Fiji........... 101

Figura V.48- Trametinib nédo induz a localiza¢do de FOXO-GFP no nucleo. As células U20S
FOXO, tratadas com diferentes concentra¢fes (10 nM,100 nM e 1000 nM) de Trametinib a (A) 1h;
(B) 6h; (C) 12h e (D) 24h durante 1h foram quantificadas para obter a percentagem de células com
FOXO localizado no nucleo. O A Leptomicina B foi utilizada como controlo positivo da
localizacdo nuclear de FOXO-GFP. O etanol e o DMSO foram utilizados como controlos
negativos. A localizacdo de FOXO-GFP foi analisada através de microscopia fluorescente e
quantificacdo automatica com recurso ao programa Definiens Developer 2.5. Apenas a
percentagem de células com localizacdo nuclear de FOXO-GFP é apresentada. Os dados estdo
expressos através da media de trés experiéncias independentes £ SEM. Os P-values significativos
sdo apresentados sob *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.0001; e foram obtidos através de

Dunnett's multiple teSt COMPAIISON. ......cviiiiiiiiiiitiiieee e 103

Figura V.49- FOXO-GFP esta localizado no nucleo e no citoplasma de células tratadas com
Trametinib. As células U20S FOXO foram tratadas com Trametinib. O GFP (verde) representa a
localizacdo subcelular de FOXO. DAPI (azul) representa o nucleo das células. Merge representa a
sobreposicao de GFP e DAPI. A observagdo e aquisi¢do de imagem foi realizada através da objetiva

40X do Microscopio trinocular Vertical de Fluorescéncia Motorizado Axiolmager Z2 com camara
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fotogréfica (AxioCamHR3) acoplada ao sistema de anélise de imagem AxioVision 4.8.2. A anélise
de imagens foi realizada no programa de anélise de imagem Image J 1.52, acoplado a extensao Fiji.

Figura X.1. - FOXO-GFP esta localizado no nucleo e no citoplasma de células tratadas com
os extratos de microalgas Algl, Alg2, Alg4 e Alg5. As células U20S FOXO foram tratadas
com os extratos de microalgas Algl, Alg2, Alg4 e Alg5 durante 1h. O GFP (verde) representa a
localizacdo subcelular de FOXO. DAPI (azul) representa o nucleo das células. Merge representa a
sobreposicdo de GFP e DAPI. A observacéo e aquisi¢do de imagem foi realizada através da objetiva
40X do Microscopio trinocular Vertical de Fluorescéncia Motorizado Axiolmager Z2 com camara
fotografica (AxioCamHR3) acoplada ao sistema de anélise de imagem AxioVision 4.8.2. A anélise

de imagens foi realizada no programa de andlise de imagem Image J 1.52, acoplado a extensdo

Figura X.2. FOXO-GFP esta localizado no nucleo e no citoplasma de células tratadas com os
extratos de microalgas Alg6, Alg8 e Alg9 e Algll. As células U20S FOXO foram tratadas com
o0s extratos de microalgas Alg6, Alg8 e Alg9 e Alglldurante 1h. O GFP (verde) representa a
localizacdo subcelular de FOXO. DAPI (azul) representa o nucleo das células. Merge representa a
sobreposicdo de GFP e DAPI. A observacdo e aquisi¢do de imagem foi realizada através da objetiva
40X do Microscépio trinocular Vertical de Fluorescéncia Motorizado Axiolmager Z2 com camara
fotografica (AxioCamHR3) acoplada ao sistema de anélise de imagem AxioVision 4.8.2. A andlise
de imagens foi realizada no programa de analise de imagem Image J 1.52, acoplado a extensao Fiji.

Figura X.3. FOXO-GFP esta localizado no nucleo e no citoplasma de células tratadas com os
extratos de microalgas Algl2, Algl3 e extratos de Haloarqueas Algl9 e Alg20. As células
U20S FOXO foram tratadas com os extratos de microalgas Algl2, Algl3 e com os extratos de
Haloarqueas Algl9 e Alg20. durante 1h. O GFP (verde) representa a localizacdo subcelular de
FOXO. DAPI (azul) representa o nucleo das células. Merge representa a sobreposicédo de GFP e
DAPI. A observagdo e aquisicdo de imagem foi realizada através da objetiva 40X do Microscopio
trinocular Vertical de Fluorescéncia Motorizado Axiolmager Z2 com camara fotogréfica

(AxioCamHR3) acoplada ao sistema de analise de imagem AxioVision 4.8.2. A analise de imagens
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foi realizada no programa de andlise de imagem Image J 1.52, acoplado a extensdo Fiji.

Figura X.4. FOXO-GFP est4 localizado no nucleo e no citoplasma de células tratadas com os
extratos de Haloarqueas Alg21, Alg22 e Alg24. As células U20S FOXO foram tratadas com os
extratos de Haloarqueas Alg21, Alg22 e Alg24 durante 1h. O GFP (verde) representa a localizagédo
subcelular de FOXO. DAPI (azul) representa o ntcleo das células. Merge representa a sobreposicao
de GFP e DAPI. A observacao e aquisicdo de imagem foi realizada através da objetiva 40X do
Microscopio trinocular Vertical de Fluorescéncia Motorizado Axiolmager Z2 com camara
fotografica (AxioCamHR3) acoplada ao sistema de analise de imagem AxioVision 4.8.2. A analise

de imagens foi realizada no programa de analise de imagem Image J 1.52, acoplado a extensao Fiji.

Figura X.5. - FOXO-GFP esta localizado no nucleo e no citoplasma de células tratadas com
os extratos de Haloarqueas Alg25-Alg28 As células U20S FOXO foram tratadas com o0s
extratos de Haloarqueas Alg25-Alg28 durante 1h. O GFP (verde) representa a localizacdo
subcelular de FOXO. DAPI (azul) representa o nucleo das células. Merge representa a sobreposicédo
de GFP e DAPI. A observacao e aquisicdo de imagem foi realizada através da objetiva 40X do
Microscépio trinocular Vertical de Fluorescéncia Motorizado Axiolmager Z2 com camara
fotografica (AxioCamHR3) acoplada ao sistema de analise de imagem AxioVision 4.8.2. A analise

de imagens foi realizada no programa de analise de imagem Image J 1.52, acoplado a extensdo Fiji.

Figura X.6.- FOXO-GFP esta localizado no nucleo e no citoplasma de células tratadas com
os extratos de Haloarqueas Alg29- Alg32. As células U20S FOXO foram tratadas com o0s
extratos de Haloarqueas Alg29- Alg32 durante 1h. O GFP (verde) representa a localizacdo
subcelular de FOXO. DAPI (azul) representa o ntcleo das células. Merge representa a sobreposicao
de GFP e DAPI. A observacao e aquisicdo de imagem foi realizada através da objetiva 40X do
Microscopio trinocular Vertical de Fluorescéncia Motorizado Axiolmager Z2 com céamara
fotografica (AxioCamHR3) acoplada ao sistema de analise de imagem AxioVision 4.8.2. A analise

de imagens foi realizada no programa de analise de imagem Image J 1.52, acoplado a extensdo Fiji.
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Figura X.7. - As células U20S PARENTAL sem tratamento ndo apresentam fluorescéncia.
As células U20S PARENTAL foram tratadas com DMSO que foi utilizado como controlo
negativo. O GFP (verde) representa a localizagdo subcelular de FOXO. DAPI (azul) representa o
nucleo das células. Merge representa a sobreposicao de GFP e DAPI. A observacao e aquisicao de
imagem foi realizada através da objetiva 40X do Microscdpio trinocular Vertical de Fluorescéncia
Motorizado Axiolmager Z2 com camara fotografica (AxioCamHR3) acoplada ao sistema de
analise de imagem AxioVision 4.8.2. A analise de imagens foi realizada no programa de analise de

imagem Image J 1.52, acoplado a extensao Fiji.

Figura X.8 - As células U20S PARENTAL tratadas com os extratos de microalgas Alg5,
Algll e Alg12 nédo apresentam fluorescéncia. As células U20S PARENTAL foram tratadas com
os extratos de microalgas Alg5, Algll e Algl2. O GFP (verde) representa a localizacao subcelular
de FOXO. DAPI (azul) representa o nucleo das células. Merge representa a sobreposicao de GFP
e DAPI. A observacdo e aquisicdo de imagem foi realizada através da objetiva 40X do Microscopio
trinocular Vertical de Fluorescéncia Motorizado Axiolmager Z2 com cémara fotografica
(AxioCamHR3) acoplada ao sistema de andlise de imagem AxioVision 4.8.2. A anélise de imagens

foi realizada no programa de analise de imagem Image J 1.52, acoplado a extensdo Fiji.
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Descoberta de moduladores de FOXO para tratamentos anticancerigenos e antienvelhecimento

I. INTRODUCAO
I.1. CANCRO E ENVELHECIMENTO

I.1.1 Cancro

O cancro consiste na segunda causa de morte mundial e, segundo as Ultimas estatisticas
publicadas pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), € a causa de 9,6 milhGes de mortes em
todo o mundo em 2018 ™. Os dados anteriormente divulgados, em 2012, demonstravam que 0
cancro foi responsavel por 8,2 milhdes de mortes a nivel mundial &2,

As células sdo a unidade bésica estrutural dos seres vivos e, no seu conjunto, formam os
tecidos e 6rgdos de um organismo, cada um com uma funcdo especifica. Apds o processo de
formacdo dos tecidos e 6rgaos, existem células que mantém a capacidade de crescer e dividir, 0
que possibilita a regeneracdo de tecidos e reparacio de lesdes B-°1. Na divisdo celular ocorre a
replicacdo do Acido Desoxirribonucleico (ADN) pelo que este processo é altamente controlado e
regulado. Isto com vista a evitar erros na replicacdo do ADN e garantir o normal crescimento e
divisdo das células de um tecido. Quando ocorrem erros que ndo sao detetados e corrigidos durante
este processo, podem surgir mutac6es ativadoras ou inativadoras em genes que regulam o ciclo
celular, nomeadamente em proto-oncogenes e/ou em genes supressores de tumor. Os proto-
oncogenes sao genes que promovem o ciclo celular, enquanto os genes supressores de tumor
inibem o ciclo celular. Quando as células apresentam mutacGes que ndo sdo detetadas e/ou
corrigidas pelos sistemas de reparacdo celulares, crescem e proliferam descontroladamente.
Consequentemente, cada uma destas células pode transformar-se numa célula cancerigena e,
eventualmente, resultar na formagao de um tumor. Os tumores dividem-se em benignos e malignos.
Os tumores benignos sdo constituidos por células bem diferenciadas e crescem localmente no
tecido de origem. No entanto, os tumores malignos (cancro) possuem células pouco diferenciadas,
com capacidade de migrar e invadir os tecidos adjacentes e, eventualmente, metastizar em locais
distantes. No processo de metastizacdo, as células cancerigenas sdo transportadas através da
corrente sanguinea ou do sistema linfatico para 6rgaos distantes do tumor primario, onde podem
formar tumores secundarios e afetar a normal estrutura e funcéo do tecido onde se encontram ©-71,

A transformacédo de células normais em cancerigenas é denominada carcinogénese, um
processo complexo e progressivo que envolve varios passos 71, Assim, o cancro é um crescimento

e proliferacdo anormal de células e é definido como um conjunto de doengas, e ndo como uma
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doenca, dada a heterogeneidade intra e intertumoral que o definem 71, Ainda assim, Hanahan e
Weinberg descreveram a existéncia de caracteristicas que sdo adquiridas por todas as células com
fenotipo maligno. Estas caracteristicas sdo designadas por hallmarks do cancro e consistem na
sustentacdo da sinalizacao proliferativa, evasao aos supressores de crescimento, resisténcia a morte
celular, imortalidade replicativa, indugdo da angiogénese, ativacdo da invasdo e metastase,
mutacdes e instabilidade gendmica, inflamacéo promotora de tumor, reprogramacédo metabdlica e

evasdo a destruicdo pelo sistema imune (Figura 1.1) [,

EGFR Cyclin-dependent
inhibitors kinase inhibitors

Sustaining Evading
Aerobic glycolysis proliferative growth Immune activating
inhibitors signaling suppressors anti-CTLA4 mAb

Deregulating Avoiding
immune

destruction

Enabling Telomerase
replicative Inhibitors
immortality

Tumor-
promoting
inflammation

.

PARP Inducing Activating Selective anti-

inhibitors angiogenesis invasion & inflammatory drugs
metastasis

a o
Inhibitors of Inhibitors of
CVEGF signaling) ( HGF/c-Met )
Figura 1.1.- Representacdo esquematica das hallmarks do cancro. Para uma célula se tornar
cancerigena necessita de adquirir certas caracteristicas, nomeadamente sustentacdo da sinalizagédo
proliferativa, evasdo aos supressores de crescimento, resisténcia a morte celular, imortalidade
replicativa, inducdo da angiogénese, ativacdo da invasdo e metastase (hallmarks inicialmente
propostas em 2000), mutacdes e instabilidade gendmica, inflamacdo promotora de tumor

(hallmarks adicionadas em 2011), reprogramacgdo metabdlica e evasdo a destruicdo pelo sistema
imune. Adaptado de Hanahan D. and Weinberg R., “The Hallmarks of cancer”, Cell, 2011 [l
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1.1.2. Envelhecimento
Como referido anteriormente, apds a formagdo dos tecidos e 6rgdos, existem células que
mantém a capacidade de crescer e dividir e este processo é altamente controlado e regulado. As
células contém sistemas de controlo do ciclo celular, assim como sistemas de reparacao de erros

no ADN. Para além disso, quando os erros celulares s&o irreparaveis, as células entram em morte
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celular €1, Este controlo celular é extremamente importante uma vez que 0S 0rganismos
multicelulares séo expostos a fatores internos, como produtos metabdlicos, e externos, como dieta,
habitos, ambiente, que danificam as células. Assim, estes sistemas garantem o bom funcionamento
do organismo. No entanto, as células vao envelhecendo e a eficacia destes mecanismos vai
diminuindo gradualmente, o que resulta na acumulagio de erros celulares a diferentes niveis 5%
10].

O envelhecimento € um processo complexo e multifatorial que ocorre em todos o0s
organismos e resulta de uma deterioracdo progressiva dos processos metabdlicos e da integridade
fisiologica das células (% %1, A origem deste processo esta associada a nove mecanismos celulares
e moleculares comuns nos diferentes organismos, designados por hallmarks do envelhecimento e
que consistem na instabilidade genomica, no encurtamento dos teldmeros, nas alteracdes
epigenéticas, na perda da proteostase, na desregulacdo das vias de detecdo de nutrientes, na
disfuncdo mitocondrial, na senescéncia celular e na alteragdo da comunicacdo intercelular (Figura
1.2) 10121 Estes mecanismos sdo influenciados, por um lado, por fatores genéticos e, por outro

lado, por fatores ambientais.
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Figura l.1-Representacdo esquematica das hallmarks do envelhecimento. Existem mecanismos
celulares e moleculares que estdo associados ao envelhecimento, nomeadamente a instabilidade
gendmica, o encurtamento dos telomeros, as alteracbes epigenéticas, a perda da proteostase, a
desregulacédo das vias de detecdo de nutrientes, a disfuncdo mitocondrial, a senescéncia celular, e
a alteracdo da comunicagdo intercelular. Adaptado de Otin C., Blasco M., Partridge L., Serrano
M., and Kroemer G., “The Hallmarks of aging”, Cell, 2013 (1]

Os estudos realizados demonstraram que as nove hallmarks do envelhecimento ocorrem
simultaneamente no organismo e que apresentam uma relacéo de dependéncia. No entanto, ainda
n&o existe conhecimento relativamente a inter-relagéo existente entre os diferentes mecanismos, o

que é essencial para desenvolver estratégias que confiram proteg&o contra o envelhecimento [10-13],

1.1.3. Relagéo entre cancro e envelhecimento

Muitas celulas mantém a capacidade de divisdo apds o processo de formacéo dos tecidos e
Orgdos estar terminado, permitindo a regeneracdo de tecidos e reparacdo de lesdes. Em segundo
lugar, durante a vida de um ser humano, acontecem cerca de 10 divisdes celulares e, em cada uma

delas podem ocorrer erros que, se ndo forem reparados, resultam em mutagdes genéticas. As células
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envelhecem e, tal como explicado anteriormente, os mecanismos de reparagéo celular que impedem
o0 desenvolvimento de células com mutacdes, perdem a eficacia ao longo do tempo, pelo que o
nimero de erros nas células acumulados aumenta ™®°. Como consequéncia, o risco de
desenvolvimento de doengas como o cancro aumenta com o envelhecimento do organismo.

Neste sentido, o cancro € uma consequéncia colateral da capacidade de regeneracdo de
tecidos e reparacdo de lesdes que 0 organismo possui durante o seu tempo de vida. A prova disto é
que animais com ciclos de vida curtos que sao constituidos, quase exclusivamente, por células pos-
mitéticas, perdem a capacidade de divisdo celular apos o processo de formacao de 6rgdos e tecidos
terminar e tém uma baixa probabilidade de desenvolver cancro. E o caso do nematddeo
Caenorhabditis elegans (C. elegans) que apresenta 959 células pos-mitoticas, tem um ciclo de vida
de apenas cerca de 20 dias e ndo desenvolve cancro. Ha apenas registo de alguns tumores na linha
germinativa de C. elegans, porém é muito raro 512 141,

Neste seguimento, 0s mecanismos que impedem o aparecimento e acumulacdo de danos
celulares podem conferir simultaneamente protecdo contra o cancro e contra o envelhecimento
[911.131 'Um destes mecanismos consiste na regulacdo do metabolismo das células, dado que uma
das hallmarks do cancro e do envelhecimento é, respetivamente, reprogramacdo metabdlica e
disfuncdo mitocondrial 31, A presenca adequada de nutrientes para as células é fundamental para
produzir energia e garantir a manutencdo do organismo e isto € conseguido atraves de processos
metabolicos. A mitocdndria é a principal responsavel pelo fornecimento de energia as células, mas
também é a maior fonte de producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO). Estas espécies, em
concentragcfes baixas, favorecem processos de sinalizagdo e regulacdo das células, porém, em
concentragdes excessivas, podem provocar danos em macromoléculas como o ADN e favorecer o
envelhecimento e desenvolvimento de cancro. Desta forma, a regulacdo do metabolismo celular é
essencial para garantir o equilibrio entre a producdo destas espécies e a acdo de agentes
antioxidantes nas células, permitindo evitar um stress oxidativo, ou seja, uma producao excessiva
de ERO (#6131,

Neste sentido, existem diferentes mecanismos que permitem regular o metabolismo celular
e diminuir a producdo de ERO, e que, consequentemente, convergem na protecdo contra o
envelhecimento e contra o cancro. A diminuicdo da atividade da via de sinalizacdo de Hormonas

de Crescimento (GHs)/Fator de Crescimento Semelhante a Insulina-1 (IGF1) é um exemplo disso
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mesmo. Esta via promove a proliferagdo celular e a inibicdo da apoptose e a sua regulacdo foi o
primeiro mecanismo a ser associado a longevidade animal (15161,

Esta via de sinalizacdo foi descoberta através de estudos genéticos no nematddeo
anteriormente abordado, C. elegans, o que reflete a importancia deste animal na area de
investigacdo do envelhecimento. O nematodeo C. elegans, € um organismo pequeno (1 mm de
comprimento) e de rapido desenvolvimento introduzido por Sydney Brenner em 1963 [15 18]

Em 1970, Michael Klass e David Hirsh iniciaram estudos com este organismo modelo e,
posteriormente, em 1983, Klass isolou oito mutantes de C. elegans que viviam mais (maior ciclo
de vida) que os organismos ndo mutantes e este foi, na verdade, o primeiro estudo do
envelhecimento com este organismo modelo. Em acréscimo, mostrou que C. elegans tem um ciclo
de vida maior e menor descendéncia, quando submetida a restricdo caldrica ou a baixas
temperaturas 5171, Paralelamente, outros investigadores como Johnson T. et al (1990),
continuaram o trabalho de Klass, descobrindo mutantes com um ciclo de vida 40% maior, e
comecaram a utilizar este organismo para estudar genes envolvidos no envelhecimento [25:16:29],

Os estudos subsequentes permitiram a identificacdo da via de sinalizacdo GH/IGF-1 que,
como ja referido, foi a primeira via de sinalizacio estabelecida que regula o envelhecimento [,

A via GH/IGF-1 esta associada a via de sinalizacdo Fosfatidilinositol-3-cinase/ Proteina
Cinase B (PI3K/PKB ou Akt) que regula a localizacdo e atividade das proteinas FOXO. Existem
estudos que demonstram que a atividade de Akt aumenta com a senescéncia celular e regula
negativamente o tempo de vida util de células endoteliais humanas cultivadas em laboratdrio 2231,

Para além disso, também existem estudos em popula¢es de humanos que demonstram que
a presenca de Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNPs) em proteinas FOXO, como a FOXO3a,
também estdo associadas a um aumento da esperanca de vida [*32425], Estas variantes na sequéncia
de FOXO3a conferem protecdo contra insuficiéncia cardiaca congestiva e estdo correlacionadas
com menores niveis de insulina, menor risco de fraturas 0sseas e maior capacidade fisica e
cognitiva, o que resulta num melhor estado de salde generalizado. No entanto, os alelos de
FOXO3a associados a longevidade sdo intrénicos, o que significa que o efeito destas SNPs em
FOXO3a é a nivel da sua expressao génica e ndo da proteina. Ha ainda dois SNPs em FOXO1
associados & esperanca média de vida das mulheres [*3 22-241,

Em acréscimo, existem diversas investigacfes mais recentes que se focam no estudo do

mecanismo responsavel pelo efeito de FOX0O3a na longevidade humana uma vez que ainda ndo se
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encontra concretamente estabelecido. Sanese. P. et al (2019) foca-se no SNP rs2802292 que regula
positivamente a expressao de FOXO e promove a resposta desta proteina a estimulos de stress.
Assim, o estudo sugere que o mecanismo pelo qual SNP rs2802292 regula o efeito de FOXO3a na
longevidade é através da expressdo dindmica do FOXO3 em resposta a estimulos ambientais, e ndo
pela expressdo constitutiva desta proteina 2%,

As proteinas FOXO regulam a expressdo de muitos genes envolvidos na apoptose, na
proliferacdo e noutros processos celulares e, quando ativadas, conferem protecdo ndo sé contra o
envelhecimento, como também contra o cancro. Por outras palavras, a ativacao desta proteina é um
mecanismo convergente, ou seja, com efeitos semelhantes no cancro e no envelhecimento, motivo
pelo qual se desenvolvem farmacos e/ou estratégias terapéuticas que resultam na ativacao de
FOXO (131,

Existem também mecanismos divergentes, ou seja, mecanismos que protegem o organismo
contra o cancro, mas simultaneamente impedem a longevidade. E o caso do encurtamento dos
telomeros que tem como objetivo impedir a proliferacdo celular excessiva. Se por um lado, impede
o desenvolvimento de células cancerigenas, por outro lado limita a regeneragédo a longo prazo e,
consequentemente, a longevidade 1% 13 22231,

No entanto, o presente trabalho estd focado nos mecanismos convergentes, mais
concretamente, em compostos capazes de ativar FOXO para potencial aplicacdo futura em

terapéuticas anticancerigenas e antienvelhecimento.

1.2. FATORES DE TRANSCRICAO FOXO

As proteinas FOXO pertencem a uma familia de fatores de transcricdo, FOX, que se
caracteriza pelo seu Dominio de Ligacdo ao ADN (DBD) altamente conservado, o forkhead box.
Este dominio consiste numa sequéncia de cerca de 110 aminoacidos localizada na regido N-
terminal que permite a ligagio desta proteina ao sitio de ligagdo do ADN [262°1, Este subgrupo de
proteinas em especifico, em mamiferos, é constituido por quatro membros: FOXO1, FOXO3,
FOXO04 e FOXO6, que sdo expressos ubiquitinamente em mamiferos. Em particular, FOXO1 e
FOXO04 séo expressos de forma mais abundante no tecido adiposo e musculo-esquelético, enquanto
FOXO03 é mais abundante no cérebro, coracdo, rim e baco. Relativamente a FOXO6, é expresso

essencialmente no cérebro tanto em desenvolvimento como adulto B934,
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Os quatro membros apresentam grande homologia a nivel da sequéncia e, para além do
DBD conservado, sdo compostos por mais trés dominios funcionalmente diferentes: um Sinal de
Localizacdo Nuclear (NLS) localizado downstream do DBD, uma Sequéncia de Exportacao
Nuclear (NES) e um Dominio de Transativacdo (TAD) C-terminal 2628301 A estrutura de FOXO
esta representada na Figura 1.3.

Os fatores de transcri¢do, como FOXO, sdo proteinas que tém a funcéo de se ligar ao ADN
de um gene-alvo e regular a sua transcri¢do. Os dominios DBD e o TAD sdo essenciais para este
processo, dado que o primeiro reconhece uma sequéncia especifica do ADN do gene-alvo,
denominada por sitio de ligacdo do ADN e o segundo contém locais de ligacdo para outras
proteinas, como co-reguladores de transcri¢do. No caso especifico de FOXO, a expressdo dos genes
alvo é controlada através do seu DBD, o forkhead box [2-34, No entanto, este processo sé é iniciado
quando FOXO esta localizado no nucleo. Neste sentido, existe uma pequena sequéncia de
aminoacidos que direciona a proteina para o nlcleo, quando necessaria: NLS. Existe ainda outra
pequena sequéncia de aminoacidos, NES que, contrariamente a sequéncia NLS, marca a proteina
para ser exportada do nucleo para o citoplasma da célula. Para além disso, o dominio NLS das
proteinas FOXO ndo apresenta a estrutura classica uma vez que esta bipartido em dois clusters de

residuos de arginina e lisina [28:35:36],

p33
ERa
NLS NLS NES
-~ I I —
DNA Binding Transactivation

Figura l.2-Representacdo esquematica da estrutura das proteinas FOXO humano. As
proteinas FOXO sdo constituidas pelo DBD forkhead box (roxo), representado por FKH; pelo NLS,
pela NES e pelo TAD. O dominio DBD permite a ligagdo de FOXO ao ADN e o TAD permite a
ligagdo de FOXO a outras proteinas. As sequéncias NLS e NES marcam FOXO para ser importado
ou exportado do nucleo, respetivamente. Adaptado de Liu Y., Ao X., Ding W., Ponnusamy M., Wu
W., Hao X., Yu W., Wang Y., Lil P. e Wang J., “Critical role of FOXO3a in carcinogenesis ”,
Molecular Cancer, 2018 [2°]

Portanto, estas proteinas funcionam como reguladores transcricionais uma vez que, quando

se encontram no nucleo, controlam a transcri¢do de genes alvo envolvidos em diversos processos
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bioldgicos, nomeadamente: diferenciacdo, metabolismo, longevidade, stress, apoptose,
tumorigénese e proliferacédo, crescimento e sobrevivéncia celulares. Como consequéncia, FOXO é
essencial na paragem do ciclo celular em G1, uma vez que ativa inibidores do ciclo celular (p21,
p27); na prote¢do das células contra erros no ADN e na indug&o da morte celular dado que modula
a expressao de proteinas pro e anti-apoptoticas (Proteina 11 semelhante ao Bcl-2 (BIM), Modelador
de apoptose por sobre regulacdo de p53 (PUMA), ligando Fas (FasL) e Ligando Indutor de
Apoptose Relacionado com o TNF (TRAIL)) [26293037] Estes s&o apenas alguns exemplos de genes

regulados por estas proteinas, estando os varios genes alvo de FOXO representados na Figura 1.4.

D
J«Lﬂﬁl\l\ ’T-l_-‘ GENE—F\LVU %{wmwm@mi
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-I;_‘Ici‘:; A B, D, epa BCHE, IL-TR,KLF2
- atals ATGE12, Bim EDG] & EDGE
P15, P19, P21 atatase BNIP3, BNIPIL RAG-1 e R&G-2
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GADDAS :

PUNMA, PTEN

L] MAPILCE, TRAIL

Figura 1.3-Genes-alvo de FOXO. Os fatores de transcricdo FOXO, quando se encontram no
nacleo, regulam a expressdo de genes-alvo envolvidos em diferentes processos celulares,
nomeadamente o ciclo celular, stress oxidativo, reparacdo de ADN, metabolismo, apoptose,
autofagia e sistema imune. Adaptado de Zhang, X., Tang, N., Hadden, T. J., & Rishi, A. K., “Akt,
FoxO and regulation of apoptosis”’, Biochimica et Biophysica Acta, 2011 B!

1.2.1. Regulagéo de FOXO
Todos os processos bioldgicos controlados por FOXO sdo fundamentais na protecéo contra

0 cancro e contra o envelhecimento, motivo pelo qual a sua atividade tem de ser altamente
controlada. Este controlo é realizado através de ligacdo do ADN, degradacdo proteica e alteracéo
da localizagdo subcelular, sendo que a regulagdo de FOXO ¢é principalmente realizada por
modificagdes pos-traducionais- fosforilacdo, metilagdo, glicosilagéo, acetilacdo, desacetilagdo e

mono ou poliubiquitinago [26-28:301,
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Das diferentes modificacfes pos-traducionais enunciadas anteriormente, destaca-se a
fosforilacdo pela Akt em resposta a insulina ou a fatores de crescimento, dado que € o principal
mecanismo de inativacdo de FOXO. No entanto, estas proteinas também podem ser reguladas pela
fosforilagdo ndo mediada pela Akt. Em condicOes de stress oxidativo, FOXO pode, ainda, ser
desacetilado ou monoubiquitinado. O primeiro aumenta a capacidade de ligacdo de FOXO ao ADN
e 0 segundo aumenta a atividade transcricional. Por fim, a poliubiquitinacdo de FOXO resulta na
sua degradacdo proteica [2 381,

A ativagdo desta proteina estd dependente da regulacdo da sua localizacdo subcelular que é
mediada através da translocacdo nucleocitoplasmatica.

1.2.1.1. Transporte nucleocitoplasmético de FOXO

O genoma das células eucaridticas encontra-se separado do citoplasma por uma barreira
fisica, o invélucro nuclear, a qual tem de ser atravessada para que ocorra transporte nucleo-
citoplasmatico de macromoléculas. Os Complexos de Poros Nucleares (NPCs), estruturas proteicas
que atravessam a membrana nuclear das células, s3o os responsaveis por este transporte [42%,

As moléculas de pequeno peso molecular atravessam os poros nucleares de forma passiva.
No entanto, as macromoléculas como o Acido Ribonucleico (ARN) e proteinas como FOXO
necessitam de auxilio de proteinas do NPC, as nucleoporinas. Estas proteinas reconhecem o NLS
e 0 NES que se encontra na sequéncia de proteinas com peso molecular superior a 40 Kilo Daltons
(KDa). O processo de importacdo e exportacao é regulado por uma familia de pequenas proteinas
G que se ligam e hidrolisam a Guanosina Trifosfato (GTP), as Ran-GTPases [+ 39401,

Na importacdo, o NLS da sequéncia de uma proteina é reconhecido por recetores de
importagédo nuclear, as importinas, as quais se ligam e formam um complexo que atravessa 0 poro
nuclear. No interior do nucleo, a proteina Ran-GTP liga-se ao complexo importina/substrato, o que
resulta na libertacdo do substrato e na exportacdo do complexo importina/Ran-GTP para o
citoplasma. Neste compartimento, ocorre a hidrélise de GTP, originando Ran-Guanosina Difosfato
(GDP) que se dissocia da importina. A importina fica livre para uma nova importacéo e a proteina
Ran-GDP regressa ao nucleo, onde troca GDP por GTP e fica novamente ativa 39421,

Na exportacdo, o0 mecanismo é semelhante. O NES é reconhecido por recetores de exportacdo
nuclear, as exportinas. A principal exportina e melhor estudada é a Proteina de Manutencdo da

Regido Cromossémica 1 (CRM1), também conhecida por Exportina 1 (XPO1) ou proteina de
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exportacdo nuclear (CRM1). As exportinas, quando migram para o ndcleo, ligam-se a Ran-GTP,
que aumenta a afinidade a proteina a ser transportada e promove a liga¢do. O complexo exportina/
substrato/Ran-GTP atravessa 0 NPC em direcdo ao citoplasma. De forma idéntica, ocorre a
hidrélise de GTP e € originado Ran-GDP, que se dissocia do complexo. Simultaneamente, a
proteina transportada também é libertada e a exportina fica livre para uma nova exportagéo [* 2®
35,36, 39-43].

Face ao constante ritmo e importancia do transporte nacleocitoplasmatico, este processo é
cuidadosamente controlado de forma a garantir que as proteinas sdo importadas para o nucleo
quando necessarias e que, em situagao contraria, estas sio exportadas para o citoplasma. E o caso
de fatores de transcricdo como FOXO que estdo localizados no citoplasma quando a sua funcéo
ndo é necessaria para as células. Este controlo consiste numa estratégia celular para prevenir
possiveis ativacBes aberrantes. No entanto, as células cancerigenas utilizam a localizacdo aberrante

de proteinas supressoras de tumores e de oncoproteinas para as inativar e ativar, respetivamente
[4,28,35]
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1.2.2 Via de sinalizacdo PI3K/Akt
FOXO sdo proteinas supressoras de tumor e fazem parte da via de sinalizacdo mais frequentemente

mutada em cancros humanos, a via PI3K/Akt (Figura 1.5).

@ ractores de crescimento
@ insulina

P Fosforilagio

Figura 1.4--Representacao esquematica da via de sinalizacdo PI3K/Akt/FOXO. A via PI3K,
quando ativa, resulta na exportacdo e inativacdo de FOXO. A ativacao desta via é iniciada através
da ativacdo de RTKs pela ligacdo de ligandos extracelulares ao recetor. Quando os RTKSs estdo
ativos existem varias proteinas intracelulares como PI3K que se podem ligar. PI3K fica ativa e
fosforila PIP2, originando PIP3. Este fosfolipido liga-se a Akt, permitindo que este fique ativo ao
ser fosforilado por outras proteinas. A ativacdo de Akt permite a sua dissociagdo da membrana
plasmatica, de forma a fosforilar diferentes substratos downstream como FOXO. A fosforilacdo de
FOXO em trés residuos de aminoacidos por Akt promove a ligacdo da proteina 14-3-3.
Seguidamente, ocorre a exportacdo nuclear do complexo FOX0-14-3-3, mediada por CRM1, para
o citoplasma. Consequentemente, FOXO fica inativo pelo que ndo induz a transcricdo de genes
alvo. Adaptado de Wilkin D., Brainard J. CK-12 Conceptos Biologia, 2015 [61

A ativacdo desta via € iniciada através da ligacdo de ligandos extracelulares, como fatores
de crescimento (IGF1) e hormonas (insulina), ao Recetor Tirosina Cinase (RTK) e consequente
dimerizacéo e transautofosforilagéo deste recetor. Por um lado, isto resulta na criagdo de sitios de
ancoragem para diferentes proteinas e, por outro lado, resulta na atividade de cinase [?5 3543 45
Quando os RTKs estdo ativos existem varias proteinas intracelulares que se podem ligar. PI3K é
um exemplo disso e liga-se aos residuos de tirosina fosforilados do recetor do Fator de Crescimento
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Derivado de Plaquetas (PDGF) através de um dominio SH2 no p85. Como consequéncia, a
subunidade catalitica p110 de PI3K fica ativa e a sua proximidade ao substrato Fosfatidilinositol
4,5-Bifosfato (PIP2), que se encontra na membrana plasmatica, permite fosforila-lo, originando
Fosfatidilinositol 3,4,5-Trifosfato (PIP3). Por sua vez, este fosfolipido liga-se ao dominio de
Homologia da Pleckstrina (PH) de Proteina Cinase-1 Dependente de Fosfoinositideo (PDK1) e
Akt, ativa PDK1 e permite a aproximacdo na membrana plasmatica destas duas proteinas. A
proteina PDK1, quando ativa, fosforila a proteina Akt na Treonina 308 (Thr308). No entanto, a
atividade de cinase de Akt so é ativa quando PDK2 ou mTORC?2 fosforilam a sua Serina 473
(Ser473) [35 4144561 - A ativacho de Akt permite a sua dissociagdo da membrana plasmatica, de
forma a fosforilar diferentes substratos downstream. A Akt é uma cinase serina/treonina expressa
ubiquitinamente nos diferentes tecidos que regula diferentes processos biologicos, nomeadamente
o0 crescimento, proliferacdo e sobrevivéncia celulares, assim como o metabolismo do glicogénio.
Esta regulacdo é feita ndo s6 a nivel do desenvolvimento das células normais, como também na
carcinogenese e é feita pela fosforilagdo dos substratos. Por sua vez, a principal forma de regular
Akt ¢é através da ativacdo do mensageiro secundario PI3K. A ativacdo de Akt por esta via, ativa a
expressdo de genes que promovem a sobrevivéncia e de genes anti-apoptoticos.

A regulacdo da sobrevivéncia celular por Akt envolve a inibicdo direta de proteinas pro-
apoptoticas como Bad e FOXOs. A inibicdo consiste na fosforilagdo de FOXO em trés residuos da
sequéncia de FOX0O3a conservados em diferentes espécies: a Treonina 32 (Thr32), a Serina 253
(S253) e a Serina 315 (S315). A fosforilacdo destes residuos introduz uma carga negativa em
FOXO que afeta a fungdo do dominio NLS e, simultaneamente, promove a ligacdo da proteina 14-
3-3. Seguidamente, ocorre a exportacdo nuclear do complexo FOX0-14-3-3, mediada por CRM1,
para o citoplasma. Consequentemente, FOXO fica inativo pelo que ndo induz a transcri¢éo de genes
alvo (945461 Como referido anteriormente, FOXOs medeiam a paragem do ciclo celular, reparacio
de ADN e apoptose pelo que quando esta proteina é fosforilada por Akt, fica inativa e acumulada
no citoplasma, resultando na sobrevivéncia celular. Isto porque a fosforilagdo de FOXO por Akt
provoca a diminui¢do da expresséo de reguladores negativos do ciclo celular como p27 e p130 e
de proteinas pro-apoptoticas como TRAIL 129301,

Esta via, quando ativa, promove a proliferacdo e crescimento celular pelo que quando os
recetores de tirosina cinase desta via, a PI3K, a Fosfatidilinositol-3,4,5-Trifosfato 3-Fosfatase

(PTEN) ou a Akt estdo mutados num cancro, a via esta constitutivamente ativa e FOXO esta
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sequestrado no citoplasma. E, de facto, FOXO encontra-se no citoplasma e inativo em diversos
tipos de cancros. No entanto, na auséncia de insulina, de fatores de crescimento, ou sob condicdes
de stress, Akt ndo se encontra ativa pelo que nao fosforila FOXO, o que permite a sua translocacéo
para o nucleo da célula de forma a ativar a transcricio de genes alvo [27 28,38 451,

Esta via encontra-se frequentemente mutada em diferentes tipos de cancros e as mutagdes
mais frequentes sdo na PTEN (proteina que desfosforila PIP3, convertendo-o em PIP2) e na
subunidade catalitica de PI3K. Isto revela, ndo sé a importancia da via de sinalizacdo PI3K/Akt no
processo tumorigénico, mas também que, ndo s6 a Akt, como as proteinas up e downstream sdo
potenciais alvos terapéuticos no cancro. Assim, a sua inibicdo consiste numa estratégia
anticancerigena e, de facto, foram desenvolvidos diversos compostos que tém como alvos,

componentes chave desta via para garantir a funcionalidade de FOXO [10203844]

1.2.2.1. Reativacédo de FOXO

A subfamilia FOXO tem um papel importante na manutencdo da homeostase dos tecidos e
existem evidéncias de que estas proteinas se encontram desreguladas no cancro. As primeiras
descobertas neste sentido mostraram uma associacdo entre translocacdes cromossomicas
responsaveis por cancros humanos e a perda de funcéo de proteinas FOXO. O que sugere que a
perda de funcdo de FOXO pode ter um papel importante no processo carcinogénico 2230481, para
além disso, existem estudos que revelam que a sobrexpressao e localizacdo nuclear de proteinas
FOXO inibe o crescimento e tamanho do tumor in vivo e in vitro uma vez que promove a paragem
do ciclo celular, a apoptose e inibe a angiogénese. Por outro lado, existia uma correlacdo entre a
presenca de FOXO no citoplasma e baixa sobrevivéncia de pacientes com cancro da mama.

Como referido previamente, FOXO controla muitos processos biolégicos. Em acréscimo,
a inativacao destas proteinas € uma caracteristica de muitos cancros humanos. Na maior parte deles,
FOXO encontra-se inativo devido, maioritariamente, a fosforilagdo de Akt e ativacdo excessiva da
via de sinalizacdo PI3K/Akt provocada por mutagdes em PTEN e PI3K, como abordado
anteriormente, e na proteina Ras %,

Desta forma, a reativacdo de FOXO é uma abordagem terapéutica anticancerigena
importante que consiste em ativar a atividade biol6gica supressora de tumor de FOXO e,
consequentemente, induzir a expressdo dos seus genes alvo. Isto através da manipulagdo de

reguladores desta proteina, ou seja, de repressores ou ativadores de FOXO [30:31.44],
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Na verdade, existem duas formas de garantir que FOXO se encontra ativo no nucleo. A
primeira consiste na translocacdo de FOXO citoplasmatico para o nucleo enquanto a segunda

consiste no aprisionamento de FOXO nuclear neste mesmo compartimento (Figura 1.6) [28:30:31]

Figura I.5-Esquema representativo das estratégias de reativacdo de FOXO. A manutencéo de
FOXO nuclear e translocacdo de FOXO citoplasmatico compreendem duas estratégias para
garantir a localizacdo nuclear e, consequente, ativacdo de FOXO.

A titulo exemplificativo, uma destas estratégias consiste na utilizacdo de inibidores de PI3K
e de Akt, proteinas que regulam negativamente FOXO e fazem com que esta proteina fique inativa
no citoplasma das células. Assim, a inibicdo de PI3K e de Akt permite a translocacdo de FOXO
para o nucleo. Kau et al identificou, através de uma triagem de alto contetdo baseado em imagem,
compostos com capacidade de manter FOXO1 no nucleo através da modulacdo do seu transporte
nucleocitoplasmatico. Dezanove dos compostos identificados consistiam em inibidores de
exportacdo de proteinas que inibiam CRML1. Os restantes vinte e trés compostos eram pequenas
moléculas inibidoras que inibiam a via de sinalizagio PI3K/Akt/FOXO1 127481,

Em acréscimo, diversos farmacos anticancerigenos demonstraram ter a capacidade de ativar
FOXOs através da diminuicdo da atividade de Akt. O primeiro exemplo é o paclitaxel que, em
linhas celulares MCF-7, sensiveis a este farmaco, aumentou a expressdo de FOXO3a, dos niveis
de ARN mensageiro (mMARN) e proteina de um dos seus genes alvo, o BIM e da relocalizagéo
nuclear de FOXO3a. Esta ultima, através da inibicdo da via PI3K/Akt pela Cinase c-Jun N-terminal
(JNK), dado que fosforila FOXO3A. Esta fosforilagdo diminui a interacdo entre FOXO3a e a

proteina 14-3-3 pelo que ndo ocorre exportacdo nuclear desta proteina 19 5%, O segundo exemplo
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¢ KP372-1, um inibidor de cinases multiplo, que ao inibir vias criticas para a sobrevivéncia de
leucemia mieldide aguda (AML), como a via PDK1/Akt, aumenta a atividade de FOXO (205152,
Assim, as proteinas FOXO sdo fundamentais para a acdo de determinados farmacos
anticancerigenos, o que significa que proteinas com a capacidade de reprimir a atividade de FOXO
poderdo conferir resisténcia a terapias anticancerigenas. Tribbles homolog 2, mais conhecida como

TRIB2, é um exemplo de proteina descrita como repressora de FOXO 31,

1.3. PROTEINAS TRIBBLES (TRIB)

As proteinas sdo macromoléculas bioldgicas complexas responsaveis por inimeras funcgdes
no organismo. Muitas proteinas encontram-se evolutivamente relacionadas, pelo que apresentam
sequéncias e/ou caracteristicas estruturais idénticas [“® 54, A familia de proteinas TRIB é um
exemplo disto uma vez que sdo altamente conservadas entre espécies. Estas proteinas foram
inicialmente descobertas em Drosophila, no ano 1990, devido a sua importancia na morfogénese
[46-48] |sto é explicado pela capacidade das TRIB se ligarem a duas proteinas homélogas da
fosfatase Ciclo de Divisdo Celular 25 (Cdc25) - a String e a Twine - e induzirem a sua degradacéo
pelo proteossoma. Consequentemente, as celulas ficam paradas na fase G2 do ciclo celular e a
mitose é inibida 45571 Em acréscimo, interferem com a oogénese de Drosophila uma vez que
controlam o turnover do Fator de transcricdo Slbo, proteina homologa de Proteina de Ligacdo ao
Intensificador CCAAT (C/EBP), via ubiquitinacdo proteossdmica. Esta proteina controla os niveis
e atividade de fatores de transcricdo, afetando a diviséo, desenvolvimento e destino celulares.

Posteriormente, foram descobertas proteinas homdlogas de TRIB de Drosophila em
Xenopus (Xtrb2), nematodos (Nipi-3) e em mamiferos ((TRIB1, c8fw ou SKIP1), (TRIB2, c5fw
ou SKIP2) e (TRIB3, NIPK, SINK ou SKIP3)) 545759,

A nivel estrutural, sdo constituidas por uma regido N-Terminal, um dominio central
serina/treonina cinase-like e uma regido C-terminal B4571, A regifo N-Terminal destas proteinas
consiste numa regido rica em serina e prolina de cerca de 60 a 80 residuos de aminoacidos, o que
permite a ligacdo do dominio de Homologia Src 3 (SH3) e do dominio WW, assim como a
fosforilagdo dependente de prolina de outras proteinas 54 €01, As diferentes proteinas da familia
TRIB divergem nesta regido pois, embora TRIB2 apresente alguma conservacdo, TRIB1 e TRIB3
tém pouca homologia 571, O dominio cinase-like é evolutivamente conservado, o que significa

que e crucial para o funcionamento destas proteinas. Este dominio é extremamente semelhante ao
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das cinases, possuindo a capacidade de se ligar a proteinas dependentes de cinases. No entanto, 0s
12 subdominios do dominio cinase-like das TRIB apresentam diferencas do dominio cinase
canonico. A principal diferenca é a auséncia de alguns aminoacidos conservados do centro
catalitico das proteinas cinase no dominio de ligagdo a Adenosina Trifosfato (ATP) 6%, Por Gltimo,
C-terminal consiste numa regido de cerca de 35-45 residuos, rica em aminoécidos com carga que
é essencial para o estabelecimento de interagdes proteina-proteina °56%, Esta regifio tem duas
sequéncias conservadas: Proteina Fotomorfogénica Constitutiva 1 (COP1) e um dominio de ligacao
a proteina Cinase regulada por Sinal Extracelular Ativado por Mitogénio 1 (MEK1). O primeiro
dominio tem como funcédo a ligacdo a ubiquitina ligases E3, enquanto que o segundo serve de
intermediario a interacdo entre TRIB e mdltiplas Proteinas Cinases Ativadas por Mitogénio
(MAPKKSs) 57601 A estrutura de TRIB est4 representada na Figura 1.7. Em termos de homologia,
TRIB1 e TRIB2 partilham 71%, TRIB1 e TRIB3 partilham 53% e TRIB2 e TRIB3 partilnam 54%

da sequéncia.

COP1 binding site

N-terminal domain Pseudokinase domain C-terminal domain
! L L L 372
PEST motif Kinase dead catalytic loop MEK1 binding site

Figura 1.6-Estrutura da familia de proteinas TRIB. As TRIB sdo constituidas pelo dominio N-
Terminal, dominio pseudocinase central sem atividade catalitica (kinase dead catalytic loop) e
dominio C-terminal. O dominio N-Terminal contém o PEST motif e 0 C-Terminal os sitios de
ligacdo a MEK1 (MEK1 binding site) e COP1 (COP1 binding site), altamente conservados.
Adaptado de Johnston J. & Kiss-Toth E., «TRIB1 (Tribbles Pseudokinase 1). », Atlas Genet
Cytogenet Oncol Haematol, 2015. [62]

Estas proteinas estdo envolvidas na regulacdo de diversos processos celulares pelo que séo
expressas ubiquitinamente em 6rgdos como o rim, o coracdo, a pele, Leucécitos do Sangue
Periférico (PBL) e Tecido Adiposo Branco (TAB). Ndo obstante, TRIB1 é também expresso no
figado, no cérebro, no intestino delgado, na Medula Ossea (BM) e no pancreas. Por outro lado,
TRIB2 é expresso no cérebro, no timo, nos pulmdes e no bago. Relativamente ao TRIB3, ndo sé é

expresso no timo, nos pulmdes e no baco, como tambem no figado, no intestino delgado, na BM,
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na prostata, nos neurdnios, no musculo esquelético e no estdmago 73, No que diz respeito a
localizacdo celular destas proteinas, TRIB1 e TRIB3 estdo preferencialmente localizados no
nucleo. No entanto, a localizacdo de TRIB2 néo € tdo linear. Segundo a maioria dos estudos, TRIB2
encontra-se no citoplasma, porém existem alguns estudos que descrevem a presenca de TRIB2 no
nacleo das células. Assim, esta proteina encontra-se maioritariamente, mas ndo somente, no
citoplasma [5* 57- 63641 No entanto, a interpretacio destes dados deve ter em conta que os estudos
relativamente a localizacao destas proteinas foram todos realizados com recurso a proteinas sobre-
expressas artificialmente e ndo com os seus niveis enddgenos.

O mecanismo de acdo destas proteinas é pouco conhecido, mas sabe-se que funcionam
como proteinas scaffold ou adaptadores e que facilitam a degradacdo por ubiquitinacdo de
ubiquitina ligases E3 ligadas ao dominio COP1. Os mecanismos celulares nos quais estas proteinas
estdo envolvidas sdo a regulacdo de fatores de transcricdo, metabolismo de lipidos e glucose,
inflamacAo, stress celular, sobrevivéncia, apoptose, diferenciagéo e cancro 5556 58, 64-66, 68]

Estas proteinas encontram-se sobre-expressas em diferentes tipos de cancros humanos,
nomeadamente melanoma, cancro do pulmao, cancro do figado e Leucemia Mieloide Aguda
(LMA) [64891 No entanto, ainda est&o a ser realizados estudos em varios modelos celulares com o
objetivo de clarificar as bases moleculares desta associagdo. Por um lado, foi proposto que TRIB3
inibe Akt, aparentando funcionar como proteina supressora de tumor. Por outro lado, TRIB1

aparenta funcionar como oncogene na LMA [55:60.64,65,71,72]

1.3.1. TRIB2

TRIB2 também funciona como oncogene na LMA, uma vez que medeia a degradacdo do
Fator de transcri¢io C / EBPa, no cancro do pulmao e do figado 5866681,

Em acréscimo, o laboratério Link mostrou que existe uma correlacdo entre os niveis de
TRIB2 e 0s estagios e progressdo do melanoma. A sobrexpressdo de TRIB2 tem a capacidade de
promover o crescimento de células de melanoma e a tumorigénese in vivo. Consequentemente, o
silenciamento continuo desta proteina diminui o fenétipo maligno das células do melanoma e inibe
a tumorigénese in vivo 53 791,

Este laboratdrio também identificou TRIB2 num screening genético de larga escala como
repressor da atividade de FOXO. O estudo mostrou que niveis elevados de TRIB2 promovem o

crescimento e sobrevivéncia de células de melanoma pela desregulacéo da atividade de FOXO.
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Os niveis elevados de TRIB2 nos pacientes com melanoma estdo correlacionados com
maior ativacdo de Akt. Isto porque o dominio COP1 de TRIB2 se associa a Akt, resultando numa
maior fosforilacdo da Ser473 de Akt via mTORC?2 e, consequentemente, numa maior ativacao de
Akt e proliferacéo e sobrevivéncia celular. Por um lado, quando a Akt se encontra ativo, reprime
FOX03a uma vez que o fosforila e leva a sua degradacdo proteossémica. Por outro lado, ativa uma
ubiquitina ligase E3: Mouse double minute 2 Homologue (MDM2) - que leva a degradacdo de p53.
Assim, a apoptose mediada por p53 é inibida e pode resultar na proliferacdo descontrolada de
células cancerigenas 293042721,

Paralelamente, TRIB2 confere as células resisténcia a inibidores de PI3K e/ou Akt como o
BEZ235, onde inibe significativamente a eficadcia do farmaco. Isto porque, como explicado
anteriormente, o0 dominio COP1 de TRIB2 promove a ativacdo de Akt, independente de PI3K e,
consequentemente, reprime FOX03a e a atividade de p53 [,

A translocacédo nuclear de FOXO é uma estratégia promissora para o tratamento de diversos
cancros e existem estudos que demonstram que esta translocacdo induz a apoptose em diversas
linhas celulares in vitro. Uma vez que TRIB2 foi descrito como repressor de FOXO, repressores

desta proteina constituem possiveis bons alvos para terapia anticancerigena 53671,

1.3.2. TRIB2 e compostos naturais

Neste sentido, existem dois compostos naturais, nomeadamente Harmina e
Piperlongumina, que podem ter a capacidade de translocar FOXO para o nucleo. Isto porque,
segundo a ferramenta bioinformatica denominada Mapa de Conectividade (cCMAP), apresentam

potencial para induzir um perfil transcricional inverso ao de TRIB2 [/374)

3.2.1. Harmina

Harmina é um alcal6ide beta ()-carbonilico fluorescente que, embora se encontre presente
em diferentes organismos e plantas, foi inicialmente isolado das plantas Peganum harmala da
regido Mediterranea Oriental e Banisteriopsis caapi do Sul da América > 771, Este composto
natural foi descoberto por ser um inibidor da monoamina oxidase A (MAO-A), um recetor de
superficie celular, dado que se liga seletivamente a mesma. A MAO-A é responsavel pela
desaminacgdo oxidativa de monoaminas, que incluem neurotransmissores, hormonas e diversos

farmacos alucinogenios. A ligagcdo de um inibidor a esta enzima impede este mecanismo pelo que
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os inibidores de MAOS s#o frequentemente utilizados como antidepressivos 7721, Este composto
interage com outros recetores, nomeadamente 0s recetores de imidazolina e o Recetor de
Serotonina 2A (5-HT2A) [75 80811,

Os estudos iniciais deste composto descrevem, ainda, a sua capacidade de regular a
expressao de recetores ativados por proliferadores de peroxissoma y (PPARys) através da inibigao
da via de sinalizagdo Wnt. Os PPARys sdo os principais responsaveis pela regulacao da
diferenciacdo dos adipdcitos, a adipogénese, e estdo associados ao processo patoldgico de diversas
doengas, nomeadamente, diabetes, obesidade, aterosclerose e cancro. Neste sentido, os estudos
efetuados sugerem que a Harmina mimetiza os efeitos de agonistas de PPARys como a
Tiazolidinediona (TZD) ao aumentar os niveis de glucose no sangue. Em acréscimo, Harmina
promove uma resposta anti-inflamatoria dos PPARy ao reduzir a expressao de diferentes proteinas,
como o Fator de Necrose Tumoral o (TNFa), a Interleucina 1p (IL-1B), o Oxido Nitrico-Sintase
Induzivel (iNOS), F4/80 e o Antigeno do Macr6fago-1 (Mac1) [® 731,

Na medicina tradicional, a planta Peganum harmala era utilizada no tratamento de doencas,
cancro inclusive e existem muitos estudos que reportam diversos efeitos farmacologicos de
Harmina /5781, Neste sentido, estudos preliminares revelaram que esta planta possui atividade
citotoxica em diferentes linhas celulares ['> 76821 Os estudos seguintes permitiram observar que
Harmina, um dos componentes da planta, tem a capacidade de isoladamente inibir a topoisomerase
do tipo | humana uma vez que contém a amina B-carbolina na sua estrutura '8 8831, Qutros estudos,
descrevem Harmina como um agente genotdxico e recombinante %870 761 Em acréscimo, este
composto foi também descrito como um inibidor especifico de cinases dependentes de ciclinas
(CDKs), nomeadamente a Cdk1/ciclina B, a Cdk2/ciclina A e a Cdk5/p25), assim como potente
inibidor da proliferacdo celular [6 7881 posteriormente, Chen Q. et al, Jahaniani F. et al (2005)
e, mais recentemente, Lamchouri F. et al (2013) e Li C. et al (2017) descreveram que este composto
apresenta, ndo so, elevada atividade citotoxica, como também, atividade anticancerigena ['>76 82
86- 89].

Harmina tem, ainda, a capacidade de inibir a angiogénese, in vitro e in vivo, através da
diminuicdo da formacao, proliferacdo e migracéo de células endoteliais, assim como pela redugéo
da expressdo de fatores pro-inflamatorios e pro-angiogenicos como o Fator de Crescimento
Endotelial Vascular (VEGF), o Oxido Nitrico (NO), a Ciclo-Oxigenase-2 (COX-2), as

Metaloproteinases da matriz (MMPs), entre outros [76:78. 81,
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Por fim, existem estudos que demonstram que a capacidade de Harmina inibir a proliferacao
celular, em certas linhas celulares, deve-se ao seu efeito em vias de sinalizacdo que envolvem Akt
[90-92] ' Um dos estudos refere que este composto promove a paragem do ciclo celular e a apoptose
mediada pela via mitocondrial em linhas celulares de cancro colorretal humano SW620 através da
inibicdo das vias de sinalizagdo de Akt e Cinase regulada por Sinal Extracelular (ERK). Foi
observada uma diminuicédo, ndo sé de ERK e Akt fosforilados (Ser473 e Thr308), mas também de
alvos como FOX03a [0 %11,

O segundo estudo descreve que derivados de Harmina promovem a apoptose em linhas
celulares de cancro gastrico humano BGC-823 através da producdo de ERO intracelular e inibicao
da via PI3k/Akt 1. 2],

Existe, também, um estudo que apresenta Harmina como um potente indutor de apoptose e
autofagia justificada pela inibicdo da via Akt/mTOR/ Proteina Cinase Ribossomal S6 -1 (S6K1).
No entanto, esta inibicdo esta relacionada com os efeitos de Harmina nas proteinas Beclin-1,
Proteina 1 associada aos Microtubulos de cadeia leve 3-11 (LC3-11) e p62 (88911,

No que diz respeito a FOXO, ha estudos que mostram que Harmina estimula a acumulacéo
nuclear de FOXO1l1a e FOXO3a in vitro. Em 2007, Harmina foi descrita como inibidor potente e
especifico de Cinase 1A de Dupla especificidade Regulada por Fosforilacdo de Tirosina
(DYRK1a), uma cinase que fosforila as proteinas FOXO (num sitio de fosforilacdo diferente de
Akt) e, promove a sua saida do nucleo. Ao inibir DYRK1a, FOXO néo € fosforilado e fica
acumulado no ntcleo 77 9193961,

Assim, de acordo com a ferramenta cMAP, Harmina é um composto com potencial para
induzir um perfil transcricional inverso ao de TRIB2 ["*74, E, ainda, um composto natural com
diversas propriedades, nomeadamente, anticancerigenas que se devem, essencialmente, a amina f3-
carbolina presente na sua estrutura. Embora o mecanismo de ac¢do deste composto ainda ndo seja
conhecido, existe associacdo com a via PI3K/Akt/FOXO, pelo que pode servir como base para a

sintese de diversos farmacos anticancerigenos para aplicagdo terapéutica [/ 90921,

1.3.2.2. Piperlongumina
Piperlongumina é um composto ativo bioldgico e natural isolado da planta Piper longum, a
qual pode ser encontrada no sul da india e no sudeste da Asia. Ainda assim, esta ndo é a Ginica fonte

natural deste composto uma vez que existem outras espéecies de plantas das quais este composto
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pode ser extraido [°7-%I, Inicialmente, era utilizado em medicina tradicional para extrair a placenta
das gravidas e no tratamento de diversas doencas como a malaria, gonorreia, infecdes respiratdrias,
tumores, entre outros.

A Piperlongumina foi isolada em 1961, porém as suas propriedades bioldgicas e
farmacoldgicas s6 comegaram a ser estudadas e conhecidas ha relativamente pouco tempo.
Algumas das propriedades deste alcaldide sdo: ansiolitico, antidepressivo, antidiabético, anti
microbial, anti-inflamatério e antiplaquetario 2%, N&o obstante, o principal interesse deste
composto é a sua atividade anticancerigena em multiplos tipos de cancros, propriedade descoberta
através dum screening de 5166 amostras realizado entre 2000 e 2007 [97:98.100]

A atividade anticancerigena de Piperlongumina esta, essencialmente, associada a trés
mecanismos: inibicdo da exportacdo nuclear de proteinas, producdo de ERO em células
cancerigenas e inibicao da via PI3K/Akt/mTOR, os quais estdo relacionados 7-102.104-107]

O primeiro mecanismo ocorre porque Piperlongumina é um inibidor de proteinas
envolvidas neste processo celular, € o caso de CRM1. Como referido anteriormente, CRM1 é a
principal exportina envolvida na exportacdo nuclear pelo que, a sua inibicdo impede a exportacao
e subsequente inativacdo de proteinas supressoras de tumor para o citoplasma. Alguns estudos
mostram que FOXO1, p21 e p53 sdo algumas das proteinas que ficam acumuladas no ndcleo das
células, quando tratadas com Piperlongumina [%8 100-102, 104]

O segundo mecanismo consiste nas propriedades citotdxicas e citostaticas deste composto,
as quais séo seletivas e foram observadas in vitro em diferentes linhas celulares como, as de cancro
da mama, prostata, pulmé&o e célon, e in vivo como ensaios com ratinhos. A inducéo de acumulagdo
de ERO em células cancerigenas por Piperlongumina resulta na morte celular %% %l Nio
obstante, o alcal6ide também promove a morte celular através da regulacédo das vias de sinalizagédo
PIBK/AKT/mTOR, p38/INK, MAPK/ERK e NF-kB, que resulta na ativacdo de mecanismos
celulares como a apoptose e a autofagia [°7: 100 101, 103, 105-107]

O terceiro mecanismo, & semelhanga do anterior, resulta na apoptose de células
cancerigenas. A via de sinalizacdo PI3K/Akt/ mTOR tem um papel fulcral no crescimento,
proliferacdo e sobrevivéncia celular e, como referido anteriormente, encontra-se frequentemente
ativa e/ou mutada em diferentes tipos de cancro. Assim, a inibicdo desta via permite a ativacéo de
diversas proteinas supressoras de tumor que induzem a apoptose. A titulo exemplificativo, estudos

em linhas celulares de cancro cervical, de cancro da mama e de cancro gastrico mostram que
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quando esta via é inibida por Piperlongumina, FOXO3a é desfosforilado e translocado para o
ntcleo, onde induz a apoptose de células cancerigenas mediada por BIM [#7:9-10%,107]

Por fim, Piperlongumina € ainda um agente anti-metastatico, inibindo a migracdo e
capacidade invasiva de linhas celulares altamente metastaticas. Simultaneamente, apresenta
propriedades anti-angiogénicas dado que diminui a expressdo e/ou niveis proteicos de fatores
essenciais no processo da angiogénese, nomeadamente o VEGF, proteinas da matriz extracelular e
proteinas de adesdo célula-matriz 8101,

Em suma, Piperlongumina é um dos compostos com um perfil transcricional inverso ao de
TRIB2 selecionado pelo cMAP 7471 A semelhanca de Harmina, ¢ um composto natural com
diversas propriedades, nomeadamente, anticancerigenas. No entanto, alguns dos mecanismos de
acao sao conhecidos e estao associados a via PI3K/Akt/mTOR e inibicdo da exportacdo nuclear de
proteinas supressoras de tumor. Assim, a semelhanca de Harmina, este composto também pode
servir como base para a sintese de diversos farmacos anticancerigenos para aplicacdo terapéutica
[97, 99-101, 107]_

N&o obstante, existem outros compostos com propriedades anticancerigenas que

apresentam elevado potencial de aplicacdo terapéutica, nomeadamente os produtos naturais.

|.4. PROPRIEDADES ANTICANCERIGENAS DE PRODUTOS NATURAIS

Os produtos naturais sao utilizados pelo homem, ha muitos anos, no tratamento de diversas
doencgas. A medicina tradicional era baseada na utilizacdo destes produtos e as plantas tiveram um
papel central nesta area durante muito tempo. No entanto, no século XX, os produtos naturais
comecaram a ser utilizados pela inddstria farmacéutica e, atualmente, mais de 50% dos farmacos
comercializados tém origem na extragio ou sintese quimica de fontes naturais [1%-1° A morfina,
a aspirina e a penicilina sdo apenas alguns exemplos de farmacos muito utilizados que tém origem
natural (1091101

Por sua vez, o oceano é uma das principais fontes de produtos naturais dado que constitui
70% da superficie terrestre e tem uma biodiversidade Unica. E, de facto, existem cada vez mais
compostos naturais de organismos marinhos utilizados clinicamente. E o caso das algas-
microalgas e macroalgas- que sao utilizadas ndo s na &rea da alimentacdo e cosmética, como na
indUstria farmacéutica 19 109- 1121 S50 varios os estudos realizados em microalgas, extratos de

microalgas ou componentes derivados de microalgas uma vez que tém muitas propriedades
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farmacoldgicas, e muitas sdo importantes na area da investigagdo do cancro, nomeadamente
atividade antioxidante, anti-proliferativa, anticancerigena, anti-inflamatoria e citotoxica [1*2113-118]
Polissacarideos (fluicodans), pigmentos como a ficocianina, a clorofila, feotinina, carotenoides
(fucoxantina e sifonaxantina) sdo apenas alguns dos muitos compostos isolados com propriedades
anticancerigenas e elevado potencial para estratégias terapéuticas [116-128],

Também as Haloarqueas ou Halobactérias séo utilizadas na industria farmacéutica. Estes
microrganismos consistem numa das classes de Euryarchaeota e sdo considerados halofilos e
extremofilos. Isto significa que se desenvolvem em ambientes com uma elevada concentragao de
sal [119120. 121 Ag condigBes em que as Haloarqueas vivem fizeram com que estas sofressem
diversas adaptacfes metabdlicas. Essas mesmas adaptacdes fizeram com que estes microrganismos
sejam frequentemente utilizados em estudos uma vez que consistem numa fonte natural,
promissora e inovadora de diferentes biomoléculas com bastante interesse e importancia na area
da biotecnologia. E 0 caso de enzimas resistentes a elevadas temperaturas, carotenoides, entre
outros [11% 1221231 como referido anteriormente, as microalgas também apresentam carotenoides,
0s quais estdo descritos pelo seu potencial anticancerigeno. No entanto, existem poucos estudos
referentes a carotenoides de organismos extremofilos comparativamente a organismos néo
extremofilos [121.123124 O principal carotenoide produzido pelas haloarqueas é a bacterioruberina
e os estudos relativamente aos carotenoides isolados de haloarqueas revelam propriedades
anticancerigenas, antioxidantes e anti-proliferativas em diversas linhas celulares cancerigenas,
como € o caso de linhas celulares de cancro do figado e linhas celulares de cancro da prdstata [ha,
df]. Haloterrigena turkmenica, Halogeometricum rufum, Halogeometricum limi, Haladaptatus
litoreus, Haloplanus vescus e Halopelagius inordinatus sdo algumas das espécies das quais foram
identificados carotenoides com propriedades antioxidantes e anticancerigenas 2% 1251

Em acréscimo, estes microrganismos secretam diversos polissacarideos com utilidade na
industria téxtil, do petroleo, tratamento de aguas residuais e na producdo de plasticos
biodegradaveis 123}

Tal como referido anteriormente, o cancro consiste na segunda causa de morte mundial.
Embora existam diversos farmacos anticancerigenos, estes nao séo aplicaveis a todos os tipos de
cancro, dada a heterogeneidade caracteristica desta doenca. Em acréscimo, as células cancerigenas
desenvolvem resisténcia a alguns farmacos anticancerigenos. Como consequéncia, continua a

existir a necessidade de desenvolver novos agentes terapéuticos. O potencial anticancerigeno das
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algas esté a ser investigado desde 1980 e existem muitos estudos efetuados e outros a decorrer [1%8:
116, 1181 O potencial anticancerigeno das haloarqueas comecou a ser investigado em 1960, porém
existem poucos estudos comparativamente as algas [12% 123 1241

Existe um projeto denominado AlgaRED+ que corresponde a uma cooperagdo entre
especialistas espanhdis e portugueses que tem como objetivo principal o desenvolvimento de
produtos inovadores com microalgas. O projeto esté a ser desenvolvido numa area entre o Algarve
e a Andaluzia influenciada pelo Oceano Atlantico uma vez que contém ecossistemas de grande
riqueza e biodiversidade. Neste sentido, as microalgas deste projeto podem apresentar um potencial
farmacoldgico em vérias areas de investigacdo, incluindo a do cancro e, mais concretamente,
através da interferéncia na localizacdo de FOXO.

N&o obstante, existem farmacos anticancerigenas com atividade e efeitos conhecidos
previamente que ndo apresentam estudos relativamente possivel interferéncia na localizacdo de
FOXO. E o caso dos inibidores de mTOR que afetam a via PI3K/Akt/mTOR, a via de sinalizag&o
mais mutada em cancros humanos e da qual FOXO integra. No entanto, ndo existem estudos

relativamente ao possivel efeito destes farmacos na localizagdo de FOXO [27:28:38, 118.126]

I.5. INIBIDORES DE MTOR

O mTOR pertence a familia de serina/treonina cinases, proteinas cinase relacionadas com
PI3K (PIKKS) que € caracterizada por trés regiGes de homologia: dominio FAT, dominio catalitico
PIKK e dominio FATC. A proteina mTOR possui, aditivamente, o0 dominio FRB que esta situado
entre o dominio FAT e o dominio catalitico. mTOR ¢é a subunidade catalitica de dois complexos
proteicos distintos, mas estruturalmente e funcionalmente conservados, complexo 1 do mTOR
(MTORC1) e complexo 2 do mTOR (mTORC?2) 126121 0 mTORC1 &, ainda, constituido por
outros dois componentes centrais, a proteina 8 Letal em mamiferos com Secl3 (mLST8) e a
proteina reguladora associada ao mTOR (Raptor), que facilita o recrutamento do substrato e garante
a correta localizagdo do complexo. Em acréscimo, este complexo possui duas subunidades que
interagem e inibem a atividade de mTOR, o substrato de Akt rico em prolina, de 40 kDa (PRAS40)
e a proteina de interagio a mTOR que contém o dominio DEP (DEPTOR) (1261271301311 /A principal
funcdo de mTORC1 consiste na ativagcdo da sintese proteica, do metabolismo de lipidos,

nucledtidos e glucose, assim como a regulacdo do turnover de proteinas. A sintese proteica €
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ativada pelo mTORC1 atraves da fosforilacdo dos substratos S6K1 e proteina 1 de ligagdo ao fator
de iniciacdo da traducdo eucariotica 1 (elFAE) (4E-BP1) [127: 1281,

O mTORC2 contém, a semelhanca de mMTORC1, o mLST8 e o DEPTOR na sua estrutura. No
entanto, contém um complexo com func¢&o idéntica ao Raptor, a proteina companheira de mTOR
insensivel & Rapamicina (Rictor) e a proteina de interacdo da cinase de mamiferos ativada por
Stress 1 (mSIN1) [?28-131 Este complexo promove, essencialmente, a proliferacéo e sobrevivéncia
celular. Isto porque fosforila e, consequentemente, ativa proteinas do grupo de Proteinas Cinases
A, B e C (AGC) como a Akt, cinase regulada por soro e glucocorticoides (sGK) e a proteina cinase
C (PKC) as quais estdo envolvidas na sobrevivéncia celular, anabolismo e progressdo do ciclo
celular. O mTORC2 fosforila a Akt na S473, uma das fosforilagdes necessaria a sua ativacdo. A
inativacdo do dominio Rictor deste complexo resulta na auséncia de fosforilacdo da Akt em
diversas espécies e em células humanas. No entanto, segundo estudos efetuados, a inibicdo de Akt
so afeta alguns substratos, como FOXO1 e FOX03 %1331, Como referido anteriormente, quando
fosforilados pela Akt, estes substratos sdo exportados para o citoplasma, ndo promovendo a
apoptose, e sdo uma estratégia frequentemente utilizada pelas células cancerigenas no processo
carcinogénico [126: 127, 1231]

Assim, 0 mTOR encontra-se envolvido na via PI3k/ Akt /mTOR, onde se encontram 0s principais
reguladores da sua atividade a montante, PI3K, Akt e PTEN. No entanto, existe outra via a
montante importante na regulacdo de mTOR: MAPK/ERK. Ambas as vias estdo associadas a
carcinogénese [126: 131, 134]

No cancro, a ativa¢do de mTOR pode derivar de varios mecanismos dado que a via na qual
se encontra esta desregulada em muitos tipos de cancro e a sua ativacao constitutiva esta associada
a transformaco e progressao tumoral [126. 128131, 1351 ' Efetivamente, como anteriormente referido,
a via PI3K/ Akt, da qual FOXO também integra, é a via mais mutada nos cancros humanos e a Akt
é uma das proteinas responsaveis pela inativacdo de FOXO. A Akt é fosforilada pelo PDK1 e,
também, pelo mMTORC?2 e, por sua vez, fosforila mTORCL1. Assim, a semelhanca do que foi referido
anteriormente, as proteinas up e downstream de Akt como mMTORC2 e mTORC1 sdo potenciais
alvos terapéuticos no cancro, sendo a sua inibicdo uma estratégia para garantir a funcionalidade de
FOXO e, portanto, anticancerigena [129: 130, 133, 134]

Atualmente, existem inibidores de MTORC1 e mTORC2 bem definidos, a Rapamicina e

Torin 1, respetivamente. Existem também derivados da Rapamicina: Everolimus, Deforolimus e
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Temsirolimus [118 126,127 135, 1361 ' Re|ativamente ao complexo mTORC?2, é insensivel & acdo da
Rapamicina e ndo existem inibidores bem definidos deste complexo. N&o obstante, segundo

Benavides-Serratoo A. et al, CID613034 consiste num inovador inibidor de mTORC2 (Figura 1.8)
[137,138]

TORIN 1

RAPAMICINA ——] miORcl  ™MTOR —

e o

— (-0

Figura 1.7- Esquema representativo da relacdo entre trés inibidores de mTOR (Rapamicina,
Torin 1 e CID613034) e Akt. A Akt pertence a via de sinalizacdo PI3K/Akt e a sua ativacdo esta
dependente da fosforilacdo de PDK1 e de mTORC2. A ativacdo desta proteina resulta, por um
lado na ativacdo do complexo mTORCL e, por outro lado, na exportacéao e inativacdo de FOXO. A
Rapamicina, Torin 1 e CID613034 sdo trés inibidores de mTOR com alvos diferentes: a
Rapamicina inibe mTORC1, CID613034 inibe mTORC2 e Torin 1 inibe mTOR.

1.5.1. Rapamicina

A Rapamicina (sirolimus) é um macrolido sintetizado pela bactéria Streptomyces
hygroscopicus que foi descoberto em 1972 na ilha Rapa Nui. Este farmaco possui atividade
antifungica, imunossupressora e anticancerigeno 126 1% A Rapamicina liga-se & Proteina 12 de
ligacdo ao FK506 (FKBP12), formando um complexo que inibe a atividade de mTOR ao interferir
com o seu dominio FRB. A inativacdo de mTOR impede a ligagdo da proteina Raptor, necessaria
para a fosforilagdo e controlo da atividade dos fatores 4E-BP1 e S6K1. Estas proteinas séo
reguladoras traducionais indispensaveis ao ciclo celular pelo que a sua desfosforilagdo resulta na
paragem do ciclo celular em G1 [126:127.130.1391 Agsjm este farmaco inibe diretamente o mTORC1

dado que ndo afeta 0 dominio Rictor de mTORC2. Nao obstante, inibe 0 MTORC2 devido a

Departamento de Medicina e Ciéncias Biomédicas da Universidade do Algarve- Andreia Lamy 27



Descoberta de moduladores de FOXO para tratamentos anticancerigenos e antienvelhecimento

inacessibilidade de mTOR quando ligado a este fArmaco. Ainda assim, existem efeitos de mTOR
que ndo sio totalmente inibidos pela Rapamicina [126-128. 136]

Os estudos efetuados mostram que a Rapamicina tem acdo anticancerigena uma vez que
inibe a progressdo do ciclo celular, o crescimento celular e proliferacdo de linhas celulares
cancerigenas (cancro do pulméo, glioblastoma, melanoma, entre outras) e induz a apoptose. Tem
ainda a capacidade de inibir a angiogénese por diminuir um fator importante neste processo, o
VEGF. No entanto, ndo existem estudos relativamente ao possivel ou ndo efeito da Rapamicina na
localizagdo de FOXO [128. 135, 136]

1.5.2. Torin 1

Torin 1 consiste num inibidor de mTOR extremamente potente e seletivo que compete pelo
sitio de ligacdo do ATP. O mecanismo de acdo deste farmaco permite a inibicdo completa tanto da
fosforilagido de mTORC1 como de mTORC2 e, consequentemente, dos substratos de mTOR 3
133, 134, 1371 Este composto bloqueia a fosforilacdo de 4E-BP1 e a fosforilagdo de Akt na S473
mediada por mTORCZ2, o que permite inibir o crescimento, sobrevivéncia e proliferagao de diversas
linhas celulares cancerigenas. Em acréscimo, Torin 1 tem a capacidade de inibir os efeitos de
MTOR ndo inibidos em células resistentes a Rapamicina. No entanto, a inibi¢cdo por Torin 1,
contrariamente & da Rapamicina, apresenta efeitos citotoxicos e citostaticos nas células [*32 1371,

Por fim, no que diz respeito a FOXO, ndo existe muita informacao disponivel. Ha estudos
com linhas celulares de leucemia que, quando tratadas com Torin 1, apresentam menores niveis de
expressdo de genes pro-apoptoticos e menor fosforilacdo de FOXO1. No entanto, ndo foi
estabelecida uma relacao entre estes eventos e ndo existe informacéo sobre a localizacdo de FOXO.
N&o obstante, o tratamento de linhas celulares de cancro do figado com Torin 1 resultou num
simultaneo aumento de FOXO1 nuclear e diminuicdo de FOXO. Neste estudo as células
cancerigenas também foram tratadas com Rapamicina, a qual ndo teve efeitos na localizagdo de
FOX0O1 [132, 136].

1.5.3. CID613034
CID613034, também denominado JR-AB2-00, é um farmaco descoberto e descrito como

inibidor de mTORC2. A descoberta de inibidores especificos de mTORC2 é relativamente recente
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e foi desenvolvida devido a estudos em linhas celulares de glioblastoma. O glioblastoma
corresponde ao cancro cerebral mais agressivo e apresenta resisténcia a diversas terapias
anticancerigenas. No caso especifico deste farmaco, foi descoberto através de um screening
(sistema de duplo-hibrido em levedura) de pequenas moléculas com capacidade de inibir a
interacdo entre mTOR e Rictor. O seu mecanismo de acdo baseia-se na ligagdo ao dominio Rictor
e, subsequente, inibicdo da sua ligagdo ao complexo. Este dominio é necessario para a atividade de
mMTORC2 pelo que a sua inibicdo compromete a atividade do complexo. Este inibidor demonstrou
capacidade ndo so de inibir a atividade de cinase de mTORC2, como a sobrevivéncia, motilidade
e capacidade de invasdo de linhas celulares de glioblastoma in vitro 2% 1381,

Posteriormente, foram desenvolvidos diversos farmacos analogos de JR-AB2-00, dos quais
se destaca 0 JR-AB2-011. Um segundo inibidor de mTORC2, mais potente e sem efeitos de
toxicidade significantes, comparativamente a CID613034 1138, O mecanismo de agéo €é idéntico ao
de CID613034 e os estudos efetuados permitiram observar a sua capacidade de retardar o
crescimento de xenografos de glioblastoma in vivo, assim como o aumento da sobrevivéncia 2%
138]_

N&o obstante, o trametinib consiste noutro farmaco anticancerigeno com atividade e efeitos
conhecidos previamente, mas que ndo apresenta estudos relativamente a possivel interferéncia na
localizacdo de FOXO.

1.6. TRAMETINIB

O trametinib é um inibidor ndo competitivo e altamente seletivo das proteinas MEK1 e
MEK2. E utilizado no tratamento de melanoma metastético de pacientes que apresentam mutagoes
caracterizadas pela substituicdo da valina (V) localizada na posicdo 600 pela glutamina (E) ou
lisina (K) V600E/K do gene BRAF, respetivamente. O farmaco pode ser administrado sozinho ou
em combinacdo com o dabrafenibe, um inibidor de BRAF. Estas mutacdes sdo frequentemente
encontradas neste tipo de cancro e sdo caracterizadas pela substituicdo da valina (V) localizada na
posicdo 600 pela glutamina (E) ou lisina (K) do gene BRAF, respetivamente 1321331351 Em
acréscimo, é utilizado no tratamento de Cancro do Pulmao de Células Nao-Pequenas (CPNPC) e
no cancro da tiroide [140-1441,

O mecanismo de acdo do farmaco consiste em inibir a ativacéo e atividade de cinase, tanto

de MEK1, como de MEK2. Os estudos demonstram que a proliferagdo celular das células
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cancerigenas diminui, ficam paradas na fase G1 do ciclo celular e entram em apoptose. No entanto,
estes efeitos ocorrem néo s nas células cancerigenas, como também nas normais [140: 143 1401

MEK faz parte da via de sinalizacdo da MAPK/ERK, a qual é responsavel pela regulacdo
de diversos processos celulares nomeadamente, diferenciacdo, sobrevivéncia, proliferacéo,
angiogénese e migragao (4141 A via MAPK/ERK é composta por uma pequena proteina G -Ras-
e por trés cinases- Raf, MEK e ERK- e esta frequentemente ativa de forma constitutiva em diversos
tipos de cancro, incluindo o melanoma. As mutagfes nos constituintes desta via resultam na
ativacdo constitutiva desta via e, consequentemente, na proliferacdo e sobrevivéncia de células
cancerigenas. As mutacfes no gene RAF referidas anteriormente sdo um exemplo disso mesmo,
porém, ainda que raramente aconteca, MEK também pode apresentar mutacdes [132 136-138, 140]

A atividade de MEK ¢é essencial para BRAF uma vez que ERK é o Unico substrato de ambas
as isoformas de MEK- 1 e 2. A cascata de sinalizacdo desta via € iniciada com a ativacdo da
pequena proteina G, Ras, que transmite o sinal para BRAF, fosforilando-o e ativando-o. O BRAF,
quando ativo, fosforila MEK1/2, o qual por sua vez fosforila ERK1/2 1401441461 Este (jltimo ativa
a transcricdo de diferentes fatores de transcri¢cdo envolvidos nos processos celulares controlados
nesta via enunciados anteriormente, como a proliferacdo. Assim, todas as proteinas desta via podem
ser alvos de estratégias anticancerigenas [140-142 147, 148]

Foi publicado um estudo por Lin L. et al (2018) onde diversos inibidores de MEK, incluindo
o trametinib demonstraram ter capacidade de induzir a apoptose em células de cancro colorretal
via expressao do PUMA dependente de FOXO. PUMA promove a apoptose € a sua atividade pode
ser induzida através do p53 ou por outras proteinas como FOX03a 142, Isto significa que um dos
mecanismos pelo qual o trametinib induz a apoptose de células cancerigenas esta associado com a
atividade de FOXO3a [141 143, 149],
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I1. OBJETIVOS

FOX ¢é uma familia de fatores de transcricdo que, quando se encontram ativos no nucleo,
controlam a transcricdo de genes alvo envolvidos em diversos processos bioldgicos fundamentais
na prote¢do contra o cancro e contra o envelhecimento. No entanto, esta proteina encontra-se no
citoplasma e, consequentemente, inactiva em muitos cancros humanos.

Assim, a reativacdo de FOXO é importante uma vez que permite ativar a atividade bioldgica
supressora de tumor de FOXO. A descoberta de compostos com esta capacidade de reativar a
localizacdo nuclear de FOXO pode consistir numa estratégia promissora no tratamento do cancro
e de doencas associadas com o envelhecimento.

Neste sentido, o objetivo principal do presente trabalho consistiu na descoberta de
diferentes compostos capazes de induzir a localizacdo nuclear de FOXO para potencial aplicacdo

futura em terapéuticas anticancerigenas e antienvelhecimento.
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I11. HIPOTESE

Segundo o cMAP, os compostos naturais Harmina e Piperlongumina apresentam potencial
para induzir um perfil transcricional inverso ao de TRIB2. A proteina TRIB2 é repressora de FOXO
e existem estudos que demonstram uma associagdo entre Harmina e Piperlongumina e a via
P13k/Akt em algumas linhas celulares [77: 90-92, 97, 99-101, 107]

Por outro lado, as microalgas e as Haloarqueas consistem em fontes de compostos naturais
com propriedades farmacoldgicas importantes em diversas areas de investigacao, incluindo a area
do cancro. Muitos dos compostos isolados apresentam propriedades anticancerigenas e elevado
potencial para estratégias terapéuticas (112113 116-118]

Por Gltimo, mTOR estd associado ao Akt, uma cinase que inativa FOXO. O uso de
compostos que inibem mTOR como a Rapamicina, Torin 1 e CID613034 sdo uma estratégia de
terapia anticancerigena. Em acréscimo, o trametinib consiste num inibidor de MEK1 e MEK2 com
atividade anticancerigena. Este fa&rmaco induz a apoptose em células cancerigenas e um dos
mecanismos descritos esta associado com a atividade de FOXO3a.

Neste sentido, os compostos descritos anteriormente estdo associados a FOXO e/ou a via
de sinalizacdo de FOXO, porém o potencial efeito destes compostos na localizacdo de FOXO néo
se encontra definido.

Assim, de forma a cumprir o objetivo anteriormente enunciado, estabeleceu-se a hipotese

que todos os compostos referidos anteriormente induzem a localizacdo nuclear de FOXO.
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IV. METODOLOGIA

O presente estudo foi dividido em 3 abordagens diferentes: uma abordagem bioinformatica,
um screening e uma candidate approach, de forma a cumprir o objetivo enunciado previamente
no capitulo 11 1322241

A abordagem bioinformatica consistiu no uso de ferramentas bioinformaéticas para a sele¢éo
de compostos com efeito terapéutico no contexto cancerigeno- Harmina e Piperlongumina e
subsequente estudo funcional.

O screening foi executado com diferentes extratos de microalgas no contexto da
colaboragéo com o Centro de Ciéncias do Mar (CCMAR) no projeto AlgaRED+. O screening foi
também executado com diferentes extratos de Haloarqueas e de extratos proteicos, extratos
pigmentares e extratos celulares destes mesmos microrganismos no contexto da colaboracdo com
0 Campus de Excelencia Internacional Global del Mar (CEIMAR) da Universidade de Huelva.

A candidate approach consistiu na selecéo de farmacos com atividade e efeitos conhecidos,
nomeadamente trés inibidores da Proteina Alvo da Rapamicina em Mamiferos (mMTOR) -

Rapamicina, Torin 1 e CID613034- e ao Trametinib.

IV.1. CULTURA DE CELULAS

Com o objetivo de estudar a capacidade de os compostos utilizados neste estudo induzirem
a translocacdo de FOXO para o nucleo, recorremos a um modelo celular. A cultura de células
consiste num conjunto de técnicas que permite a manutencao e crescimento de linhas celulares em
condicdes artificiais e foi utilizada no presente estudo para viabilizar a monitorizacdo da
localizacdo subcelular da proteina FOXO.

Esta técnica requer condicBes controladas para evitar a introducdo de microrganismos e
garantir um ambiente esteril, pelo que todos os procedimentos foram executados numa camara de
fluxo laminar biosafety class Il cabinet (Telstar ®, Reino Unido), com os materiais a serem utilizados

previamente autoclavados e desinfectados com etanol a 70%.

IV.1.1. Linhas celulares
No presente estudo foi utilizada a linha celular U20S (linha celular de osteossarcoma

humano) facultada pela American Type Culture Collection (ATTC). Para a linha celular U20S,
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possuimos diversas linhas isogénicas, estaveis (U20S #770, U20S FOXO e U20S NES), as quais

foram geradas anteriormente no laboratorio e se encontram descritas na Tabela IV.1.

Tabela IV.1-Lista de linhas celulares utilizadas no presente estudo. A origem, manipulacéo
realizada, mutacgdes e niveis de FOXO3a de cada uma das linhas celulares esté indicado na lista.
*p-p38 refere-se a p38 no estado fosforilado.

Linha celular Manipulagio Niveis de FOXO3a

U208
Osteossarcoma - - Enddgenos
PARENTAL
Sobrexpressao de
U20S #770  Osteossarcoma - Endogenos
GFP
Elevados
Sobrexpressao de
U20S FOXO Osteossarcoma - (endogeno +
FOXO-GFP
exdgeno)
Sobrexpressao de
U20S NES  Osteossarcoma - Endogenos

NES-GFP

IV.1.2. Descongelamento de células

As linhas celulares utilizadas estavam congeladas a -150°C em 100 pL de Dimetilsulféxido
(DMSO-Fisher Chemical, Reino Unido) e 900 pL de Meio Eagle Modificado por Dulbecco, com
Ultraglutamina, 4,5 g/L de Glucose (DMEM/HIGH GLUCOSE-HyClone, Logan) e suplementado
com 10% de Soro Bovino Fetal (SBF -Biowest, América do Sul) e 1% de Penicilina/Estreptomicina
100X (Pen/Strep-PanReac AppliChem, Portugal). Este meio suplementado (DMEM completo) foi
utilizado na cultura das linhas celulares ao longo deste projeto. Assim, 0 processo de
descongelamento consistiu na rapida colocacao do(s) tubo(s) criogénico(s) em banho termostatico
(Clifton, Reino Unido) a 37°C e posterior transferéncia das células para uma placa de cultivo celular
de 35 mm x 10 mm com 7 mL de DMEM completo pré-aquecido a 37°C. As placas foram mantidas
em cultura numa incubadora Thermo Electron Corporation 311 (AVANTEC, Canada) a 37°C e com

5% de dioxido de carbono (CO2). No dia seguinte, 0 meio de cultura foi substituido por meio
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DMEM completo dada a citotoxicidade associada aos vestigios de DMSO que poderiam estar

presentes.

IV.1.3. Manutencdao e cultura das linhas células

As células foram observadas ao Microscopio Invertido de Fluorescéncia (Carl Zeiss,
Estados Unidos da Ameérica), diariamente, de forma a garantir que tinham nutrientes suficientes e
0 pH correto ao seu crescimento, observavel pela mudanga de cor do meio. Quando uma placa
estava entre 80% a 90% coberta de células em monocamada, ou seja, 80% a 90% confluente,
procedeu-se a sua passagem para uma nova placa. A confluéncia refere-se a percentagem da
superficie da placa de cultura que esta coberta de células. Neste procedimento, aspirou-se 0 meio
antigo e lavou-se as células duas vezes com cerca de 3 mL de Tampdo Fosfato-Salino 1X (PBS-
VWR CHEMICALS, Reino Unido). Este passo € extremamente importante dado que nos permite
eliminar qualquer vestigio de SBF presente no meio. O SBF, quando presente, anula a acdo da
enzima tripsina utilizada no passo seguinte para descolar as células da superficie das placas, assim
como separéa-las umas das outras, sem alterar a sua forma, estrutura e metabolismo. Assim,
procedeu-se a incubacdo a 37°C durante 5 minutos com 1 mL de tripsina 1.5 X (Sigma Aldrich,
Estados Unidos da Ameérica (EUA)) diluida em PBS 1X. O processo de tripsinizacdo foi
interrompido através da adicdo de DMEM completo as células em suspensdo, o qual contém SBF.
As células foram recolhidas para um tubo falcon de 15 mL e centrifugadas numa centrifuga (VWR,
Taiwan) a 1000 rota¢cBes por minuto (rpm) durante 4 minutos. Seguidamente, as células foram
ressuspendidas em 1 mL de meio e semeadas em placas de 35 mm x 10 mm com 7 mL de meio.

Quando necessario, plagueou-se um ndmero exato de células de acordo com a experiéncia

a realizar e, para o efeito, procedeu-se a contagem de células.

IV.1.4. Contagem de células
A contagem de células foi realizada com recurso a uma camara de Neubauer (Blau brand,

Alemanha) que é o método de quantificagéo direta mais utilizado em cultura de células.
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Figura 1V.8- Representacao
esquematica dos quadrantes da
camara de Neubauer. A camara de
Neubauer possui 9 quadrantes que
permitem a contagem do ndmero de
células. Cada quadrante tem uma area
de 1 mm? (I mm x 1mm). A
profundidade da camara é 0,1 mm.
Neste estudo foi realizada a contagem
do ndmero de células vidveis nos
quadrantes A, B, C e D. Os restantes
quadrantes foram desprezados. No
final, a média do numero de células
nestes 4 quadrantes foi calculada.
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A camara de Neubauer consiste numa lamina de
vidro dividida em 9 quadrantes externos, por sua vez
constituidos por 16 quadrados internos cada. Apds a
centrifugacdo das células, retirou-se 10 uL de suspensao
de celulas e adicionou-se 10 puL de Azul de Tripano
(Sigma Aldrich, Reino Unido). O Azul de Tripano € um
corante utilizado para distinguir as células viaveis e as ndo
viaveis. As células vidveis ndo ficam coradas porque tém
a membrana plasmatica intacta e, consequentemente,
impermeavel ao corante.

No entanto, as células danificadas e/ou mortas
(ndo viaveis), cuja membrana é permeavel ao corante,
apresentam coloragéo azul. Desta mistura, pipetou-se 10
KL na depressdo central da cdmara de Neubauer, a partir
da qual se procedeu a contagem celular por analise
microscopica. Contaram-se 0s 4 quadrantes externos (A,
B, C e D) representados no esquema da Figura 1V.9 e
calculou-se o nimero de células viaveis de acordo com a

equacao IV.1.
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Equacdo I1V.1- Formula utilizada para o calculo do numero de células por mililitro de
suspensdo celular. A concentracdo de células, ou seja, o0 nimero de células por mililitro de
suspensdo celular é calculado pela formula apresentada. O numero de células nos quadrantes, é
contado e dividido pelo nimero de quadrantes. Neste caso, contou-se o numero de células nos
quadrantes A, B, C e D e dividiu-se por 4. A média obtida é multiplicada pelo Fator de diluig&o.
Neste caso, o Fator de diluicdo era 2 (10 pL da mistura de 10 pL de suspensao celular + 10 uL de
Azul de Tripano). No final, o valor é corrigido através do Fator de corre¢do da camara. Este Fator
corresponde ao inverso do volume da cAmara. O volume da camara é 0,1 mm?3 (Imm x 1mm x
0,1mm), equivalente a 0,1 puL ou 10* mL. O inverso do volume da cdmara é 1/10“ ou 10%. A
formula aplicada neste caso foi ((A+B+C+D) /4 x 2 x 10%).

Nuamero de células/mL = Niq X Fd X Fcc

x = Soma do nimero de células nos quadrantes contabilizados (A, B, C, D)
Ng= Numero de quadrantes (4)

Fd= Factor de diluicdo (2)

Fcc= Factor de correcgdo da cAmara (10%)

1V.1.5. Tratamento com compostos

Como anteriormente referido, neste estudo foram realizadas trés abordagens distintas: uma
abordagem bioinformética, um screening e uma candidate approach. Neste contexto, as linhas
celulares foram tratadas com diferentes farmacos (BEZ235, CID613034, Leptomicina B,
Rapamicina, Torin 1, Trametinib), pigmentos fotossintéticos (Fucoxantina), compostos naturais
(Harmina, Piperlongumina), extratos de microalgas (Algl-Algl8), extratos de Haloarquea (Alg19-
Alg22 e ALg26-Alg29) e extratos proteicos (Alg23 e Alg30), extratos pigmentares (Alg24 e Alg31)
e extratos celulares (Alg25 e Alg32) de Haloarquea e péptidos (Pepl, Pep2, Pep3). Em acréscimo,
as linhas celulares foram tratadas com diferentes fracGes da Algll (F1-F4 e EPS). Todos estes
compostos, assim como o solvente e fornecedor correspondentes estdo descritos nas Tabelas V.2
e lV.3.
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Tabela IV.2-Lista de farmacos e compostos naturais utilizados no estudo. O solvente e o
fornecedor de cada composto e farmaco estdo indicados.

Composto Solvente Fornecedor
CID613034 DMSO Vitasmlab, Hong Kong
Fucoxantina DMSO CCMAR
Leptomicina B Etanol Sigma, EUA
Rapamicina DMSO CalbioChem, Alemanha
Torin 1 DMSO Tocris BioScience, Reino

Unido
CID613034 DMSO Sigma, EUA
Harmina DMSO Acros Organics, India
Piperlongumina DMSO Cayman Chemical, EUA
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Tabela IV.3-Lista dos extratos proteicos, pigmentares, celulares de Haloarqueas e dos
extratos de microalgas e péptidos e fracbes de Algll utilizados no estudo. O solvente, o
fornecedor e a concentracdo dos péptidos e fragdes estdo indicados.

Solvente Fornecedor Concentracao (ng/pL
Algl DMSO CCMAR 39,4
Alg2 DMSO CCMAR 66
Alg3 DMSO CCMAR 42,8
Alg4 DMSO CCMAR 32,2
Algb DMSO CCMAR 24,6
Algb DMSO CCMAR 43
Alg7 DMSO CCMAR 34,8
Alg8 DMSO CCMAR 84,2
Alg9 DMSO CCMAR 31,2
Alg10 DMSO CCMAR 40,2
Algll DMSO CCMAR 51
Algl2 DMSO CCMAR 28,4
Algl13 DMSO CCMAR 19,4
Algl4 DMSO CCMAR 47,4
Algl5 DMSO CCMAR 15,8
Algl6 DMSO CCMAR 17,8
Algl7 DMSO CCMAR 42,6
Algl8 DMSO CCMAR 59,8
Alg19 DMSO CEIMAR 500
Alg20 DMSO CEIMAR 500
Alg21 DMSO CEIMAR 500
Alg22 DMSO CEIMAR 500
Alg23 DMSO CEIMAR 500
Alg24 DMSO CEIMAR 200
Alg25 DMSO CEIMAR 500
Alg26 DMSO CEIMAR 500
Alg27 DMSO CEIMAR 500
Alg28 DMSO CEIMAR 500
Alg29 DMSO CEIMAR 500
Alg30 DMSO CEIMAR 500
Alg31 DMSO CEIMAR 200
Alg32 DMSO CEIMAR 500
F1 DMSO CCMAR 500
F2 DMSO CCMAR 500
F3 DMSO CCMAR 500
F4 DMSO CCMAR 416,67
EPS DMSO CCMAR 500
Pepl DMSO CEIMAR 10
Pep2 DMSO CEIMAR 10
Pep3 DMSO CEIMAR 10
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Apo6s o tratamento, as células foram analisadas a nivel da localizagdo subcelular de
FOXO3a, da proteina (analise proteica) e do mARN (analise transcriptomica) através de
metodologias diferentes, nomeadamente Microscopia de Fluorescéncia, Western Blot e Reagcdo em
Cadeia da Polimerase Quantitativa (QPCR) da Transcricdo Reversa em Tempo Real (RT) (RT-
gPCR). A localizacdo subcelular de FOXO3a foi acedida de modo a clarificar o efeito dos
diferentes compostos nesta proteina. A analise protedmica foi realizada com o objetivo de observar
o0 estado de fosforilagdo de Akt e FOXO3a. A analise transcriptomica foi executada de forma a
expressdo genética dos genes alvo de FOXO3a nas células, quando tratadas com diferentes
compostos.

IV.2. MIROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

A microscopia de fluorescéncia é uma técnica que permite a monitorizacao da localizacao
subcelular e dinamica de proteinas de interesse em diversos contextos. Isto através da marcacgéo da
proteina de interesse com sondas fluorescentes ou da producédo de proteinas de fusdo, constituidas
pelo gene de interesse e pela proteina fluorescente. A identificacdo de estruturas celulares
fluorescentes pela microscopia de fluorescéncia revela, assim, a presenca de uma determinada

proteina em estudo.

IV.2.1 Fixacdo, marcacdo de células e preparacao de laminas

Para os ensaios de fluorescéncia, foram plaqueadas 40 000 células em placas de 24 po¢os
cobertas com lamelas (VWR, Bélgica). No dia seguinte, as células foram incubadas com os
respetivos compostos e meio DMEM novo durante o tempo especificado para cada experiéncia.
No final do tratamento, as células foram lavadas duas vezes com PBS e fixadas com 100 uL de
paraformaldeido (PFA-Fisher Scientific, Reino Unido) 4% durante 10 minutos, a temperatura
ambiente. Seguidamente, as células foram novamente lavadas trés vezes com PBS e armazenadas
a 4°C para posterior analise. No dia seguinte, as lamelas foram montadas em laminas (Thermo
Scientific, Alemanha) utilizando o meio de montagem aquoso UltraCruz ® (Santa Cruz
Biotechnology, Portugal). O meio de montagem contém 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI),
um marcador fluorescente que possibilita a visualizacdo do nucleo das células uma vez que se liga

a regides do ADN ricas em adenina-timina. Quando ligado a estas regides produz fluorescéncia
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azul. As lamelas (VWR, Bélgica) foram seladas com verniz transparente e guardadas a 4°C, ap0s

secagem.

IV.2.2 Anélise microscépica

A localizacdo subcelular de FOXO-Proteina Verde Fluorescente (GFP) nas células foi
monitorizada através da observacdo das preparacdes nos canais GFP (verde) e DAPI (azul) ao
Microscopio trinocular Vertical de Fluorescéncia Motorizado Axiolmager Z2 (Carl ZEISS,
Alemanha) com camara fotografica (AxioCamHR3) acoplada ao sistema de analise de imagem
AxioVision 4.8.2. O canal GFP permite visualizar a proteina de interesse dado que as linhas
celulares com proteinas de fusdo de um gene de interesse e GFP apresentam fluorescéncia verde
nos locais onde esta se encontra. O canal DAPI permite visualizar o nlcleo através da observacdo
de fluorescéncia azul. Assim, através destes dois canais observou-se a localizagcdo nuclear e/ou
citoplasmatica de FOXO-GFP nas células. A capacidade dos diferentes compostos induzirem a
translocacdo nuclear de FOXO-GFP foi determinada pela analise, aquisi¢do de imagens dos dois
canais e, posterior, quantificacdo das células com localizacdo nuclear e/ou citoplasmatica de
FOXO-GFP. A observacdo e aquisicdo de imagens das preparacdes foi realizada com recurso as
objetivas 20X e 40X. A analise de imagens foi realizada no programa de analise de imagem Image

J 1.52, acoplado a extensdo Fiji.

1V.2.3 Quantificacdo

A localizacdo subcelular de FOXO-GFP analisada ao microscopio foi confirmada pela
quantificacdo, por dois métodos distintos, das células. Inicialmente, rastreou-se a lamela, de acordo
com a Figura V.10, de modo a contar 250 células individuais para cada condi¢do experimental.
As células foram distribuidas de acordo com trés categorias: nuclear, citoplasmatica e nuclear e
citoplasmatica. O nimero de células contadas foi convertido em graficos com a percentagem de
células com FOXO-GFP no ndcleo. A contagem das lamelas representativas de uma experiéncia

foi realizada no mesmo dia, com o objetivo de garantir a fiabilidade dos resultados.
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Figura 1V.9-Representacdo esquematica
do método utilizado para quantificacao
manual de FOXO-GFP nuclear. A
quantificacdo de FOXO-GFP nuclear foi
realizada ao rastrear a lamela na sua
totalidade. Foram contadas 250 células
individuais e foi feito um scoring das que
apresentavam FOXO-GFP no nucleo.

Numa fase posterior, procedeu-se a quantificacdo automatica de células com FOXO-GFP
nuclear de forma a reduzir a variabilidade humana. Este método consistiu na aquisicao de cerca de
15 imagens por lamela. As imagens foram, seguidamente, quantificadas automaticamente com o
auxilio do Dr. Diego Megias, diretor da Unidade de Microscopia Confocal do Centro Nacional de
Investigaciones Oncologicas (CNIO) com recurso ao programa Definiens Developer 2.5.
Inicialmente, o programa identifica e segmenta o nicleo das células no canal DAPI.
Posteriormente, simula o citoplasma na é&rea circundante ao ndcleo. Quando ambos o0s
compartimentos estdo definidos, o programa quantifica o sinal de GFP e calcula a razdo da
intensidade do sinal no ndcleo e no citoplasma. A razdo da intensidade do sinal destes
compartimentos nas células tratadas com o controlo negativo foi calculada de forma a estabelecer
um valor limite. Este valor permitiu identificar e quantificar as células com FOXO no ndcleo nos

diferentes tratamentos.

IV.2.4. Anélise estatistica

Todas as experiéncias foram realizadas independentemente trés vezes, a excecdo das
experiéncias com os extratos de microalgas, extratos de Haloarqueas, extratos proteicos, extratos
pigmentares e extratos celulares de Haloarqueas, péptidos, pigmento fotossintético (realizado uma
vez) e fragbes da Algll (realizado duas vezes). Os valores resultantes da quantificacdo foram
expressos em média e desvio padrdo (SD) ou erro padrdo da média (SEM), de acordo com 0s
replicados em questdo. Os valores expressos foram, entdo, convertidos em gréaficos. As analises

estatisticas foram realizadas com recurso ao programa GraphPad Prism 7.
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IV.3. WESTERN BLOT

O western blot é uma técnica utilizada para detetar proteinas especificas de um complexo
proteico, assim como modificacbes pds-traducionais em proteinas. A analise microscopica e
quantificacdo das células demonstrou que alguns dos compostos analisados induzem a translocacao
nuclear de FOXO-GFP. Como anteriormente referido, a regulagdo de FOXO é principalmente
realizada por modificagcdes pds-traducionais. Assim, o western blot foi utilizado com o objetivo de
analisar uma das modificacdes pos-traducionais, a fosforilacdo, de FOXO e Akt apds o tratamento
com diversos compostos. O processo é baseado na separacdo das proteinas pelo seu peso molecular
através de eletroforese, seguida de transferéncia para uma membrana e na utilizacao de anticorpos

especificos para detecdo da(s) proteina(s) de interesse.

IVV.3.1. Extracdo de proteina total

Para os ensaios de western blot, foram plagueadas duas placas de 35 mm x 10 mm para
cada composto utilizado, de forma a extrair a proteina total. Quando as placas apresentavam a 70%
de confluéncia, mudou-se o meio para meio Solucdo salina equilibrada de Earl (EBSS), nos casos
em que isto se aplicou. No dia seguinte, o0 meio foi substituido por meio DMEM completo e as
células foram incubadas com os respetivos compostos durante o tempo especificado para cada
experiéncia.

No final do tratamento, lavaram-se as células com 2 mL de PBS 1X e adicionou-se 100 pL
de tamp#o de lise celular (CST) preparado de fresco , o qual é composto por Agua (H20); Tris 1M
pH 7.5 (Fisher Scientific, EUA); Cloreto de sodio (NaCl) 5M (Merck, Alemanha); Triton X-100
5% (Amresco, Ohio); NaF 1M (VWR, Uni&o Europeia (UE)); Acido etilenodiaminotetracético
0.5M (EDTA- Sigma Aldrich, EUA); Acido bis-(2-aminoetil) etilenoglicol-NNN'N'-tetracético
0.5M (EGTA- AppliChem, Alemanha); Pirofosfato 200 mM (Santa Cruz, Dallas); B-Glicerol
Fosfato 1M (b-g-p- Santa Cruz, Dallas); Ortovanadato de s6dio 100 mM (OVO4- Sigma Aldrich,
EUA); Caliculina A 100 uM (Santa Cruz, Dallas) e Cocktail de Inibidores de Protéases (PIC-
Sigma Aldrich, EUA). Este tamp&o tem como fungdo romper a membrana citoplasmatica das
células de forma a obter lisados proteicos. As placas foram raspadas e os lisados proteicos
transferidos para tubos eppendorfs de 1,5ml. Os tubos com os lisados foram incubados a 4°C
durante 15 minutos num agitador orbital (Labnet International, EUA) e posteriormente

centrifugados numa centrifuga (VWR, Japéo) a 4°C durante 15 minutos, a uma velocidade maxima
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de 215 000 g. Apos este intervalo de tempo, procedeu-se a recolha do sobrenadante para novos
tubos eppendorfs. Os procedimentos anteriores foram efetuados em gelo com vista a garantir a

integridade das proteinas extraidas.

1VV.3.2. Quantificacdo de proteina total

A quantificacdo de proteina total das amostras foi realizada pelo ensaio de Bradford
(NZYTech, Portugal). Este ensaio ¢ um método colorimétrico que se baseia na alteracdo de uma
cor acastanhada do corante azul brilhante de Coomassie G-250, quando em solucéo &cida, para
uma cor azulada na presenca de proteina. A quantificacdo das proteinas é realizada através da
preparagdo de uma curva padrdo de Albumina de Soro Bovino (BSA) (ThermoFisher Scientific,
EUA), uma proteina com concentragdes conhecidas (Figura IV.11).

D

'y ?‘l‘v%?%@‘!‘v

2000 pg/mL 1000 pg/mL 800 pg/miL 600 pg/mL 300 pg/mL 150 pg/mL 0 pg/mL

Figura 1V.10-Preparacdo da reta padrdo de BSA e das amostras de concentracéo
desconhecida. A reta padrdo de BSA ¢ obtida através de diluicdes em série de uma solugdo-mae
de BSA a 2000 mg/mL em H2O. As diferentes concentragcdes da reta padrdo de BSA estéo
representadas de A a G. As amostras de concentracdo desconhecida também foram diluidas 1:10
em H0O (5 pL amostra + 45 pL H20), representada por X.

Esta reta representa a concentracdo de BSA (y) em funcdo da absorvancia (x) pelo
que a substituicdo dos valores de absorvancia das amostras na recta y=mx +b permite obter
a sua concentracdo. Para isto, seguiu-se 0 esquema apresentado na Figura 1V.12, onde se
comegou por diluir 5 pL de cada amostra de concentracédo ndo conhecida em 45uL de H20
(1:10). Posteriormente, foram adicionados 5 pL de cada solucdo-padréo e de cada amostra
de concentracgdo nédo conhecida, em duplicado, e 250 pL de reagente de Bradford numa placa
de 96 pocos (Figura 1V.12). As absorvéncias foram lidas a 595 nM num Luminémetro Glo-

Max (Promega, EUA) e calculou-se a concentracdo total das amostras através da reta-padrao.
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Figura 1V.11- Preparacéao de placa de 96 pocos para ensaio de Bradford. As diferentes solucdes
padrdes (A1-G1) e amostras de concentracdo desconhecida (A2-G2 e Az-Gz) foram adicionadas a
placa de 96 pocos. Foram adicionados 5 pL de cada uma e 250 pL de reagente de Bradford. As
amostras de concentracdo desconhecida foram preparadas em duplicado. Este processo foi
necessario para determinar a concentracao das proteinas e a quantidade de amostra a ser carregada
no gel de poliacrilamida.

I1VV.3.3. Preparacdo de amostras

Todas as amostras foram ajustadas a mesma concentragdo com tampdo de Laemmli 6X
(TrisHCI 0.2 M pH 6.8 (Sigma Aldrich, EUA), glicerol 40% (Sigma Aldrich, EUA), azul de
bromofenol 0.04% (Santa Cruz, Dallas), Dodecil Sulfato de sddio (SDS) 0.3M (Applichem,
Alemanha), B-Mercaptoetanol 20% (Sigma Aldrich, Steinheim)) e CST. O tampéo de Laemmli é
um tampao de corrida, composto por B-Mercaptoetanol que reduz as ligag@es dissulfito intra e inter-
moleculares. O SDS desnatura as proteinas, conferindo uma carga negativa que permite a separa¢do
das proteinas pelo seu peso molecular, ao migrarem para o polo positivo. O azul de bromofenol
permite observar a corrida das amostras e o glicerol confere densidade as amostras para que possam
ser depositadas no respetivo pogo. Por fim, as amostras foram desnaturadas ao serem aquecidas a
100°C durante 5 minutos num bloco térmico Thermo-Shaker (Biosan, UE). A desnaturacdo das

amostras permite a migracéo das proteinas no gel apds a aplicacdo de corrente elétrica.
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IVV.3.4. Eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE)

SDS-PAGE € uma técnica utilizada para separar as proteinas de uma amostra de acordo
com o seu peso molecular. O gel tem duas fases, a de concentracdo (stacking) e a de corrida ou
resolugdo (running). A primeira garante que as proteinas pipetadas em cada pogo do gel ficam
concentradas, fazendo com que a corrida no running gel se inicie a0 mesmo tempo e aumentando
a resolucdo das proteinas separadas. A segunda serve para as proteinas migrarem e se separarem
de acordo com o seu peso molecular.

Inicialmente, o stacking gel ( 312.5 pL de Tris 1 M, pH 6.8 (Sigma Aldrich, EUA), 312.5
ML de Solucdo de Acrilamida: Bis-acrilamida 29:1 (Fisher Scientific, EUA), 2. mL de H.O Mili-
Q, 25 pL de SDS 10% (Applichem, Alemanha), 12.5 uL de Peroxodissulfato de diaménio 25%
(APS- Sigma Aldrich, EUA) e 7.5 uL de N, N, N, N-Tetrametil-Etilenodiamina (TEMED- Santa
Cruz Biotechnology, Dallas)) e o running gel foram preparados (3 mL de Tris 1 M, pH 8.8 (Sigma
Aldrich, EUA), 2 mL de Solucéo de Acrilamida: Bis-acrilamida 29:1 (Fisher Scientific, EUA), 2.9
mL de H20 Mili-Q, 80 pL de SDS 10% (Applichem, Alemanha), 32 pL de APS 25% (Sigma
Aldrich, EUA) e 12 uL de TEMED (Santa Cruz Biotechnology, Dallas)), sendo que a percentagem
do running gel utilizada foi de 10%. A percentagem adequada do running gel de um western blot
depende do tamanho da(s) proteina(s) de interesse em questdo. Assim, as quantidades dos reagentes
do running gel enunciadas anteriormente sao referentes a percentagem utilizada neste trabalho. Em
acréscimo, as quantidades dos reagentes do stacking gel enunciadas anteriormente sdo referentes a
uma unidade de stacking gel. O APS é um agente oxidante que inicia a polimerizacdo de acrilamida
a bis-acrilamida. E usado juntamente com o TEMED, o qual catalisa a reagdo de polimerizagéo.
Numa fase seguinte, carregou-se 25 a 30 pL por poco das amostras e 3 pL do marcador NZY Blue
Protein Marker (NZYtech, Portugal) foram carregados no gel. Iniciou-se a Eletroforese em SDS-
PAGE numa camara submersa em tampéao de corrida 1X (Tris (Sigma Aldrich, EUA), Glicina
(Sigma Aldrich, Belgica), SDS (Applichem, Alemanha), H-O Mili-Q) ligada a uma fonte de energia
da Bio-Rad. Por fim, aplicou-se uma corrente elétrica inicial de 75 V e, quando as proteinas estavam

no running gel, subiu-se para 150 V. O procedimento esta representado na Figura IV.13.
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Figura 1V.12- Representacdo esquematica da separacao de proteinas em SDS-PAGE. O gel é
composto por duas fases, o stacking gel e o running gel. As proteinas desnaturadas sdo
carregadas no gel e quando a corrente elétrica é aplicada comecam a corrida em direcdo ao polo
positivo. Inicialmente ficam concentradas devido ao stacking gel e quando chegam ao running gel
sdo separadas de acordo com o seu peso molecular. As proteinas de menor peso molecular migram
mais facilmente através da rede formada pela poliacrilamida enquanto que as de maior peso
molecular migram menos. Adaptado de Bio-Rad. A Guide to Polyacrylamide Gel Electrophoresis
and  Detection.  https://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/Isr/literature/Bulletin_6040.pdf.
Acesso em: 15.05.19 1501

IVV.3.5. Transferéncia para membrana

Apbs a Eletroforese, as proteinas separadas no gel foram transferidas para uma membrana
de nitrocelulose Amersham™ Protan ™ de 0,2 pm (GE Healthcare, Alemanha) pelo método
sanduiche. Neste método, fez-se uma sanduiche que é constituida por duas esponjas com dois
papéis de filtro, a membrana, o gel e uma Gltima camada de mais dois papéis de filtro no seu interior
(Figura 1V.14). Para a transferéncia ocorrer, a sanduiche foi colocada numa camara submersa em
tampé&o de transferéncia 1X (Tris (Sigma Aldrich, EUA), Glicina (Sigma Aldrich, Bélgica), Metanol
20% (VWR, Franca), H20 Mili-Q ligada a uma fonte de energia da Bio-Rad. No final, aplicou-se

uma corrente elétrica de 75 V durante 90 minutos.
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Figura 1V.13-Representacdo esquematica da transferéncia pelo método sanduiche. No
western blot, as proteinas separadas no gel sdo transferidas para uma membrana e existem diversos
métodos de transferéncia. No método da sanduiche, a transferéncia ocorre com o material indicado
(esponja, dois papéis de filtro, gel, membrana, dois papéis de filtro e esponja). Para isto, é aplicada
uma corrente elétrica e as proteinas migram na direcéo do catodo (polo positivo), para a membrana.

1VV.3.6. Bloqueio

Apos a transferéncia, a membrana foi bloqueada através da incubacdo com leite magro em
p6 a 5%, dissolvido em Tampdo Salino Tris com Tween 20 (TBS-T 1X (Sigma Aldrich, EUA),
NaCl (Merck Millipore, Alemanha), Tween 20 (Merck Millipore, UE), H.O Mili-Q) durante 60
minutos em agitacdo, a temperatura ambiente num agitador orbital (Labnet International, UE). A
membrana de nitrocelulose tem alta afinidade por diversas proteinas. E essencial bloquea-la para
evitar que os anticorpos se liguem a proteinas inespecificas da membrana, ou seja, garantir que se
ligam unicamente & proteina de interesse. Assim que terminou a transferéncia, as membranas foram

lavadas 3 vezes com TBS-T 1X, em agitacdo durante 5 minutos.

IVV.3.7. Incubacdo com anticorpos (primario e secundario)

As membranas foram incubadas com os anticorpos primarios indicados na Tabela IV.4. A
incubacéo foi em agitacéo, a 4°C num agitador orbital (Labnet International, UE). No dia seguinte,
as membranas foram lavadas 3 vezes com TBS-T 1X, em agitacdo durante 5 minutos e,

posteriormente, foram incubadas com os anticorpos secundarios indicados na Tabela IV.4. A
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incubacéo foi feita durante 60 minutos em agitacao, a temperatura ambiente. O anticorpo primario
reconhece e liga-se ao antigenio, ou seja, a proteina de interesse, presente na membrana enquanto
que o secundario reconhece o anticorpo primario. Estes anticorpos secundarios estdo conjugados
com a enzima peroxidase de rdbano silvestre (HRP). Quando a incubagdo com o anticorpo
secundario terminou, as membranas foram novamente lavadas 3 vezes com TBS-T 1X, em agitacdo

durante 5 minutos.

Tabela IV.4-Lista de anticorpos primarios e secundéarios utilizados nos westerns blots deste
estudo. O fornecedor, o nimero de catalogo, a diluicdo, a espécie e o solvente estdo indicados. *
p-Akt e p-FOXO3a refere-se a Akt e FOXO3a no estado fosforilado, respetivamente. ** GAPDH=
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase

Nimero de
Anticorpo Fornecedor Diluicio | Espécie | Solvente

catalogo

Cell Signaling
Akt 9272 1:1000 Coelho BSA
Technology
Santa Cruz
p-Akt* S473 ‘ sc-7985 1:500 Coelho BSA
Biotechnology
‘E Santa Cruz
“g FOXO3a ' sc-48348 1:250 Ratinho BSA
= Biotechnology
A
p-FOXO3a* Santa Cruz
) sc-101683 1:1000 Coelho BSA
S253 Biotechnology
Santa Cruz
GAPDH** ‘ sc-25778 1:5000  Coelho BSA
Biotechnology
GE Healthcare Life Leite
= Anti-rabbit ‘ NA934 1:10000  Burro
5 Sciences magro
§ _ GE Healthcare Life Leite
o Anti-mouse NA931 1:10000  Ovelha
z Sciences magro
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1VV.3.8. Detecao quimioluminescente

No momento da revelacdo, € adicionado o substrato da enzima utilizada que neste caso € a
HRP e esta conjugada ao anticorpo secundario. Na presenca de peroxido de hidrogénio (H203), a
enzima é oxidada e produz um produto luminescente. Assim, as membranas foram incubadas
durante 5 minutos com o reagente quimioluminescente (ECL- Solugédo 1 (Luminol 1.25 mM (Sigma
Aldrich, EUA), Acido p-cumarico 0.2 mM (Sigma Aldrich, Reino Unido), Tris 0.1 M pH 8.5
(Sigma Aldrich, EUA), H20 Mili-Q): Solucdo 2 (H202 0.01% (VWR, UE), Tris 0.1 M pH 8.5
(Sigma Aldrich, EUA), H20 Mili-Q)) caseiro em agitacdo. O luminol e o &cido p-cumarico foram
preparados em DMSO. O sinal foi detetado através do Sistema de imagem ChemiDoc™ XRS+

System (Bio-Rad, EUA), acoplado ao programa Image Lab 4.0 para andlise e detecdo de imagens.

IV.4. RT-gPCR

O RT-gPCR é umatécnica utilizada no estudo quantitativo da expressao genética. A técnica
consiste na transcricdo de ARN em ADN complementar (CADN) pela enzima transcriptase reversa.
O cADN é amplificado por PCR em tempo real/quantitativo (qPCR), o que permite detetar e
quantificar os produtos de amplificagio obtidos em tempo real & 371,

O RT-gPCR foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito de Harmina e Piperlongumina

na regulacao dos niveis transcricionais de genes alvo de FOXO.

IV.4.1. Preparacdo de amostras

Para os ensaios de RT-qPCR, plagueou-se uma placa de 35 mm x 10 mm para cada
composto de forma a extrair 0 ARN total posteriormente. Quando as placas apresentavam 90% de
confluéncia, o meio foi substituido por meio DMEM completo e as células foram incubadas com
0s compostos durante o tempo especificado para cada experiéncia (6 horas).

No final do tratamento, procedeu-se a recolha dos pellets das amostras para posterior

extracdo do ARN total.

IVV.4.2. Extragéo e quantificagdo de ARN total
O ARN das amostras foi extraido utilizando o E.Z.N.A Total ARN Kit I ADNse Digestion
Protocol (OMEGA Bio-Tek, EUA). O protocolo foi seguido segundo as normas do fabricante. O
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ARN ¢é uma molécula altamente reativa e instvel pelo que o processo de extracdo envolve um
elevado rigor técnico e condi¢des controladas no manuseamento das amostras. Esta € uma forma
de evitar a degradacdo das amostras por ARNses e garantir a qualidade da extracdo pelo que todos
os procedimentos foram executados numa superficie previamente desinfetada com etanol a 70% e
ARNse cleaner (NZYTech, EUA). Os materiais a serem utilizados também foram previamente
desinfectados com etanol a 70% e ARNse cleaner (NZYTech, EUA).

A concentracéo e pureza do ARN extraido das amostras foram obtidos no espectrofotometro
NanoDrop ® 2000c (Thermo Scientific, Loures), com recurso ao programa de analise NanoDrop
2000/2000c da Thermo Scientific. A pureza do ARN é analisada pelos valores dos racios entre
A260 e A280 e os racios entre A260 e A230. O primeiro indica a presenca de proteinas ou fendis
e 0 segundo a presenca de contaminantes organicos. Os valores de referéncia encontram-se na
Tabela IV.5.

Tabela IVV.5-Valores de referéncia dos racios entre Abszeo e A2so € racios entre Abszeo € Abs23o.
A anélise da pureza do ARN extraido de amostras € feita por comparacao dos valores dos racios
Absze0 € Azgo € dos racios entre Abszeo € Absz3o obtidos com os valores de referéncia destes mesmos
racios. O valor do racio Abszeo /A2s0 deve ser aproximadamente 2. O valor do racio Abszso /A230
deve estar entre 2 e 2,2. Se os valores obtidos forem inferiores a estes valores, 0 RNA esta
contaminado (5%

Abs /Abs =2,0 2<Abs /Abs <22
260 280 260 230
<2 =20 <2 2-22
Compostos
Proteina ou fenois ARN puro organicos (EDTA, ARN puro

etanol, etc.)

IVV.4.3. Sintese de cADN

Apos a extracdo de ARN, procedeu-se a sintese de CADN numa maquina de PCR C1000
Touch™ Thermal Cycler (Bio-Rad, Portugal). Para a sintese ocorrer, foram utilizados 2 pug de ARN
total, 2 pL de Enzyme Mix e 10 pL de Master Mix do NZY First-Strand cADN Synthesis kit
(NZYTech, Portugal) por amostra. No final, perfez-se até um volume total de 20 uL com Dietil
Pirocarbonato (DEPC)-treated H.O do kit referido anteriormente. Este kit contém todos os
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componentes necessarios para a sintese de CADN, a Master Mix e a Enzyme Mix. A Master Mix é
composta por iniciadores, desoxirribonucledtidos (ANTPs), Cloreto de Magnésio (MgCl,) e um
tampdo RT otimizado. A Enzyme Mix inclui a transcriptase reversa NZY ARNse H Minus e o
inibidor da ribonuclease NZY para evitar a degradacdo do ARN por ribonucleases.

Para que a reacdo ocorra, as amostras sao sujeitas a ciclos de temperatura no termociclador
e cada ciclo compreende trés fases: desnaturacdo das cadeias molde de ADN, annealing ou
hibridacdo dos iniciadores e extensdo dos iniciadores. Na primeira fase, a cadeia dupla de ADN
molde é desnaturada a alta temperatura. Na segunda fase, ha diminuicdo da temperatura para
facilitar o emparelhamento correto dos iniciadores com as cadeias de ADN simples. Na fase de
extensdo, aumenta-se novamente a temperatura para atingir o ponto 6timo da atividade da
transcriptase reversa, que inicia a replicagdo do molde a partir da extremidade 3’-OH dos

iniciadores (Figura 1V.15).

RNA

Sintese de cDNA de 1 ekl 5 { 7" Transcriptass Reversa
cadeia simples L= ) : o

RT
Amplificacio do DNA

5

Formacio de hibrido : m I I I I I I I ! Ir II II ' ; " 4

cDNA:RNA ¥ B 5

¥ 3

Figura 1V.14- Representacdo esquematica do processo de RT-gPCR. Nesta técnica, uma
amostra de ARN ¢é convertida em cADN de cadeia simples pela enzima transcriptase reversa. O
cADN sintetizado é amplificado, posteriormente, por gPCR. Adaptado de ThermoFisher Scientific.

A reacdo de PCR é otimizada consoante a aplicagdo, alterando-se o nimero de ciclos e as
temperaturas utilizadas. Neste caso, a reacdo foi iniciada pela incubacdo das amostras a 25°C por
10 minutos, seguida de 35 ciclos de 50°C por 30 minutos, 85°C por 5 minutos e 37°C por 20 minutos

no termociclador anteriormente mencionado. Na PCR, apds as amostras serem incubadas a 85°C

Departamento de Medicina e Ciéncias Biomédicas da Universidade do Algarve- Andreia Lamy 52



Descoberta de moduladores de FOXO para tratamentos anticancerigenos e antienvelhecimento

por 5 minutos, foi adicionado 1 pL de ARNse H (E. Coli) do NZY First-Strand cADN Synthesis kit
(NZYTech, Portugal). Este passo aumenta a sensibilidade da reacdo RT-gPCR dado que a ARNse
H hidrolisa especificamente 0 ARN dos hibridos cCADN: ARN o que facilita a ligagdo dos

iniciadores do PCR ao cADN. Os produtos amplificados foram armazenados a — 20°C.

IV.4.4. Reacao de qPCR / PCR quantitativo

O gPCR, é um método que combina o PCR convencional com um mecanismo de detecéo
e quantificacdo por fluorescéncia dos produtos amplificados. Numa fase inicial, a placa de g°PCR
foi desenhada experimentalmente para facilitar a pipetagem das reacbes de gPCR. Em cada
experiéncia, cada amostra foi preparada em triplicados para os genes-alvo e para o gene
housekeeping . Os genes-alvo analisados foram o p21, o p27 e o PUMA. Os genes housekeeping
sdo definidos como genes que codificam proteinas essenciais para a sobrevivéncia celular e, em
condic¢des normais, sdo expressos de forma constitutiva em todas as células de um organismo.

Estes genes sdo utilizados para normalizar os niveis de transcri¢cdo dos genes-alvo antes de
proceder a sua quantificacdo. Isto é, no processo de analise estatistica descrito posteriormente, €
calculada a diferenca entre os valores de Cqg dos genes-alvo e do gene housekeeping. Neste sentido,
a normalizacdo permite excluir todas as variacGes ndo bioldgicas possiveis, como possiveis erros
experimentais, de forma a garantir que a expressdo dos genes-alvo ndo é influenciada pela diferenca
de quantidade e/ou tamanho das amostras. No entanto, existem diversos estudos que demonstram
que os niveis de transcricdo dos genes housekeeping podem variar em determinados tipos de células
sob condicdes experimentais diferentes. Por outras palavras, nenhum gene é verdadeiramente
expresso de forma constitutiva em todas as células e sob todas as condigdes experimentais
diferentes pelo que a escolha do gene housekeeping deve ser rigorosa e ajustada ao objetivo do
estudo em questao 152153

Neste caso, foi utilizado para normalizacdo do QRT-PCR o housekeeping gene
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH). A placa é ainda constituida por um controlo
negativo, o qual contém todos 0os componentes necessarios a reacdo, exceto o CADN.

Assim, procedeu-se a diluicdo de 1:5 do cADN, seguida de preparacdo das reacdes de
gPCR. Cada reacdo continha o cCADN, os iniciadores direto e inverso, o fluoroforo SYBR Green e

H-0 tratada com DEPC nas quantidades adequadas ao nimero de reagdes do estudo. O desenho
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do par de iniciadores e determinacdo da sua eficiéncia é fundamental para garantir a hibridizacao
e priming ideais. Neste caso, este processo ja tinha sido efetuado. Os iniciadores utilizados

encontram-se na Tabela 1V.6.

Tabela 1V.6-Lista dos iniciadores utilizados nos Rt-gPCRs deste estudo. O sentido, sequéncia
dos oligos, tamanho, fornecedor e concentracao dos iniciadores utilizados estdo indicados.

Taman
Iniciad Sentid Sequéncia dos Oligos 5’ -» ho Forneced Concentrag
0 3 (pares de or ao
: CAATGACCCCTTCATTG
GAPD direto ACC 20 NZYTech
H |n\gers TTGATTTT%%AGGGATCT 20 NZYTech
direto CAGCAGAS.(?QA GACCAT 20 NZYTech
p21 .
invers GGCGTTTGGAGTGGTAG 20 NZYTech
0 AAA 10 UM
direto CCGGCTA@‘&ECTGAGGA 20 NZYTech
p27 .
invers CTTCTGAGGCCAGGCTT 20 NZYTech
0 CTT
direto GACCTCAACGCACAGTA 20 NZYTech
PUMA CGA
|n\:)ers TGGGTAAG%GCAGGAGT 18 NZYTech

O SYBR Green é um agente que se liga inespecificamente as cadeias de ADN durante a
reacdo. A fonte de luz do termociclador excita o corante fluorescente, o que faz com que este emita
fluorescéncia verde. O ensaio é, assim, baseado na detecdo e medicdo do aumento de sinal
fluorescente, que é proporcional a quantidade de ADN produzida durante cada ciclo de PCR. Uma
vez preparada a placa de qPCR, a reacdo foi iniciada com desnaturacdo inicial a 95°C por 10
minutos, seguida de 40 ciclos de 95 °C durante 15 segundos, 60 °C durante 60 segundos e uma
elongacéo final a 65 °C durante 5 segundos, seguida de 5 segundos a 95 °C. Todas as rea¢des foram
realizadas numa maquina de Real Time C1000 TouchTM Thermal Cycler (Bio-Rad, Singapura).
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As reacOes individuais sdo caracterizadas pelo ciclo de PCR, onde a fluorescéncia é
detetada acima do background, sendo este parametro denominado de threshold cycle (CT) ou
crossing point (CP). A correlacdo existente entre fluorescéncia e a quantidade de produto
amplificado permite a quantificacdo do gene de interesse dado que quanto menor o valor de CT
maior a quantidade de material inicial. Durante o qPCR s&o adquiridas as curvas de amplificacéo
e de melting/dissociacdo de forma a normalizar o ensaio. A curva de amplificacdo corresponde a
um grafico da variacdo da fluorescéncia em funcao dos ciclos, onde existe uma baseline inicial
dada a ndo existéncia de sensibilidade para as primeiras amplificacGes, seguida de uma fase
exponencial que culmina num platé. O qPCR é centrado na fase exponencial posto que fornece os
dados mais precisos para a quantificacdo. E durante esta fase que o instrumento calcula dois
parametros, o threshold (nivel de detecdo em que uma reacdo atinge uma intensidade fluorescente
acima do background) e o CT (ciclo de PCR no qual a amostra atinge o limite). As curvas de
melting representam um grafico da variacéo da fluorescéncia em fungéo da temperatura e fornecem
a identificacdo precisa dos produtos amplificados, assim como a sua distincdo de dimeros de
iniciadores e outros pequenos artefactos de amplificacdo. As cadeias de ADN ligadas ao corante
fluorescente dissociam-se a uma temperatura caracteristica denominada temperatura de melting
(Tm), temperatura & qual metade da estrutura helicoidal do ADN de cadeia dupla é perdida, sendo
detetada uma diminuicdo repentina da fluorescéncia devido a dissociacdo das cadeias de ADN e
subsequente libertacdo do corante. A leitura da fluorescéncia é realizada de 0,5°C em 0,5°C para
posterior determinacdo da derivada e obtencdo de um grafico com um pico caracteristico que
identifica o produto amplificado. A detecdo da amplificacdo das amostras foi realizada no programa
Bio-Rad CFX Manager versdo 3.1.

IV.4.5. Anélise estatistica

Todas as experiéncias foram realizadas independentemente quatro vezes. Inicialmente, as curvas de melting,
assim como as curvas de amplificacdo foram analisadas para detetar possiveis contaminagdes da
amostra e, simultaneamente, averiguar a especificidade da amplificagdo. Isto €, garantir que o
produto amplificado é o pretendido e néo, a titulo exemplificativo, o resultado da dimerizagdo dos
proprios iniciadores. Para obter os niveis de expressao géenica das diferentes amostras, procedeu-
se ao calculo da média dos valores de Ct dos replicados e do ACt. Este algoritmo é obtido pela

normalizacdo dos genes de interesse com o gene de referéncia, 0 GAPDH. Seguidamente, obteve-
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se 0 valor de AACt. Posteriormente, é realizado o célculo do fold change, com base no AACt. O
fold change permite analisar a expressao do gene de uma amostra de interesse em relagcdo a amostra

de referéncia. os valores expressos foram, entdo, convertidos em gréaficos. As analises estatisticas foram obtidas com recurso ao

programa Bio-Rad CFX Manager 3.0 e ao programa GraphPad Prism 7.
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V. RESULTADOS
V.1. ABORDAGEM BIOINFORMATICA

Harmina e Piperlongumina

Anteriormente, no laboratdrio, foram gerados dados de sequenciacdo de ARN (ARN seq),
de uma linha de células epiteliais de Osteossarcoma Humano (U20S) que expressa baixos niveis
de TRIB2 e da mesma linha celular, mas com sobrexpressédo de TRIB2. O ARN seq realizado a
estas duas linhas celulares permitiu obter uma lista de genes diferencialmente regulados na
presenca de TRIB2: alguns genes encontram-se sobre-expressos e outros, contrariamente, sob-
expressos.

Posteriormente, a aluna de doutoramento Susana Machado, apresentava como um dos
objetivos da dissertacdo de doutoramento, ainda em fase de desenvolvimento, explorar uma
ferramenta bioinformatica, o cMAP. De forma simplificada, o cMAP consiste numa base de dados
de expressdo génica obtidos por experiéncias realizadas em quatros linhas celulares diferentes.
Estas experiéncias consistem no tratamento das linhas celulares com 164 compostos, com igual
concentracdo e tempo de incubacdo para obtencdo de perfis de expressdo de diferentes genes.
Consequentemente, esta ferramenta permite a comparacdo de perfis de expressdo génicos
induzidos por diferentes compostos (Figura V.16) /3741,

A ferramenta cMAP foi utilizada, no contexto do presente trabalho, como um instrumento
para a descoberta de compostos que induzam um perfil de expressdo génica inverso ao induzido
por TRIB2, ou seja, compostos com a capacidade de reverter os efeitos de TRIB2 na célula ao nivel

transcricional. Isto possibilita a futura manipulacdo da atividade de TRIB2 a nivel farmacol6gico.

( ~)
/ @ /D \/;
| Y
|
| 170 compostos | ~—> A D ‘

| Tempo de incubagao igual | B E .,
Concentragao igual
| ¢80 ig | - |
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Figura V.15-Esquema representativo do funcionamento do cMAP. A ferramenta
bioinformatica contém perfis de expressao de diferentes genes obtidos por experiéncias com 170
compostos a mesma concentracdo e tempo de incubag@o em 4 linhas celulares distintas.

Para tal, a lista de genes diferencialmente expressos por TRIB2 obtida pelo ARN seq foi
colocada no cMAP. A ferramenta efetuou a comparacao dos perfis de transcricdo com os inseridos
no sistema, da qual se obteve uma lista de compostos que produzem quer um perfil transcricional
semelhante, quer um perfil transcricional inverso comparativamente ao de TRIB2 I3 74, Na Tabela
V.7 encontram-se 0s compostos, selecionados pelo cMAP, que promovem um perfil transcricional
inverso ao de TRIB2, quando sobre-expresso, com melhores scores de enriquecimento e P-values,
nomeadamente: Harmina, Piperlongumina, Irinotecano e LM-1685.

Tabela V.7-Compostos selecionados por cMAP. A ferramenta bioinformatica cMAP permitiu
obter uma lista de compostos que promovem um perfil transcricional inverso ao de TRIB2 quando
sobre-expresso. Estdo apenas representados os compostos com melhores scores de enriquecimento
e P-value [ Dados da tese de doutoramento da aluna Susana Machado.

Compostos Score de enriguecimento P-value
Harmina -0.9 0.00016
Piperlongumina -0.965 0.00276
Irinotecano -0.851 0.00655
LM-1685 -0.792 0.01827

Assim, Harmina e Piperlongumina correspondem aos dois compostos naturais selecionados
pelo cMAP com o melhor P-value. Em acréscimo, Piperlongumina apresenta o melhor score de

enriquecimento, o qual esta representado na Tabela V.7.

V.1.1. Microscopia fluorescente

Assim, Harmina e Piperlongumina sdo compostos naturais que, por um lado, induzem um
perfil transcricional inverso ao de TRIB2, quando sobre-expresso. Por outro lado, estdo associados
a via PIBK/AKT/FOXO. Neste sentido, dado que TRIB2 foi descrito como repressor de FOXO,
estabeleceu-se a hipotese que Harmina e Piperlongumina induzem a localizagdo nuclear de FOXO,
enunciada previamente no capitulo I11. A hipétese foi testada atravées da analise e quantificacdo da
localizagéo subcelular de FOXO em células que expressam de forma estavel a proteina de fuséo
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GFP-FOX03a-U20S FOXO- tratadas com estes compostos a diferentes concentragdes e tempos
de tratamento. A Leptomicina B, o DMSO e o etanol foram utilizados como controlos nesta
experiéncia. O DMSO é o controlo negativo da experiéncia uma vez gque representa o solvente no
qual os compostos naturais foram preparados (Tabelas 1V.2 e 1V.3). Por outro lado, o etanol € o
solvente no qual Leptomicina B foi preparada, pelo que consiste no controlo negativo deste
farmaco (Tabelas 1V.2 e 1V.3). A Leptomicina B é um farmaco que esta descrito como inibidor da
exportacdo nuclear dependente de CRM1 que, como outrora explicado, € uma exportina que
reconhece a sequéncia NES presente em proteinas como FOXO %4, Neste sentido, Leptomicina
B é utilizado em experiéncias de translocacdo nucleocitoplasmatica de proteinas e garante a

localizag&o nuclear de FOXO pelo que consiste no controlo positivo desta experiéncia 154 1591,

1100

% de células com FOXO nuclear

Harmina

Figura V.16- Harmina induz a localizacdo de FOXO-GFP nuclear. As células U20S FOXO,
tratadas com diferentes concentracdes de Harmina (50 nM, 500 nM, 1uM, 16 uM e 50 uM) durante
1 hora, foram quantificadas para obter a percentagem de células com FOXO localizado no nucleo.
A Leptomicina B foi utilizada como controlo positivo da localizagdo nuclear de FOXO-GFP. O
etanol e 0 DMSO foram utilizados como controlos negativos. A localizagdo de FOXO-GFP foi
analisada através de microscopia fluorescente e quantificacdo automatica com recurso ao programa
Definiens Developer 2.5. Apenas a percentagem de células com localizagéo nuclear de FOXO-GFP
é apresentada. Os dados estdo expressos através da média de trés experiéncias independentes +
SEM. Os P-values significativos sdo apresentados sob**P<0.01; Ns= Né&o significativo; e foram
obtidos atraves de Dunnett's multiple test comparison.
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Os resultados referentes as células tratadas com Harmina, a diferentes concentragdes (50
nM, 500 nM, 1 uM, 16 uM e 50 uM) durante 1 hora, encontram-se na Figura V.17, sendo que 16
1M corresponde a concentracéo utilizada nas experiéncias da base de dados cMAP 2731, Segundo
esta figura, na presenca de DMSO, apenas cerca de 20% das células apresentam FOXO-GFP no
nacleo. Ja a Leptomicina B tem a capacidade de induzir a localiza¢do nuclear de FOXO em cerca
de metade das células (P=0.0095; Dunnett's multiple test comparison). No que diz respeito a
Harmina, a 50 nM néo se observa efeito na localizacdo nuclear de FOXO-GFP dado que o niumero
de células com esta proteina no nucleo é equivalente ao observado com o controlo negativo. As
restantes concentragGes de Harmina utilizadas resultaram no aumento da percentagem de células
com FOXO nuclear, comparativamente ao DMSO, ainda que ligeiro e ndo significativo
estatisticamente. Em acréscimo, o efeito de Harmina na localizacdo de FOXO néo varia muito com
a concentracdo administrada, a excecdo de Harmina a 16 UM, onde o efeito é ligeiramente menor.

Neste seguimento, tornou-se necessario analisar o efeito do composto natural na localizagdo
nuclear de FOXO com diferentes horas de tratamento (1h, 6h, 12h e 24h) e os resultados
encontram-se na Figura V.18. E importante referir que, apesar de Harmina a 500 nM e a 1 uM ja
se observar um efeito na localizagdo nuclear de FOXO, a concentracdo selecionada para esta
experiéncia corresponde a 16 uM dado ser a utilizada nas experiéncias do cMAP.
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Figura V.17- O efeito de Harmina na localizagdo nuclear de FOXO-GFP diminui com o
aumento do tempo de incubagdo. As células U20S FOXO, tratadas com Harmina a 16 pM
durante (A) 1h; (B) 6h; (C) 12h e (D) 24h foram quantificadas para obter a percentagem de células
com FOXO localizado no nucleo. (E) representa os diferentes tempos de incubagdo das células
U20S FOXO com Harmina a 16 pM no mesmo grafico. A Leptomicina B foi utilizada como
controlo positivo da localiza¢do nuclear de FOXO-GFP. O etanol e 0o DMSO foram utilizados como
controlos negativos. A localizagdo de FOXO-GFP foi analisada atraves de microscopia
fluorescente e quantificacdo automética com recurso ao programa Definiens Developer 2.5.
Apenas a percentagem de células com localizag&o nuclear de FOXO-GFP é apresentada. Os dados
estdo expressos através da média de trés experiéncias independentes + SEM. Os P-values
significativos sdo apresentados sob *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; Ns= N&o significativo; e
foram obtidos através de Dunnett's multiple test comparison.
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Os resultados obtidos permitem observar que o efeito de Harmina a 16 uM na localizagéo
de FOXO com 6, 12 e 24 horas de tratamento é menor, comparativamente a 1 hora de tratamento
(Figura V.18- B, C e D). O tratamento com Harmina durante 6 e 12 horas resultou numa
percentagem de células com FOXO nuclear semelhante ao tratamento com DMSO. Para além
disso, é possivel destacar que o tratamento com Harmina durante 24 horas apresentou um efeito
menor que 0 DMSO na localizagédo nuclear de FOXO. No entanto, esta observacdo pode significar
apenas que o tratamento durante 24 horas com Harmina é citotoxico para as células, porém seriam
necessarios testes de citotoxicidade para confirmar este efeito. Assim, o efeito de Harmina na
localizacdo de FOXO no ndcleo das celulas é observado com uma hora de tratamento. No entanto,
o efeito de Harmina na localizacdo de FOXO é menor que o efeito de Leptomicina B em todas as
horas de tratamento (P(1h) = 0,0104; P (6h) = 0,0048); P (12h) = 0,0207; Dunnett's multiple test

comparison).

Por outras palavras, a hipétese é confirmada para Harmina a 500 nM, 1 uM, 16 uM e 50
UM, em que no caso especifico de Harmina a 16 pM o maior efeito na localizacdo nuclear de

FOXO nas células é observado com uma hora de tratamento.

Departamento de Medicina e Ciéncias Biomédicas da Universidade do Algarve- Andreia Lamy 62



Descoberta de moduladores de FOXO para tratamentos anticancerigenos e antienvelhecimento

Piperlongumina Piperlongumina ﬂ
10p, | hera de tratamento an 100, 6 horas de tratamento
T 1
! = ) n
T " 1
I T S — 3o
S s S
= o
a o
3 60 5 e0
e [
§ E
8
?:E 40 % 4
3 E
3 8
EEP * 20
o 0
2 s & & & $ § 2 & & S &
o\\?o g & e‘-‘e ap° @Qo SRS ox‘ip \:}“’ @00 o° ‘ﬁo _\@" o ‘?$
o
o &
- K F
Piperlongumina Piperlongumina E

400, 12 horas de tratamento 100, 24 horas de tratamento

=
S

=
3

% de células com FOXO nuclear
&

% de células com FOXO nuclear

o
2

o

Y Piperlongumina

100+

80

% de células com FOXO nuclear

~ Piperlongumina

Figura V.18- Piperlongumina induz a localiza¢do de FOXO-GFP no nudcleo. As células U20S
FOXO, tratadas com Piperlongumina a diferentes concentragdes (50 nM, 500 nM, 1uM, 13 uM e
50 uM) durante (A) 1h; (B) 6h; (C) 12h e (D) 24h foram quantificadas para obter a percentagem
de células com FOXO localizado no ndcleo. (E) representa os diferentes tempos de incubacdo das
células U20S FOXO com Piperlongumina a diferentes concentragdes e tempos de incubacdo no
mesmo grafico. O A Leptomicina B foi utilizada como controlo positivo da localizagdo nuclear de
FOXO-GFP. O etanol e o DMSO foram utilizados como controlos negativos. A localizacdo de
FOXO-GFP foi analisada através de microscopia fluorescente e quantificagdo automatica com
recurso ao programa Definiens Developer 2.5. Apenas a percentagem de células com localizac&o
nuclear de FOXO-GFP é apresentada. Os dados estdo expressos atraves da média de trés
experiéncias independentes + SEM. Os P-values significativos sdo apresentados sob *P<0.05;

Departamento de Medicina e Ciéncias Biomédicas da Universidade do Algarve- Andreia Lamy 63



Descoberta de moduladores de FOXO para tratamentos anticancerigenos e antienvelhecimento

**pP<0.01; ***P<0.001; ****P<0.0001; Ns= N&o significativo; e foram obtidos através de
Dunnett's multiple test comparison.

Os resultados referentes as células tratadas com Piperlongumina a diferentes tempos (1h,
6h, 12h e 24h) e concentrac6es (50 nM, 500 nM, 1 uM, 13 uM e 50 uM), encontram-se na Figura
V.19, sendo que 13 UM corresponde a concentracao utilizada nas experiéncias da base de dados
cMAP [72 731 Assim como observado anteriormente nas experiéncias com Harmina, a presenca de
DMSO induz a localizagdo nuclear de FOXO em cerca de 20% das celulas. A Leptomicina B induz
a localizacdo nuclear de FOXO de 50% a 60% das células nas diferentes horas de tratamento, um
numero muito elevado comparativamente ao DMSO (P (1h) = 0,0001; P (6h) = 0,0390); P (12h) =
0,0001; P (24h) = 0,0003).

A andlise da Figura V.19A permite observar que o tratamento de 1 hora com
Piperlongumina, tem um efeito significativo na localiza¢&o nuclear de FOXO-GFP a concentragdo
de 50 uM (P=0,0028; Dunnett's multiple test comparison). As restantes concentracdes utilizadas
ndo aumentam a percentagem de células com FOXO nuclear e o efeito observado é semelhante ao
do controlo negativo. As 6 horas de tratamento (Figura V.19B), observa-se um efeito as
concentragfes de 13 e 50 UM e, também a concentracbes mais baixas, sendo que 1 uM de
Piperlongumina foi capaz de induzir FOXO para o nlcleo das células. As 12 e 24 horas de
tratamento (Figura V.19C e D), o efeito de Piperlongumina observado € estatisticamente
significativo a 13 uM (P (12h) = 0,0001) e 50 uM (P (12h) = 0,0001; P (24h) = 0,0001). Por fim,
na Figura V.19E observa-se que 50 UM corresponde a concentracdo de Piperlongumina na qual se
observa efeito em todas as horas de tratamento das células, porém este efeito ndo é variavel e a
percentagem de células com FOXO no nucleo é cerca de 40% em todas as horas. Em acréscimo, a
concentracdo de 1 uM de Piperlongumina, verifica-se uma diferenca estatistica significativa entre
as 6h e 12h de tratamento (P=0,0063; Dunnett's multiple test comparison), assim como entre as 6h
e 24h (P=0,0029; Dunnett's multiple test comparison). A concentracdo de 13 pM de
Piperlongumina também mostra diferenca estatistica significativa entre as 1h e 12h de tratamento
(P=0,0010; Dunnett's multiple test comparison).

Assim, a hipdtese tambeém é confirmada para Piperlongumina em determinadas condic6es
experimentais, o que significa que este composto natural tem a capacidade de induzir a localizagédo
nuclear de FOXO.
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FOXO-GFP DAPI MERGE

DMSO

Figura V.19- FOXO-GFP esta distribuido uniformemente em células sem tratamento e
localizado no ndcleo em células tratadas com Leptomicina B. As células U20S FOXO foram
tratadas com DMSO, Leptomicina B e Etanol durante 1h. A Leptomicina B foi utilizada como
controlo positivo da localizagdo nuclear de FOXO-GFP. O etanol e 0o DMSO foram utilizados como
controlos negativos. O GFP (verde) representa a localizacdo subcelular de FOXO. DAPI (azul)
representa o nucleo das células. Merge representa a sobreposicao de GFP e DAPI. A observacao e
aquisicdo de imagem foi realizada através da objetiva 40X do Microscopio trinocular Vertical de
Fluorescéncia Motorizado Axiolmager Z2 com camara fotografica (AxioCamHR3) acoplada ao
sistema de analise de imagem AxioVision 4.8.2. A analise de imagens foi realizada no programa
de anélise de imagem Image J 1.52, acoplado a extenséo Fiji.

Le|om|cina B

Etanol

As imagens captadas por microscopia fluorescente (Figura V.21) representam visualmente
os resultados obtidos pela quantificacdo de Harmina e Piperlongumina. A marcacgéo verde dada
pelo GFP representa a localizagéo subcelular de FOXO, a marcacdo a azul dada pelo DAPI
representa o nucleo das células e, por fim, 0 merge, representa a sobreposicao das duas marcacoes.

Neste ambito, o tratamento com DMSO resulta na distribui¢do uniforme de FOXO-GFP no
nacleo e no citoplasma das células U20S FOXO. A situacgdo é idéntica na presenca de etanol. No
entanto, a presenca de Leptomicina B, induz, praticamente na totalidade, a localizagdo nuclear de
FOXO-GFP (Figura V.20).
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FOXO-GFP DAPI MERGE

Harmina

Piperlongumina

Figura V.20- FOXO-GFP esta localizado no nucleo de células tratadas com Harmina e
Piperlongumina. As células U20S FOXO foram tratadas com Harmina e Piperlongumina. O GFP
(verde) representa a localizag&o subcelular de FOXO. DAPI (azul) representa o nucleo das células.
Merge representa a sobreposicdo de GFP e DAPI. A observacdo e aquisicdo de imagem foi
realizada através da objetiva 40X do Microscdpio trinocular Vertical de Fluorescéncia Motorizado
Axiolmager Z2 com camara fotografica (AxioCamHR3) acoplada ao sistema de analise de imagem

AxioVision 4.8.2. A andlise de imagens foi realizada no programa de andlise de imagem Image J
1.52, acoplado a extensao Fiji.

A Figura V.21 mostra que tanto na presenca de Harmina, como de Piperlongumina, as
células apresentam FOXO-GFP maioritariamente no nucleo. Estes dados estdo de acordo com as
quantificacGes obtidas e confirmam novamente a hipdtese que afirma que estes compostos induzem

a localizacdo nuclear de FOXO.

No seguimento das experiéncias anteriores, a primeira questdo que se coloca com base
nestes resultados € se o efeito observado na localizacdo de FOXO de células tratadas com Harmina
é influenciado pela sua autofluorescéncia. A Harmina é descrita como um alcaldide beta (B)-
carbonilico fluorescente dado que, assim como outros compostos isolados da planta Peganum

harmala, apresenta autofluorescéncia.

Como consequéncia, tornou-se necessario avaliar esta caracteristica e para isso realizou-se
o0 tratamento de células sem sobrexpressdo de FOXO-GFP com as células GFP-U20S

PARENTAL- com Harmina a 16 uM. E importante referir que, também se realizou o tratamento
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destas células com Piperlongumina a 13 pM, ainda que ndo existam dados referentes a existéncia

de autofluorescéncia 55 156,

FOXO-GFP

Figura V.21- As células U20S PARENTAL sem tratamento ndo apresentam fluorescéncia.
As células U20S PARENTAL foram tratadas com DMSO que foi utilizado como controlo
negativo. O GFP (verde) representa a localizag&o subcelular de FOXO. DAPI (azul) representa o
nucleo das células. Merge representa a sobreposicao de GFP e DAPI. A observacao e aquisicdo de
imagem foi realizada através da objetiva 40X do Microscopio trinocular Vertical de Fluorescéncia
Motorizado Axiolmager Z2 com camara fotografica (AxioCamHR3) acoplada ao sistema de
andlise de imagem AxioVision 4.8.2. A analise de imagens foi realizada no programa de analise de
imagem Image J 1.52, acoplado a extenséo Fiji.

A Figura V.22 representa os resultados obtidos com o controlo negativo que neste caso
consiste no DMSO uma vez que foi o solvente utilizado na preparacdo dos dois compostos naturais.
E possivel observar que na presenca de DMSO néo se observa qualquer fluorescéncia no canal
GFP.
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FOXO-GFP DAPI MERGE

Harmina

Figura V.22- As células U20S PARENTAL tratadas com Harmina e Piperlongumina néo
apresentam fluorescéncia. As células U20S PARENTAL foram tratadas com DMSO Harmina e
Piperlongumina. O GFP (verde) representa a localizacdo subcelular de FOXO. DAPI (azul)
representa o ndcleo das células. Merge representa a sobreposicdo de GFP e DAPI. A observacdo e
aquisicdo de imagem foi realizada através da objetiva 40X do Microscopio trinocular Vertical de
Fluorescéncia Motorizado Axiolmager Z2 com camara fotografica (AxioCamHR3) acoplada ao
sistema de analise de imagem AxioVision 4.8.2. A andlise de imagens foi realizada no programa
de anélise de imagem Image J 1.52, acoplado a extensdo Fiji.

erlongumina

P

Os resultados referentes a Harmina e Piperlongumina (Figura V.23) sdo semelhantes aos
obtidos com o controlo negativo, o que significa que nenhum destes compostos apresenta
autofluorescéncia. Assim, o0s resultados observados na linha celular U20S FOXO séo,

efetivamente, o efeito dos compostos naturais na localizagcdo de FOXO.

Neste seguimento, estabeleceu-se uma nova hipotese relativamente ao efeito observado
pelos dois compostos naturais. FOXO é um Fator de transcricdo que, tal como referido
anteriormente, apresenta uma sequéncia NES na sua estrutura, a qual marca a proteina para ser
exportada do nlcleo para o citoplasma da célula 2835 361 A exportacio de FOXO ¢ realizada por
exportinas que reconhecem a sequéncia NES, sendo que CRM1 é a exportina mais estudada [> 2
35, 36, 39-42] Neste sentido, a inibicdo de CRM1 é um mecanismo que impede a exportagio de
proteinas como FOXO e garante a sua localizacdo no nucleo. Kau et al identificou varios

compostos inibidores da exportacdo de proteinas ao interferir com CRM1 [27: 481,
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Assim, estabeleceu-se a hipotese que Harmina e Piperlongumina induzem a localizagéo
nuclear de FOXO ao interferir com CRM1. Para testar esta hipotese, recorreu-se a um modelo
celular que expressa de forma estavel a proteina de fusdo GFP-NES- U20S NES, o qual foi tratado
com Harmina a 16 uM e Piperlongumina a 13 puM. Este modelo € utilizado em experiéncias
relacionadas com a translocacdo nucleocitoplasmatica de proteinas, mais concretamente a
exportacao nuclear (471,

NES-GFP MERGE

..

Figura V.23-NES esté localizado no citoplasma em celulas sem tratamento e localizado no
nacleo em células tratadas com Leptomicina B. As células U20S NES foram tratadas com
DMSO, Leptomicina B e Etanol durante 1h. A Leptomicina B foi utilizada como controlo positivo
da localizacdo nuclear de NES-GFP. O etanol e o0 DMSO foram utilizados como controlos
negativos. O GFP (verde) representa a localizagdo subcelular de NES. DAPI (azul) representa o
nacleo das células. Merge representa a sobreposicdo de GFP e DAPI. A observagéo e aquisicao de
imagem foi realizada atraves da objetiva 40X do Microscdpio trinocular Vertical de Fluorescéncia
Motorizado Axiolmager Z2 com camara fotografica (AxioCamHR3) acoplada ao sistema de
analise de imagem AxioVision 4.8.2. A analise de imagens foi realizada no programa de anélise de
imagem Image J 1.52, acoplado a extensdo Fiji.

Q
2!
;...
(=]

Le|0m|cma B

Os controlos utilizados sdo os mesmos da experiéncia com células U20S FOXO-
DMSO, etanol e Leptomicina B. De forma semelhante as experiéncias com células U20S FOXO,
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DMSO foi utilizado como controlo negativo porque é o solvente no qual Harmina e
Piperlongumina foram preparados. O etanol corresponde ao solvente da Leptomicina B e,
consequentemente, ao controlo negativo deste farmaco. A Leptomicina B é o controlo positivo

dado que esté descrito como inibidor da exportacdo nuclear dependente de CRM1.

Na presenca de DMSO e de etanol, as células apresentam NES distribuido uniformemente
no citoplasma, enquanto na presencga de Leptomicina B, NES est4 acumulado no nucleo (Figura
V.24).

NES-GFP DAPI MERGE

Harmina

Piperlongumina

Figura V.24- NES-GFP esta localizado no citoplasma de células tratadas com Harmina e
Piperlongumina. As células U20S NES foram tratadas com Harmina e Piperlongumina. O GFP
(verde) representa a localizacdo subcelular de NES. DAPI (azul) representa o nicleo das celulas.
Merge representa a sobreposicdo de GFP e DAPI. A observacdo e aquisicdo de imagem foi
realizada através da objetiva 40X do Microscopio trinocular Vertical de Fluorescéncia Motorizado
Axiolmager Z2 com camara fotografica (AxioCamHR3) acoplada ao sistema de analise de imagem
AxioVision 4.8.2. A analise de imagens foi realizada no programa de analise de imagem Image J
1.52, acoplado a extensao Fiji.

Os resultados obtidos com o tratamento da linha celular U20S NES com Harmina e
Piperlongumina sdo semelhantes e revelam que NES esta localizado no citoplasma das células, tal
como no controlo negativo pelo que a hipotese € rejeitada (Figura V.25). Portanto, Harmina e

Piperlongumina induzem a localizagdo de FOXO no nucleo, mas sem interferir com CRML1.
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V.1.2. RT-gPCR

As experiéncias anteriores demonstram que Harmina e Piperlongumina tém capacidade de
induzir a localizacdo nuclear de FOXO e que o mecanismo pelo qual isto acontece nao esta
envolvido com a inibigéo da exportina CRML1.

Em acréscimo, como explicitado inicialmente, Harmina e Piperlongumina correspondem
aos compostos que promovem um perfil transcricional inverso ao de TRIB2, quando sobre-
expresso, selecionados pelo cMAP no ambito da dissertacdo de doutoramento da aluna Susana
Machado.

Como consequéncia, neste momento, tornou-se importante avaliar se o tratamento das
células com estes dois compostos naturais modula a transcricao de diferentes genes-alvo de FOXO.
A aluna Susana Machado procedeu a analise de uma lista de genes inversamente regulados por
TRIB2 e por Harmina e Piperlongumina, da qual foram selecionados 3 genes-alvo de FOXO: p21,
p27 e PUMA.

Assim, foi realizado o tratamento de células U20S PARENTAL, que possui niveis
enddgenos de FOXO, com estes compostos naturais e o posterior estudo quantitativo da expressao
destes genes com recurso a técnica RT-gPCR. As condigdes experimentais correspondem as
utilizadas nas experiéncias do cMAP, nomeadamente 6 horas de tratamento das células com
Harminaa 16 uM e Piperlongumina a 13 uM. Em acréscimo, 0 RT-qPCR foi realizado em conjunto

com a aluna de doutoramento do laboratério, Susana Machado.
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Figura V.25- Harmina e Piperlongumina afetam a transcricdo de genes-alvo de FOXO. A
analise foi obtida através de células U20S PARENTAL tratadas com Harmina a 16 pM e
Piperlongumina a 13 uM durante 6h. A Os niveis de expressdo do mARN de trés genes-alvo de
FOXO foram avaliados, nomeadamente 0 A) p21; B) p27 e C) PUMA, através da realizacao de
RT-gPCR e a expressao génica € apresentada sob a forma de fold change. O DMSO foi utilizado
como controlo negativo. As anélises estatisticas foram obtidas com recurso ao programa Bio-Rad
CFX Manager 3.0. O GAPDH foi utilizado como gene housekeeping. Os dados estdo expressos
através da média de trés experiéncias independentes + SEM. Os P-values significativos sdo
apresentados sob *P<0.05; **P<0.01; Ns= Nao significativo; e foram obtidos através de Dunnett's

multiple test comparison.

A Figura V.26 contém os resultados obtidos pelo RT-gPCR em forma de Fold Change. O
controlo negativo utilizado foi o DMSO uma vez que, tal como ja mencionado neste trabalho,
representa o solvente no qual os compostos foram preparados (Tabela 1V.3).

Em primeiro lugar, o p21 é um inibidor do ciclo celular regulado por FOXO3a em resposta

ao Fator de Transformagdo do Crescimento 3 (TGFp). Este Fator ativa a transcri¢cdo de Méaes contra
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0 homologo decapentaplégico 3 (SMAD3) e 4 (SMAD4), os quais se ligam ao DBD de FOX03a
que, por sua vez, induz p21 a parar o ciclo celular na fase G1/S [*5% 1601 A Figura V.26 A demonstra
que tanto Harmina como Piperlongumina aumentam os niveis transcricionais de p21, sendo este
aumento estatisticamente significativo comparativamente ao controlo negativo (P
(Harmina)=0,0068; P (Piperlongumina)= 0,0212; Dunnett's multiple test comparison). Estes
resultados estdo de acordo com os dados da literatura que demonstram que Harmina e
Piperlongumina resultam na upregulation de p21 em contexto cancerigeno, como é o caso de
Zhang. P. et al. (2015) e Liu. J et al. (2016) [°0. 97, 99-102,104,161]

Em acréscimo, segundo a literatura, quando FOXO3a se encontra ativo no nucleo, induz a
expressao de p27. Este gene pertence a familia de genes pro-apoptaticos Bcl-2 e, a semelhanca do
p21, inibe a progressdo do ciclo celular 621631 Na Figura V.26B pode-se observar que Harmina
aumenta a expressao de p27, ainda que de forma ligeira comparativamente a DMSO. Por outro
lado, Piperlongumina provoca uma grande diminuicéo da expressao de p27, observavel pelo baixo
valor de fold change obtido em relacdo ao controlo negativo. A diferenca do efeito de Harmina e
Piperlongumina é estatisticamente significativa (P=0,0411; Dunnett's multiple test comparison).
Liu. J et al. (2016) e mostram que Harmina resulta na upregulation de p27 em linhas celulares
cancerigenas, aumentando a sua ligacdo a CDKSs do ciclo celular e, consequentemente, resultando
na paragem do ciclo celular em G1 %161 No que diz respeito a Piperlongumina, Song. X et al
(2018) e Kang. Q et al (2015) mostram que 0s niveis de expressdo de p27 aumentam, porém, 0s
resultados s&o referentes aos niveis proteicos e ndo ao MARN 1631661 Assim, os resultados obtidos
para Harmina estdo de acordo com a literatura, sendo que este composto aumenta 0s niveis
transcricionais de p27.

Por ultimo, PUMA é um gene que esta envolvido na apoptose dependente ou independente
de p53 e ja se encontra descrito que o aumento da transcricdo de FOXO3a resulta na upregulation
de PUMA e consequentemente, na apoptose de linhas celulares cancerigenas 167181, O tratamento
das células com Piperlongumina aumentou os niveis transcricionais de PUMA como se observa na
Figura V.26C, apresentando uma grande diferenca estatistica do controlo negativo (P=0,0291;
Dunnett's multiple test comparison). De forma idéntica, Harmina também aumentou a expressao
deste gene com uma grande diferenca estatistica de DMSO, mas com um efeito menor que
Piperlongumina. Os resultados estdo de acordo com a literatura uma vez que a capacidade destes

compostos naturais aumentar os niveis de mMARN de PUMA ja se encontra descrita 071,
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Em suma, Harmina e Piperlongumina induzem a localizagdo nuclear de FOXO e,
consequentemente, afetam os niveis transcricionais dos genes alvo deste Fator de transcricéo,
nomeadamente do p21, p27 e PUMA. A Unica excecdo corresponde ao gene p27, cujos niveis

diminuem com o tratamento das células com Piperlongumina.

V.1.3. Western blot

Apos verificar se 0s compostos naturais afetam a transcricdo dos genes alvo de FOXO, foi
realizada uma analise a nivel proteico com recurso ao western blot. Neste sentido, as células U20S
FOXO foram tratadas com Harmina a 16 uM e Piperlongumina 13 uM durante 1h, 12h, 24h e 48h.
As células também foram tratadas com DMSO que corresponde ao controlo negativo.

Como referido anteriormente, as concentracdes selecionadas sdo correspondentes as
utilizadas nas experiéncias do cMAP. Em acréscimo, o as horas de tratamento aplicadas foram
selecionadas de acordo com os dados da literatura 8 %I, E importante referir que a incubac&o das
células com os compostos em DMEM foi precedida pela substituicdo do meio para EBSS, quando
as placas apresentavam 70% de confluéncia. Isto para garantir que as condi¢des experimentais nas
diferentes horas de tratamento eram as mesmas e para evitar a confluéncia excessiva e,
consequente, morte das células com 24h e 48h de tratamento.

A posterior realizacdo do western blot a estas células permitiu detetar os niveis totais de
Akt e de FOXO, assim como os niveis de fosforilagdo de p-FOXO (S253) e p-Akt (S473). Os

resultados estdo na Figura V.27 e foram realizados pela aluna do laborat6rio Susana Machado.

Departamento de Medicina e Ciéncias Biomédicas da Universidade do Algarve- Andreia Lamy 74



Descoberta de moduladores de FOXO para tratamentos anticancerigenos e antienvelhecimento

DH DH DH DAH
nxoa—|-———---——-..... ‘ p-FOXO3a (5253)

72KD2 mmm
BT MY ™ " FOXOTOTAL

72KDa —|—-— ———— —_ ‘ p-AKT (S473)

60KDa —’---"" - 45 " = IAKTTOTAL

35KDa—--—‘-—-——‘ GAPDH

D-DMSO -l armina

o 1 e

DP DP DP
72KDa —(-——- - - "p-FOXO3a(5253)

72KD2 =gy 3 I % ¥ 4 89 g [FOXOTOTAL

o _‘ U —— | p-AKT (S473)

60KDa —(--—--—- IAKTTOTAL

35KDa —I-— —— — — = —l GAPDH

D-DMSO  P-Piperlongumina

Figura V.26- Niveis de p-FOXO3a aumentam em células que sobre-expressam FOXO-GFP
tratadas com Piperlongumina. A analise foi obtida através da realizacdo de western blot a células
U20S FOXO tratadas com A) Harmina a 16 uM e B) Piperlongumina a 13 uM durante diferentes
tempos de incubacédo (1h, 12h, 24h e 48h). O DMSO foi utilizado como controlo negativo e esta
representado por D. Harmina esta representada por H e Piperlongumina por P. A percentagem de
todos os running géis foi de 10%. Foi carregado 25 a 30 pL de lisado de proteina total e 3 pL do
marcador NZY Blue Protein Marker, por poco. Os niveis de fosforilacdo de FOXO foram detetados
através de um anticorpo especifico anti-FOXO fosforilado (p-FOXO3a S253). Os niveis de
fosforilagdo de Akt foram detetados através de um anticorpo especifico anti-Akt fosforilado (p-Akt
S473). FOXO03a TOTAL e Akt TOTAL foram utilizados como controlos da quantidade de
proteina. GAPDH foi utilizado como controlo de loading. O sinal foi detetado através do Sistema
de imagem ChemiDocTM XRS+ System (Bio-Rad, EUA), acoplado ao programa Image Lab 4.0
para andlise e detecdo de imagens.

A Figura V.27A permite verificar que o tratamento com Harmina ha uma diminuicao tanto
dos niveis proteicos de FOXO total como da fosforilagdo desta mesma proteina. Esta Gltima pode

ser justificada pela diminuig&o da proteina total.

No que diz respeito aos niveis proteicos de Akt ou da fosforilagdo desta proteina, ndo se

verifica nenhum efeito de Harmina, o que pode significar que Harmina ndo modula a atividade
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transcricional de FOXO através da sinalizacdo Akt. Estas observacdes aplicam-se a todas as horas
de tratamento (1h, 12h, 24h e 48h).

Relativamente ao tratamento com Piperlongumina (Figura V.27B), verifica-se uma
diminuicdo dos niveis proteicos de FOXO total, assim como da fosforilacdo desta proteina, mas
apenas com 12h ou mais de tratamento. De forma idéntica ao observado com Harmina, uma vez
que os niveis de FOXO total diminuiram com o tratamento das células com Piperlongumina, a

diminuicdo da fosforilacdo de FOXO pode ser uma consequéncia deste facto.

Os niveis proteicos de Akt total, a excecao do tratamento de 48h, ndo diminuiram, porém,
a fosforilacdo de Akt diminuiu a partir das 12h de tratamento. Isto significa que a modulacéo da

ativacdo de FOXO por Piperlongumina pode ser através do Akt.

V.2. SCREENING

V.2.1. Quantificacdo Manual

Extratos de microalgas (Algl-Alg18)

No ambito da colaboracdo entre o laboratério Wolfgang Link e 0 CCMAR no projeto
AlgaRED+, foram inicialmente fornecidos 6 extratos de microalgas de espécies diferentes, sendo
que cada extrato foi extraido em 3 solventes diferentes: H.O, Etanol e Acetato de Etilo (EA).
Assim, obteve-se um total de 18 extratos de microalgas, aos quais foram atribuidos codigos
(Algl—Alg18), os quais estdo representados na tabela X.1. do Anexo 1, juntamente com o codigo

original, espécie e solvente de extracdo correspondentes.

Segundo a pesquisa bibliografica evidenciada na seccdo 4 da introducdo denominada
“PROPRIEDADES ANTICANCERIGENAS DE PRODUTOS NATURAIS” existem extratos de
microalgas e componentes derivados de microalgas com propriedades anticancerigenas [*16-1181,

Neste sentido, estabeleceu-se a hipdtese, enunciada previamente no capitulo 111, que os
extratos de microalgas Algl a Algl8 induzem a localizagdo nuclear de FOXO, tornando-se
necessario analisar a localizacdo subcelular de FOXO em células tratadas com estes extratos. Com
0 objetivo de resolver esta questéo, a linha celular U20S FOXO foi tratada com estes 18 extratos
de microalgas, durante 1 hora e com concentracfes diferentes (Tabela 1V.3), obtendo-se os

resultados representados na Figura V.28. Como referido previamente, estes resultados foram
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obtidos, numa fase inicial, a partir da quantificacdo manual de células com FOXO-GFP nuclear,

com recurso a microscopia fluorescente, tal como detalhado nos métodos.
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Figura V.27- Quantificacdo manual de FOXO-GFP nuclear em células tratadas com extratos
de microalgas. As células U20S FOXO, tratadas com diferentes extratos de microalgas (Alg5,
Algl10, Algl1, Algl2, Algl6 e Algl7) durante 1h foram quantificadas para obter a percentagem de
células com FOXO localizado no nucleo. A Leptomicina B foi utilizada como controlo positivo da
localizacdo nuclear de FOXO-GFP. O etanol e o DMSO foram utilizados como controlos
negativos. A localizacdo de FOXO-GFP foi analisada atraves de microscopia fluorescente e
quantificacdo manual de 250 células individuais. Apenas a percentagem de células com localizacéo
nuclear de FOXO-GFP ¢ apresentada.

A Figura V.28 representa a percentagem de células com FOXO-GFP no ndcleo ap6s o
tratamento com o controlo positivo (Leptomicina B) e negativo (DMSO), e com Alg5, Alg10,
Algll, Algl2, Algl6 e Algl7. E possivel observar que, nas células tratadas com o controlo
positivo, a localizagdo de FOXO-GFP é praticamente 100% nuclear, enquanto nas células tratadas
com o controlo negativo apenas 22% apresentam FOXO-GFP nuclear. No que diz respeito as
células tratadas com extratos de microalgas, é possivel destacar Alg5, Algll e Algl2 uma vez que
cerca de 40%, 45% e 44% das células, respetivamente, apresentam FOXO-GFP localizado no
nacleo. A percentagem de células com FOXO-GFP nuclear apds o tratamento com 0s restantes

extratos € igual ou inferior a do controlo negativo. O tratamento da linha celular U20S FOXO com
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Alg10, Algl6 e Algl7 resultou em cerca de 11%, 9% e 18% células com FOXO-GFP nuclear,
enguanto o controlo negativo apresenta 22% celulas com FOXO-GFP nuclear. Estes resultados
indicam que a hipotese se confirma para trés extratos de microalgas, Alg5, Algll e Algl2 e é
rejeitada para os extratos Alg10, Algl6 e Algl7. Por outras palavras, Alg5, Algll e Algl2 induzem
a localizacéo nuclear de FOXO.

FOXO-GFP DAPI MERGE

Figura V.28- FOXO-GFP esta distribuido uniformemente em células sem tratamento e
localizado no nucleo em células tratadas com Leptomicina B. As células U20S FOXO foram
tratadas com DMSO, Leptomicina B e Etanol durante 1h. A Leptomicina B foi utilizada como
controlo positivo da localizacao nuclear de FOXO-GFP. O etanol e 0 DMSO foram utilizados como
controlos negativos. O GFP (verde) representa a localizacdo subcelular de FOXO. DAPI (azul)
representa o ndcleo das células. Merge representa a sobreposicdo de GFP e DAPI. A observacgéo e
aquisicdo de imagem foi realizada através da objetiva 40X do Microscopio trinocular Vertical de
Fluorescéncia Motorizado Axiolmager Z2 com camara fotografica (AxioCamHR3) acoplada ao
sistema de analise de imagem AxioVision 4.8.2. A analise de imagens foi realizada no programa
de analise de imagem Image J 1.52, acoplado a extensao Fiji.

DMSO

Leptomicina B

Etanol

As imagens captadas por microscopia fluorescente, representadas na Figura V.29 estdo de

acordo com a quantificagdo. Na presenca do controlo negativo, FOXO-GFP encontra-se
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uniformemente distribuido no ndcleo e no citoplasma das células U20S FOXO. A situagdo €
idéntica na presenca de etanol. Na presenca de Leptomicina B, FOXO-GFP esta localizado no

nucleo praticamente na totalidade.

FOXO-GFP DAPI MERGE

Figura V.29- FOXO-GFP est4 localizado no nucleo de células tratadas com os extratos de
microalgas Alg5, Algll e Algl2. As células U20S FOXO foram tratadas com os extratos de
microalgas Alg5, Algll e Alg12 durante 1h. O GFP (verde) representa a localizagéo subcelular de
FOXO. DAPI (azul) representa o nucleo das células. Merge representa a sobreposi¢do de GFP e
DAPI. A observacéo e aquisi¢cdo de imagem foi realizada através da objetiva 40X do Microscopio
trinocular Vertical de Fluorescéncia Motorizado Axiolmager Z2 com camara fotografica
(AxioCamHR3) acoplada ao sistema de andlise de imagem AxioVision 4.8.2. A anélise de imagens
foi realizada no programa de analise de imagem Image J 1.52, acoplado a extensdo Fiji.

Relativamente aos extratos de microalgas Alg5, Algll e Algl2, tém a capacidade de induzir
a localizagéo nuclear de FOXO-GFP, o que € observavel pelas imagens obtidas (Figura V.30). Por
outro lado, Alg10, Algl16 e Algl7 ndo tém essa capacidade e apresentam resultados semelhantes
ao controlo negativo, onde FOXO-GFP esta praticamente uniformemente distribuido no nacleo e

no citoplasma das células (Figura V.31).
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FOXO-GFP DAPI MERGE

Figura V.30- FOXO-GFP esta localizado no nucleo e no citoplasma de células tratadas com
o0s extratos de microalgas Alg10, Algl6 e Algl7. As células U20S FOXO foram tratadas com os
extratos de microalgas Alg10, Alg16 e Algl7 durante 1h. O GFP (verde) representa a localizacédo
subcelular de FOXO. DAPI (azul) representa o nucleo das células. Merge representa a sobreposicédo
de GFP e DAPI. A observacao e aquisicdo de imagem foi realizada através da objetiva 40X do
Microscopio trinocular Vertical de Fluorescéncia Motorizado Axiolmager Z2 com camara
fotografica (AxioCamHR3) acoplada ao sistema de anélise de imagem AxioVision 4.8.2. A andlise
de imagens foi realizada no programa de analise de imagem Image J 1.52, acoplado a extensdo Fiji.

Por fim, é importante referir que as células tratadas com os restantes extratos de microalgas
ndo se encontravam em boas condigdes, pelo que foi efetuada apenas uma andlise qualitativa, e ndo
quantitativa, das células disponibilizada na tabela X.4. do Anexo 2. Neste sentido, a experiéncia
foi repetida nas mesmas condi¢cfes experimentais, mas os dados foram analisados com recurso a

um método de andlise quantitativo diferente: a quantificagdo automatica.
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V.2.2. Quantificacdo Automatica

Extratos de microalgas (Alg5, Algl10- Algl12, Algl6 e Algl7)

L S,

B Quantificacdo automatica
80

60

401

20

% de células com FOXO nuclear

[u1]
m
=
L
£
o
£
Q
]
-

Figura V.31- Comparacao da quantificacdo manual e automética de FOXO-GFP nuclear em
células tratadas com extratos de microalgas. As células U20S FOXO, tratadas com diferentes
extratos de microalgas (Alg5, Algl0, Algll, Algl2, Alglé e Algl7) durante 1h foram
quantificadas para obter a percentagem de células com FOXO localizado no nlcleo. A Leptomicina
B foi utilizada como controlo positivo da localizacdo nuclear de FOXO-GFP. O etanol e o DMSO
foram utilizados como controlos negativos. A localizacdo de FOXO-GFP foi analisada através de
microscopia fluorescente e quantificacdo manual de 250 células individuais. A localizacdo de
FOXO-GFP foi analisada através de microscopia fluorescente e quantificagdo automatica com
recurso ao programa Definiens Developer 2.5 (cinzento). Apenas a percentagem de células com
localizacéo nuclear de FOXO-GFP ¢ apresentada.

A Figura V.32 apresenta ambas as quantificagdes efetuadas- manual e automaética- a células
U20S FOXO tratadas com Alg5, Algl0-Algl2, Algl6 e Algl7 em experiéncias independentes,
realizadas em dias diferentes e temporalmente distantes. Antes de mais, as células submetidas ao
controlo positivo apresentaram uma grande diferenga nas duas quantificagdes no que diz respeito
a localizagdo de FOXO. Na quantificagdo manual, FOXO-GFP encontra-se localizado no ndcleo

de todas as células tratadas com Leptomicina B, enquanto na automatica apenas cerca de metade
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das células apresentam FOXO-GFP localizado no nucleo. Para além disso, o controlo negativo
também resultou num menor nimero de células com FOXO-GFP nuclear comparativamente a
quantificacdo manual. No que diz respeito ao etanol, a diferenca entre as duas quantificacdes ndo

é significativa e ambas demonstram cerca de 15% de células com FOXO-GFP no ntcleo.

De forma semelhante ao observado com os controlos, o tratamento das células com os
extratos de microalgas apresenta diferencas notorias relativamente a localiza¢do nuclear de FOXO.
A percentagem de células com FOXO-GFP no nucleo na presenca de Alg5, Algll e Alg12 é muito
inferior ao observado na quantificacdo manual, apresentando percentagens semelhantes ou
inferiores a situacdo observada com o controlo negativo. Por outro lado, na presenca de Alg10,
Algl6 e Algl7 a percentagem de células com FOXO-GFP no nucleo € idéntica ao observado com

o0 controlo positivo.

Por outras palavras, segundo a quantificacdo automatica, a hipétese é rejeitada para Algs,
Algll e Algl2 e confirmada para Alg10, Algl6 e Algl7. Assim, os resultados obtidos com as duas
quantificacOes e apresentados na Figura V.32 ndo coincidem, sendo inclusive opostos. No entanto,
a quantificacdo manual constituiu a primeira experiéncia realizada no presente estudo, o que pode
ter comprometido a qualidade das células que, tal como referido anteriormente, ndo se encontravam
em boas condicBes. Neste seguimento, a quantificacdo automatica foi aplicada numa fase com
maior préatica laboratorial, tanto na cultura de células como na analise microscopica e seguinte

captacao de imagem.

Ainda assim, a quantificacdo automatica dos extratos de microalgas Algl-Algl8 foi
precedida pela repeticdo do tratamento das células U20S FOXO com Alg5, Algll e Algl2, mas
com concentracdes diferentes (0.1 ng/uL; 1 ng/uL; 10 ng/uL; 100 ng/uL e 1000 ng/uL), dado

terem sido considerados inicialmente resultados positivos pela quantificagdo manual.
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Figura V.32- Os extratos de microalgas Alg5, Algll e Algl2 ndo induzem a localizagdo
nuclear de FOXO-GFP. As células U20S FOXO, tratadas com diferentes concentragdes (0.1
ng/uL; 1 ng/uL; 10 ng/uL; 100 ng/uL e 1000 ng/pL) dos extratos de microalgas (A) Algs; (B)
Algl1; (C) Alg12; durante 1h foram quantificadas para obter a percentagem de células com FOXO
localizado no nucleo. A Leptomicina B foi utilizada como controlo positivo da localizagdo nuclear
de FOXO-GFP. O etanol e 0 DMSO foram utilizados como controlos negativos. A localizagéo de
FOXO-GFP foi analisada através de microscopia fluorescente e quantificagdo automatica com
recurso ao programa Definiens Developer 2.5. Apenas a percentagem de células com localizacdo
nuclear de FOXO-GFP € apresentada. Os dados estdo expressos através da média de duas
experiéncias independentes £+ SEM. Os P-values significativos sdo apresentados sob *P<0.05;
**P<(.01; Ns= Nao significativo; e foram obtidos através de Dunnett's multiple test comparison.
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Em primeiro lugar, € de referir que, apesar dos graficos representados na Figura V.33 terem
sido realizadas no ambito dos resultados obtidos por quantificagio manual, foram obtidas com

recurso a quantificacdo automatica.

Em segundo lugar, as diferentes concentracbes de Alg5, Algll e Algl2 utilizadas
resultaram em percentagens de células com FOXO-GFP nuclear idénticas as do controlo negativo
(Figura V.33A e V.33C). Apenas a concentracdo mais elevada de Alg1l1 (1000 ng/pL) apresentou
uma percentagem maior de células com FOXO-GFP localizado no nudcleo (Figura V.33B), ainda
que ndo estatisticamente significativa. Por sua vez, o controlo positivo apresentou diferenca
estatistica significativa comparativamente ao DMSO (P.=0,0109; Pg=0,0029; Pc= 0,0095;
Dunnett's multiple test comparison).

Isto significa que ndo se observa uma relacdo de dose-resposta para nenhum dos extratos
de microalgas selecionados através da quantificacdo manual, a excecdo de Algll com uma ligeira
resposta a concentracdo de 1000 ng/pL. N&o obstante, os resultados estdo de acordo com o que se
obteve pela quantificacdo automatica, aumentando a sua fiabilidade e rejeitando novamente a

hipGtese para este extratos.

No decurso dos resultados anteriormente obtidos, tornou-se necessario entender a ligeira
capacidade de Algll induzir a localizagéo nuclear de FOXO pelo que o0 CCMAR procedeu ao

fracionamento deste extrato para posterior analise.

Fracdes de Algll (F1-F5)

A anélise incidiu em 4 fracdes (F1-F4) de Algll extraidas com diferentes solventes-
hexano, diclorometano, acetato de etilo e 4gua e etanol- e na solucdo stock (F5 ou EPS) em
concentracgdes iguais, a excecdo de F4. O solvente de extracdo utilizado para cada fragdo encontra-
se na tabela X.2. do Anexo 1, enquanto as concentracOes utilizadas estdo descritas na Tabela IV.3.
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Figura V.33- A fracdo F4 de Algll induz a localiza¢do nuclear de FOXO-GFP. As células
U20S FOXO, tratadas com diferentes fracdes (F1, F2, F3 e F4) do extrato de microalga Algll
(F5) durante 1h foram quantificadas para obter a percentagem de células com FOXO localizado no
nucleo. A Leptomicina B foi utilizada como controlo positivo da localizacdo nuclear de FOXO-
GFP. O etanol e 0o DMSO foram utilizados como controlos negativos. A localizagdo de FOXO-
GFP foi analisada através de microscopia fluorescente e quantificacdo automatica com recurso ao
programa Definiens Developer 2.5. Apenas a percentagem de células com localizacdo nuclear de
FOXO-GFP ¢ apresentada.

Segundo a Figura V.34, as fra¢bes F1, F2 e F3 ndo induzem a localizacéo nuclear de FOXO.
No entanto, o tratamento com F4 resulta numa percentagem de células com FOXO localizado no
nacleo semelhante a de F5, a solugdo stock. Por outras palavras, a substancia ativa responsavel pela
ligeira inducgéo da localizagdo nuclear de FOXO por Algll pode estar presente na fracdo F4.

Extratos de microalgas, de Haloarqueas e extratos proteicos, pigmentares e celulares

destes microrganismos (Algl-Alg32)

No ambito da colaboracéo entre o laboratorio Wolfgang Link e 0 CEIMAR da Universidade
de Huelva foram também fornecidos diversos extratos de Haloarqueas de duas espécies diferentes,
nomeadamente 4 extratos de Haloarcula e 4 extratos de Halobacterium. Um dos extratos destas
especies foi extraido em solventes diferentes: Hexano, diclorometano, EA e cloroférmio. Os
restantes 3 extratos de cada uma destas espécies sdo extratos proteicos, pigmentares e celulares. Os

extratos pigmentares foram extraidos em acetona e os extratos celulares correspondem ao pellet
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resultante da extragcdo com acetona, do qual, por sua vez, se ressuspendeu num buffer aquoso que
contém as proteinas solUveis que se precipitaram na acetona.

Assim, para além dos 18 extratos de microalgas, obteve-se um total de 14 extratos de
haloarqueas, as quais foram atribuidos codigos (Alg19—Alg32), os quais estdo representados na
tabela X.1. do Anexo 1, juntamente com o cddigo original, espécie e solvente de extracdo
correspondentes.

Como descrito anteriormente, foi realizada a quantificacdo automatica das células tratadas
com Algl-Algl8 e, simultaneamente, das tratadas com os extratos de Haloarqueas e extratos
proteicos, pigmentares e celulares destes mesmos microrganismos (Alg19-Alg32).

A Figura V.32 exibida acima apenas continha os resultados relativos a Alg5, Alg10-Algl2,
Algl6 e Algl7, enquanto a Figura V.35 abaixo engloba os restantes extratos de microalgas e

haloarqueas.
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Figura V.34- Os extratos de microalgas Algl4 e Algl6 induzem a localizacdo de FOXO-GFP
no nucleo. As células U20S FOXO, tratadas com diferentes extratos de microalgas, de
Haloarqueas e extratos proteicos, pigmentares e celulares destes mesmos microrganismos (Algl-
Alg-32) durante 1h foram quantificadas para obter a percentagem de células com FOXO localizado
no nucleo. A Leptomicina B foi utilizada como controlo positivo da localizacdo nuclear de FOXO-
GFP. O etanol e 0 DMSO foram utilizados como controlos negativos. A localizagdo de FOXO-
GFP foi analisada através de microscopia fluorescente e quantificacdo automatica com recurso ao
programa Definiens Developer 2.5. Apenas a percentagem de células com localizag¢do nuclear de
FOXO-GFP ¢ apresentada.

Primeiramente, dado o elevado nimero de extratos, foram estabelecidas 5 categorias que
correspondem a diferentes percentagens de células com FOXO nuclear, nomeadamente <20%,
entre 20-30%, entre 30-40%, entre 40-60% e >60%, e que s&o representadas por diferentes cores.

Em segundo lugar, e tal como referido anteriormente, a Figura V.35 demonstrou a
existéncia de diferengas nos controlos, onde DMSO- controlo negativo- resultou em cerca de 13%

de células com FOXO localizado no nicleo e Leptomicina B- controlo positivo- em
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aproximadamente 50%. Neste sentido, os extratos com capacidade de induzir a localizac¢éo nuclear
de FOXO em pelo menos 30% das células, foram definidos como resultados positivos. Isto
significa que Alg3, Alg7, Algl0 e Algl4-Algl8 constituem resultados positivos da quantificagcdo
automatica, ou seja, resultados que confirmam a hipétese definida previamente. Em acréscimo,
Algl14 e Algl6 destacam-se com 52% e 44% de células com FOXO no nucleo, valores semelhantes
e superiores, respetivamente, ao observado no controlo positivo. Assim, todos 0s novos extratos

fornecidos (Alg19-Alg32) se revelaram resultados negativos, ou seja, rejeitam a hipotese.

FOXO-GFP DAPI MERGE

Figura V.35- FOXO-GFP esta localizado no nucleo de células tratadas com os extratos de
microalgas Alg3, Alg7 e Algl10 e Algl4. As células U20S FOXO foram tratadas com os extratos
de microalgas Alg3, Alg7 e Algl10 e Algl4 durante 1h. O GFP (verde) representa a localizacdo
subcelular de FOXO. DAPI (azul) representa o ntcleo das células. Merge representa a sobreposicao
de GFP e DAPI. A observacéo e aquisicdo de imagem foi realizada através da objetiva 40X do
Microscopio trinocular Vertical de Fluorescéncia Motorizado Axiolmager Z2 com céamara
fotografica (AxioCamHR3) acoplada ao sistema de analise de imagem AxioVision 4.8.2. A anélise
de imagens foi realizada no programa de analise de imagem Image J 1.52, acoplado a extensdo Fiji.
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FOXO-GFP DAPI MERGE

Figura V.36- FOXO-GFP esta localizado no nucleo de células tratadas com os extratos de
microalgas Algl5, Algl6 e Algl7 e Algl8. As células U20S FOXO foram tratadas com o0s
extratos de microalgas Algl5, Algl6 e Algl7 e Algl8 durante 1h. O GFP (verde) representa a
localizacdo subcelular de FOXO. DAPI (azul) representa o nucleo das células. Merge representa a
sobreposicdo de GFP e DAPI. A observacéo e aquisicdo de imagem foi realizada atravées da objetiva
40X do Microscopio trinocular Vertical de Fluorescéncia Motorizado Axiolmager Z2 com camara
fotografica (AxioCamHR3) acoplada ao sistema de analise de imagem AxioVision 4.8.2. A analise
de imagens foi realizada no programa de analise de imagem Image J 1.52, acoplado a extensao Fiji.

As imagens captadas por microscopia fluorescente (Figura V.36 e V.37) clarificam os
resultados obtidos pela quantificagdo. Na presenca de Alg3, Alg7, Algl0 e Algl4-Algls,
considerados resultados positivos pela quantificagdo, FOXO-GFP esta localizado maioritariamente
no nucleo das células-situacéo idéntica a encontrada com o controlo positivo. Novamente, tal como
na quantificacdo, o resultado € destacado no tratamento com Algl14 (Figura V.36) e Algl6 (Figura
V.37). O tratamento com os restantes extratos de microalgas e de haloarqueas, de forma geral,

representa a situacao observada na presenca do controlo negativo ou de etanol, isto €, FOXO-GFP
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distribuido uniformemente nas células. Estes extratos foram considerados resultados negativos pela

analise da quantificacdo automatica e estao representados nas Figuras X.1.-X.10. do Anexo 3.

Neste momento, a primeira questao que se coloca com base nestes resultados é se o efeito
observado na localizacdo de FOXO de células tratadas com estes extratos é influenciado pela

autofluorescéncia caracteristica dos extratos de microalgas ™1,

Como consequéncia, aplicou-se a metodologia utilizada na abordagem bioinformética com
Harmina e Piperlongumina para verificar a existéncia de autofluorescéncia, ou seja, realizou-se o
tratamento de U20S PARENTAL com o0s extratos considerados resultados positivos,
nomeadamente Alg3, Alg7, Alg10 e Alg14-Alg18.

1. Alg14 e Alg16 ndo apresentam autofluorescéncia
FOXO-GFP DAPI MERGE

Figura V.37- As células U20S PARENTAL tratadas com os extratos de microalgas Algl4 e
Algl6 ndo apresentam fluorescéncia. As células U20S PARENTAL foram tratadas com os
extratos de microalgas Algl4 e Alg16.0 GFP (verde) representa a localizacéo subcelular de FOXO.
DAPI (azul) representa o nucleo das células. Merge representa a sobreposicdo de GFP e DAPI. A
observacao e aquisicao de imagem foi realizada através da objetiva 40X do Microscopio trinocular
Vertical de Fluorescéncia Motorizado Axiolmager Z2 com camara fotografica (AxioCamHR3)
acoplada ao sistema de analise de imagem AxioVision 4.8.2. A analise de imagens foi realizada no
programa de analise de imagem Image J 1.52, acoplado a extensdo Fiji.

AI‘IG AI‘M

Departamento de Medicina e Ciéncias Biomédicas da Universidade do Algarve- Andreia Lamy 90



Descoberta de moduladores de FOXO para tratamentos anticancerigenos e antienvelhecimento

A Figura V.38 apresenta, a titulo exemplificativo, as imagens obtidas pelo tratamento da
linha celular U20S PARENTAL com Alg14 e Alg16, dado consistirem nos extratos que induziram
a maior percentagem de células com FOXO-GFP nuclear. No entanto, também representam os
resultados obtidos com os restantes extratos com efeitos positivo na localizagdo de FOXO. E
possivel observar que nenhum destes extratos apresenta autofluorescéncia, o que significa que os
resultados observados na linha celular U20S FOXO sdo, efetivamente, o efeito dos extratos na
localizacdo de FOXO. Esta experiéncia ja tinha sido realizada com os extratos considerados como

resultados positivos inicialmente pela quantificacdo manual e encontram-se no Anexo 4.

Neste momento, surgem duas novas hipoteses relativamente ao efeito observado pelos
extratos de microalgas em FOXO. Antes de mais, como descrito anteriormente, existem varios
componentes derivados de microalgas com propriedades farmacoldgicas, e muitas sdo importantes
na area da investigacdo do cancro. Os carotenoides sdo um exemplo de compostos presentes em
microalgas e que apresentam propriedades anticancerigenas. A fucoxantina é um dos carotenoides
amplamente estudado por estas propriedades. Kumar. S. et al (2013), Takahashi. K et al (2015) e
Satomi. Y et al (2017) descrevem que a fucoxantina tem efeitos citotdxicos em linhas celulares

cancerigenas e que inibe a carcinogénese 1701721,

Em acréscimo, o CCMAR forneceu este carotenoide ao laboratério pelo que a primeira

hipbtese que surge é que a fucoxantina induz a localizacéo nuclear de FOXO.
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Figura V.38- Fucoxantina ndo induz a localizagéo de FOXO-GFP no nucleo. As células U20S
FOXO, tratadas com fucoxantina durante 1h foram quantificadas para obter a percentagem de
células com FOXO localizado no nucleo. A Leptomicina B foi utilizada como controlo positivo da
localizacdo nuclear de FOXO-GFP. O etanol e o DMSO foram utilizados como controlos
negativos. A localizacdo de FOXO-GFP foi analisada através de microscopia fluorescente e
quantificacdo automatica com recurso ao programa Definiens Developer 2.5. Apenas a
percentagem de células com localizagcdo nuclear de FOXO-GFP é apresentada. Os P-values sdo
apresentados sob Ns= Nao significativo. Os dados estdo expressos através da média de trés
experiéncias independentes + SEM.

Para resolver esta questdo, a linha celular U20S FOXO foi submetida a um tratamento de
uma hora com fucoxantina e os resultados obtidos est&o na Figura V.39. E possivel observar que a
percentagem de células tratadas com fucoxantina que apresentam FOXO-GFP no nucleo é
semelhante a situacdo do controlo negativo. Esta situacdo pode ter duas interpretacdes. Por um
lado, esta substancia pode ndo ter capacidade de translocar FOXO para o nucleo, rejeitando a
hipdtese formulada. Por outro lado, a fucoxantina pode ser responsavel apenas por uma parte do
efeito observado na translocacdo de FOXO, confirmando parcialmente a hipdtese. Por outras
palavras, a fucoxantina pode ndo ter qualquer efeito na localizagdo de FOXO, por si s6, mas sim

guando em sinergia com outra substancia.

Departamento de Medicina e Ciéncias Biomédicas da Universidade do Algarve- Andreia Lamy 92



Descoberta de moduladores de FOXO para tratamentos anticancerigenos e antienvelhecimento

FOXO-GFP DAPI MERGE

Fucoxantina

10 pm

Figura V.39- FOXO-GFP esta localizado no nucleo e no citoplasma de células tratadas com
fucoxantina. As células U20S FOXO foram tratadas com fucoxantina durante 1h. O GFP (verde)
representa a localizacao subcelular de FOXO. DAPI (azul) representa o nucleo das células. Merge
representa a sobreposicdo de GFP e DAPI. A observacdo e aquisicdo de imagem foi realizada
através da objetiva 40X do Microscopio trinocular Vertical de Fluorescéncia Motorizado
Axiolmager Z2 com camara fotografica (AxioCamHR3) acoplada ao sistema de analise de imagem
AxioVision 4.8.2. A andlise de imagens foi realizada no programa de analise de imagem Image J
1.52, acoplado a extensao Fiji.

Estes resultados sdo clarificados pelas imagens captadas por microscopia fluorescente
(Figura V.40), as quais demonstram que na presenca de fucoxantina, FOXO-GFP esta distribuido
uniformemente no ndcleo e no citoplasma das células. Ou seja, a localizacdo de FOXO-GFP em
celulas tratadas com fucoxantina e com DMSO é idéntica.

Neste &mbito, devido a incerteza do efeito da fucoxantina na localizacdo de FOXO, foram
analisados outros mecanismos que justifiquem o efeito dos extratos de microalgas. Assim, de forma
idéntica ao estipulado para Harmina e Piperlongumina, estabeleceu-se a hipdtese que 0s extratos
de microalgas considerados resultados positivos induzem a localizacdo nuclear de FOXO ao
interferir com CRML1. Para testar esta hipotese aplicou-se a metodologia utilizada anteriormente
com Harmina e Piperlongumina, ou seja, tratou-se a linha celular U20S NES com os respetivos
extratos de microalgas (Alg3, Alg7, Algl0 e Alg14-Algl18).
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Figura V.40- NES-GFP esta localizado no citoplasma de células tratadas com os extratos de
microalgas Algl4 e Algl16. As celulas U20S NES foram tratadas com os extratos de microalgas
Algl4 e Alg16 durante 1h. O GFP (verde) representa a localizacdo subcelular de NES. DAPI (azul)
representa o nucleo das células. Merge representa a sobreposicdo de GFP e DAPI. A observacdo e
aquisicdo de imagem foi realizada através da objetiva 40X do Microscopio trinocular Vertical de
Fluorescéncia Motorizado Axiolmager Z2 com camara fotogréafica (AxioCamHR3) acoplada ao
sistema de analise de imagem AxioVision 4.8.2. A analise de imagens foi realizada no programa
de anélise de imagem Image J 1.52, acoplado a extenséo Fiji.

Alg14

A titulo exemplificativo, a Figura V.41 apresenta os resultados obtidos com o tratamento
da linha celular U20S NES com Algl4 e Algl6, dado consistirem nos extratos que induziram a
maior percentagem de células com FOXO-GFP nuclear. No entanto, também representam o0s
resultados obtidos com os restantes extratos com efeitos positivo na localizagdo de FOXO. E
possivel observar que NES esta localizado no citoplasma das células tratadas com os extratos de
microalgas, tal como no controlo negativo pelo que a hipdtese € rejeitada. Portanto, os extratos de

microalgas induzem a localizacdo de FOXO no nucleo, mas sem interferir com CRM1.

Péptidos

Por fim, a hipdtese também foi testada para os trés peptidos (Pepl, Pep2 e Pep3) fornecidos
no ambito do projeto AlgaRED+, mencionado previamente, com recurso a mesma metodologia.
Ou seja, no tratamento de células U20S FOXO com estes péptidos durante uma hora e & mesma
concentragdo, a qual se encontra na Tabela 1V.3. A identificacdo de cada péptido, assim como 0s

respetivos tamanhos e espécies estdo descritos na tabela X.3. do Anexo 1.

Departamento de Medicina e Ciéncias Biomédicas da Universidade do Algarve- Andreia Lamy 94



Descoberta de moduladores de FOXO para tratamentos anticancerigenos e antienvelhecimento

60

40-

20+

% de células com FOXO nuclear

Etanol-

Leptomicina B

Figura V.41- Quantificacdo da localizacdo de FOXO-GFP em células tratadas com trés
péptidos. As células U20S FOXO, tratadas com os péptidos Pepl, Pep2 e Pep3 foram
quantificadas para obter a percentagem de células com FOXO localizado no nacleo. A Leptomicina
B foi utilizada como controlo positivo da localizagdo nuclear de FOXO-GFP. O etanol e o DMSO
foram utilizados como controlos negativos. A localizacdo de FOXO-GFP foi analisada através de
microscopia fluorescente e quantificacdo automatica com recurso ao programa Definiens
Developer 2.5. Apenas a percentagem de células com localizacdo nuclear de FOXO-GFP é
apresentada.

A guantificacdo dos resultados esta na Figura 4 V.2 e demonstra que o tratamento com Pep3
resulta em poucas células com FOXO-GFP no nucleo, o que é comparavel a situacdo do controlo
negativo. Ja o tratamento com Pepl e Pep2, apresenta um maior nimero de células com FOXO-
GFP nuclear, ainda que baixo quando comparado com o controlo positivo. Neste sentido, Pepl e
Pep2 podem ter a capacidade de induzir localizacdo nuclear de FOXO pelo que a hipdtese para
estes compostos é confirmada. Por outro lado, a hipotese é rejeitada por Pep3.
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FOXO-GFP DAPI MERGE

Figura V.42- FOXO-GFP esta localizado no nucleo e no citoplasma de células tratadas com
0s péptidos Pepl, Pep2 e Pep3. As células U20S FOXO foram tratadas com os péptidos Pepl,
Pep2 e Pep3 durante 1h. O GFP (verde) representa a localizacdo subcelular de FOXO. DAPI (azul)
representa o nucleo das células. Merge representa a sobreposicdo de GFP e DAPI. A observacdo e
aquisicdo de imagem foi realizada através da objetiva 40X do Microscépio trinocular Vertical de
Fluorescéncia Motorizado Axiolmager Z2 com camara fotografica (AxioCamHR3) acoplada ao
sistema de analise de imagem AxioVision 4.8.2. A analise de imagens foi realizada no programa
de anélise de imagem Image J 1.52, acoplado a extenséo Fiji.

As imagens captadas por microscopia fluorescente referentes aos péptidos estdo
representadas na Figura V.43. Observa-se que a maioria das células tratadas com Pepl como com
Pep2 apresentam FOXO-GFP distribuido no nacleo e no citoplasma de forma uniforme e apenas
algumas apresentam FOXO-GFP localizado exclusivamente no nucleo. No que diz respeito a Pep3,
a maioria das celulas apresentam FOXO-GFP nuclear e citoplasmatico uniformemente distribuido,

mas algumas delas apresentam FOXO-GFP localizado apenas no citoplasma.
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V.3. CANDIDATE APPROACH
Inibidores de mTOR

V.3.1. Microscopia fluorescente

A primeira parte da candidate approach esta relacionada com trés inibidores de mTOR-
Rapamicina, Torin 1 e CID613034- e, como descrito previamente, mTOR esta associado a proteina
Akt uma vez que esta cinase ¢ fosforilada por mTORC?2 e, por sua vez, fosforila mTORC1. Dado
que a Rapamicina inibe o complexo mTORC1, Torin 1 inibe mTORC1/2 e CID613034 inibe
MTORC2, estabeleceu-se novamente a hipdtese enunciada anteriormente no capitulo I11, mas para
estes inibidores [11°12% pPor outras palavras, foi colocada a hipotese que a Rapamicina, Torin 1 e
CID613034 induzem a localizacdo nuclear de FOXO. Os resultados da quantificacdo das células
U20S-FOXO com FOXO nuclear apds o tratamento de 1 hora com estes trés inibidores a diferentes
concentragdes (0.1 nM, 1 nM, 10 nM e 100 nM) encontra-se na Figura V.44. Tal como nas
abordagens anteriores, 0 DMSO- solvente dos farmacos (Tabela IV.3) - e 0 etanol séo os controlos
negativos e a Leptomicina B corresponde ao controlo positivo.
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Figura V.43- Torin 1 induz a localiza¢do de FOXO-GFP no nucleo. As células U20S FOXO,
tratadas com diferentes concentra¢des (0.1 nM, 1 nM, 10 nM e 100 nM) de trés inibidores de mTOR
(A) Rapamicina; (B) Torin 1 e (C) CID63034 durante 1h foram quantificadas para obter a
percentagem de células com FOXO localizado no nucleo. O A Leptomicina B foi utilizada como
controlo positivo da localiza¢do nuclear de FOXO-GFP. O etanol e 0o DMSO foram utilizados como
controlos negativos. A localizacdo de FOXO-GFP foi analisada através de microscopia
fluorescente e quantificacdo automatica com recurso ao programa Definiens Developer 2.5. Apenas
a percentagem de células com localizacdo nuclear de FOXO-GFP é apresentada. Os dados estdo
expressos através da média de trés experiéncias independentes £ SEM. Os P-values significativos
sdo apresentados sob *P<0.05; **P<0.01; ****P<0.000; Ns= Nao significativo; e foram obtidos
através de Dunnett's multiple test comparison.

A quantificacdo revelou que apenas Torin 1 tem capacidade de induzir a localiza¢do nuclear
de FOXO-GFP no nucleo dado que, contrariamente ao controlo negativo, o tratamento com este
farmaco resultou em mais de 40% de células com FOXO-GFP no nlcleo em todas as concentracfes
utilizadas (Figura V.44B). Ainda assim, o efeito mais significativo foi com Torin 1 a 10 nM

(P=0,0282; Dunnett's multiple test comparison).

Departamento de Medicina e Ciéncias Biomédicas da Universidade do Algarve- Andreia Lamy 98



Descoberta de moduladores de FOXO para tratamentos anticancerigenos e antienvelhecimento

Na presencga de Rapamicina (Figura V.44A) e de CID613034 (Figura V.44C), o nUmero de
células com FOXO-GFP no nucleo varia entre cerca de 25% a 30%, 0 que corresponde a uma
diferenca pequena comparativamente ao controlo negativo, onde apenas 16% das células
apresentam FOXO-GFP no nucleo. Esta observacao aplica-se as diferentes concentragdes destes
farmacos, ainda que a Rapamicinaa 0.1 nM e CID613034 a 100 nM (P=0,0435; Dunnett's multiple
test comparison), o namero de células com FOXO-GFP no nucleo seja ligeiramente superior as
concentragdes restantes. Por outras palavras, o tratamento com estes farmacos resulta num aumento
do nimero de células comparativamente ao controlo negativo, mas a diferenca ndo é significativa

o suficiente para garantir o efeito de Rapamicina e de CID613034 na localiza¢do de FOXO.

Portanto, a hip6tese é apenas confirmada para Torin 1, com destaque para a concentracdo
de 10 nM e rejeitada para os restantes inibidores de mTOR, pelo que este farmaco tem a capacidade

de induzir a localizacdo nuclear de FOXO.
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Figura V.44- FOXO-GFP esta localizado no nacleo de células tratadas com Torin 1. As células
U20S FOXO foram tratadas com trés inibidores de mTOR: Rapamicina, Torin 1 e CID613034. O
GFP (verde) representa a localizacdo subcelular de FOXO. DAPI (azul) representa o nucleo das
células. Merge representa a sobreposicdo de GFP e DAPI. A observacao e aquisicdo de imagem
foi realizada através da objetiva 40X do Microscopio trinocular Vertical de Fluorescéncia
Motorizado Axiolmager Z2 com camara fotografica (AxioCamHR3) acoplada ao sistema de
analise de imagem AxioVision 4.8.2. A analise de imagens foi realizada no programa de analise de
imagem Image J 1.52, acoplado a extensdo Fiji.

As imagens recolhidas por microscopia fluorescente representam visualmente os resultados
obtidos pela quantificagdo (Figura V.45). A Rapamicina e CID613034 apresentam células
maioritariamente com FOXO-GFP distribuido uniformemente no ndcleo e no citoplasma, situagao
idéntica a do controlo negativo (Figura V.20). Por contraste, quase todas as células tratadas com

Torin 1 contém FOXO-GFP no nucleo, tal como a Leptomicina B (Figura V.20).
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FOXO-GFP DAPI MERGE
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Figura V.45- As células U20S PARENTAL tratadas com Torin 1 ndo apresentam
fluorescéncia. As células U20S PARENTAL foram tratadas com Torin 1.0 GFP (verde)
representa a localizacdo subcelular de FOXO. DAPI (azul) representa o nucleo das células. Merge
representa a sobreposicdo de GFP e DAPI. A observacdo e aquisicdo de imagem foi realizada
através da objetiva 40X do Microscopio trinocular Vertical de Fluorescéncia Motorizado
Axiolmager Z2 com camara fotografica (AxioCamHR3) acoplada ao sistema de analise de imagem

AxioVision 4.8.2. A andlise de imagens foi realizada no programa de analise de imagem Image J
1.52, acoplado a extensao Fiji.

Dado que a autofluorescéncia de Harmina, Piperlongumina e dos extratos de microalgas
com efeito positivo na localizacdo nuclear de FOXO foi testada, aplicou-se 0 mesmo procedimento
a Torin 1 (Figura V.46). De forma idéntica ao observado nas abordagens anteriores deste trabalho,
o tratamento das células U20S PARENTAL com Torin 1 a 10 nM durante 1 hora é comparavel ao

obtido com DMSO (Figura V.22), isto é, ndo se observa fluorescéncia do farmaco.

NES-GFP DAPI MERGE

Torin 1

Figura V.46- NES-GFP esta localizado no citoplasma de células tratadas com Torin 1. As
células U20S NES foram tratadas com Torin 1. O GFP (verde) representa a localiza¢ao subcelular
de NES. DAPI (azul) representa o nucleo das células. Merge representa a sobreposi¢cdo de GFP e
DAPI. A observagéo e aquisicdo de imagem foi realizada através da objetiva 40X do Microscopio
trinocular Vertical de Fluorescéncia Motorizado Axiolmager Z2 com camara fotogréfica
(AxioCamHR3) acoplada ao sistema de anélise de imagem AxioVision 4.8.2. A analise de imagens
foi realizada no programa de analise de imagem Image J 1.52, acoplado a extensdo Fiji.
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Por fim, & semelhanca do que se fez anteriormente, foi estabelecida a hipdtese que este
farmaco induz a localizacdo nuclear de FOXO ao interferir com CRM1. Recorreu-se a0 mesmo
modelo celular (U20S NES), tratado com Torin 1 a 10 nM durante 1 hora.

Os resultados representados na Figura V.47 sdo semelhantes ao observado com DMSO
(Figura V.24) dado que, em ambas as situacdes, NES esté localizado no citoplasma das células,
pelo que a hipdtese é rejeitada. Consequentemente, Torin 1 induz a localizagdo de FOXO no

ndcleo, mas também o faz sem interferir com CRML1.

Trametinib

O trametinib é um inibidor de MEK com capacidade de induzir a apoptose em células de
cancro colorretal via expressdo do PUMA. Sendo este um gene-alvo de FOXO, a hipdtese
enunciada previamente no capitulo Il foi testada para este farmaco, nomeadamente que o

trametinib induz a localizagdo nuclear de FOXO.
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Figura V.47- Trametinib ndo induz a localizagdo de FOXO-GFP no nucleo. As células U20S
FOXO, tratadas com diferentes concentra¢fes (10 nM,100 nM e 1000 nM) de Trametinib a (A) 1h;
(B) 6h; (C) 12h e (D) 24h durante 1h foram quantificadas para obter a percentagem de células com
FOXO localizado no nucleo. O A Leptomicina B foi utilizada como controlo positivo da
localizagdo nuclear de FOXO-GFP. O etanol e 0 DMSO foram utilizados como controlos
negativos. A localizacdo de FOXO-GFP foi analisada através de microscopia fluorescente e
quantificacdo automatica com recurso ao programa Definiens Developer 2.5. Apenas a
percentagem de células com localizacdo nuclear de FOXO-GFP ¢é apresentada. Os dados estéo
expressos através da media de trés experiéncias independentes £ SEM. Os P-values significativos
sdo apresentados sob *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.0001; e foram obtidos através de
Dunnett's multiple test comparison.
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O tratamento das células U20S FOXO com Trametinib a diferentes horas (1h, 6h, 12h e
24h) concentracdes (10 nM, 100 nM e 1000 nM) é mostrado na Figura V.48. A hipdtese é rejeitada
dado que néo se verifica um efeito positivo do farmaco na localizacdo de FOXO no ndcleo. Uma
hora de tratamento com trametinib (Figura V.48A) resulta no mesmo nimero de células com
FOXO nuclear que DMSO (Figura V.20). No entanto, o aumento do nimero de horas de tratamento
com este farmaco diminui mais a percentagem de células com FOXO no nucleo em todas as
concentracdes, a excecdo de 12h de trametinib a 10 nM (Figura V.48E). Mais concretamente,
menos de 16% das células apresentam FOXO no nucleo (Figura V.48B, C e D), 0 que representa
um efeito menor que o obtido com o controlo negativo (Figura V.20).

V.3.1. Microscopia fluorescente

FOXO-GFP DAPI MERGE

Trametinib

Figura V.48- FOXO-GFP esta localizado no nucleo e no citoplasma de células tratadas com
Trametinib. As células U20S FOXO foram tratadas com Trametinib. O GFP (verde) representa a
localizacdo subcelular de FOXO. DAPI (azul) representa o nucleo das células. Merge representa a
sobreposicao de GFP e DAPI. A observacdo e aquisi¢do de imagem foi realizada através da objetiva
40X do Microscépio trinocular Vertical de Fluorescéncia Motorizado Axiolmager Z2 com camara
fotografica (AxioCamHR3) acoplada ao sistema de anélise de imagem AxioVision 4.8.2. A andlise
de imagens foi realizada no programa de analise de imagem Image J 1.52, acoplado a extensdo Fiji.

A Figura V.49 é uma representacdo visual das observacdes anteriores. As células quando
tratadas com trametinib contém FOXO distribuido uniformemente no nudcleo e no citoplasma,
assim como o controlo negativo da experiéncia (Figura V.20) pelo que, este farmaco ndo induz a
localizagéo nuclear de FOXO.
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VI. DISCUSSAO DE RESULTADOS

A translocacdo nuclear de FOXO permite reativar a sua atividade bioldgica supressora de
tumor e consiste huma abordagem terapéutica anticancerigena. Neste sentido, a descoberta de
compostos com capacidade de induzir a localizagdo nuclear de FOXO, para aplicagéo futura numa
abordagem terapéutica anticancerigena e antienvelhecimento, é extremamente importante.

O presente estudo teve precisamente como objetivo descobrir diversos compostos com esta
capacidade e dividiu-se em trés partes: uma abordagem bioinformatica, um screening e uma
candidate approach.

Os resultados obtidos foram apresentados e descritos anteriormente pelo que seguidamente

¢ apresentada a discussdo dos mesmos.

VI.1. ABORDAGEM INFORMAICA

O nosso laboratério realizou uma abordagem bioinformatica, com recurso a uma ferramenta
denominada cMAP, que resultou na selecdo de dois compostos naturais, nomeadamente Harmina
e Piperlongumina.

Segundo esta ferramenta bioinformética, Harmina e Piperlongumina induzem um perfil
transcricional inverso ao de TRIB2 ["®74l. A proteina TRIB2 foi identificada anteriormente num
screening genético de larga escala como repressora de FOXO. Isto significa que a descoberta de
compostos que induzem um perfil de expressdo génica inverso ao induzido por TRIB2, permite
reverter os efeitos de TRIB2 na célula a nivel transcricional ['® 74 77 90-921 Neste sentido,

estabeleceu-se a hipotese que Harmina e Piperlongumina induziam a localizacéo nuclear de FOXO.

A observacdo de células U20S FOXO tratadas com estes compostos através de microscopia
fluorescente permitiu observar que FOXO-GFP se encontra localizado no nucleo da maioria das
células. A quantificacdo de FOXO-GFP reforgou os resultados anteriores uma vez que as células
tratadas com Harmina e Piperlongumina apresentam uma maior e significativa percentagem de
células com FOXO-GFP no ndcleo, em comparagdo ao controlo negativo. O efeito na localizacéo
nuclear de FOXO-GFP é mais acentuado com o tratamento das células com Harmina a 16 pM
durante 1 hora e com Piperlongumina a 13 uM e 50 uM. No caso de Piperlongumina, o efeito a
concentragdo de 13 pM ¢é observado tanto com 6h, como com 12h e 24h de incubagédo, porém o

efeito mais pronunciado é com 12h de incubacdo. Por sua vez, Piperlongumina a 50 M consiste
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na concentracdo a qual o efeito na localizacdo nuclear de FOXO ¢é mais pronunciado e a qual o
efeito é observado em todas as horas de tratamento.

Assim, os resultados obtidos permitem afirmar que Harmina e Piperlongumina tém a
capacidade de induzir a localizagcéo nuclear de FOXO. N&o obstante, 0 RT-qPCR realizado a
células U20S PARENTAL tratadas com estes compostos, demonstrou que estes também tém
capacidade de afetar a transcricdo dos genes-alvo de FOXO. Harmina aumentou 0s niveis
transcricionais de p21, p27 e PUMA, enquanto Piperlongumina aumentou os niveis transcricionais
de p21 e PUMA e diminui os niveis de p27. Para além disso, este efeito foi estatisticamente
significativo comparativamente ao controlo negativo.

Por fim, foi realizado um western blot de forma a analisar os niveis de fosforilacdo de
FOXO e de Akt nas células U20S FOXO apos o tratamento com estes compostos naturais a
diferentes tempos de incuba¢do. Harmina resultou na simultdnea diminuicdo dos niveis de
fosforilagdo de FOXO (S) e dos niveis de FOXO total a todas as horas de incubacdo. Assim, a
diminuicdo observada na fosforilagdo pode ser apenas uma consequéncia da diminuicdo de FOXO
total e ndo o efeito de Harmina. Para além disso, Harmina ndo apresentou nenhum efeito nos niveis
proteicos ou de fosforilacdo de Akt a nenhum tempo de incubacgéo pelo que, provavelmente, a
modulacéo da atividade transcricional de FOXO por Harmina ndo é realizada através da sinalizacdo
Akt.

Contrariamente, os resultados obtidos com Piperlongumina demonstram que a modulagédo
da ativacdo de FOXO por Piperlongumina é através do Akt. Isto porque o tratamento das células
com este composto resultou na diminuigdo dos niveis de fosforilacdo de Akt a partir das 12h de
tratamento, sem alteracdo nos niveis de Akt total. Os niveis de fosforilacdo de FOXO (S) também
diminuiram com o tratamento de 12h ou mais horas de incubacdo com Piperlongumina. No entanto,
este efeito pode ser apenas uma consequéncia da diminui¢do dos niveis de FOXO total também
observada.

Harmina ¢ um alcaloide beta (PB)-carbonilico inicialmente descoberto pelas suas
propriedades antidepressivas ao inibir MAO-A [">771. No entanto, este composto possui outros
efeitos farmacoldgicos, nomeadamente atividade citotoxica, inibidor da proliferacdo celular e,
ainda, atividade anti-angiogénica 879761 Em acréscimo, Lamchouri F. et al (2013) e Li C. et al

(2017) descreveram que este composto apresenta atividade anticancerigena [7>76- 82, 86-89]
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Os estudos relativamente a inibicdo da proliferacdo celular por Harmina mostram que este
efeito é obtido através da inibicdo de diferentes vias de sinalizagdo, inclusive a via PI3K /Akt.
Zhang et al. (2016) e Li. C et al (2017) descrevem que Harmina e derivados deste composto
promovem a apoptose e autofagia em determinadas linhas celulares através da inibi¢do da via
PI3k/Akt/mTOR e da producdo de ERO. Esta inibicdo teve efeito em diversas proteinas pro-

apoptéticas, porém nao existe referéncia de efeitos em FOXO a nenhum nivel celular 8891921,

No caso de Liu et al. (2016), mostra que Harmina inibe as vias de sinalizacdo de Akt e de
ERK, promovendo a paragem do ciclo celular e a apoptose mediada pela via mitocondrial e,
consequentemente, a inibicdo da proliferagdo celular %21, Neste mesmo estudo foi realizado um
western blot que permite observar uma diminuicdo, ndo s6 de ERK e Akt fosforilados (Ser473 e

Thr308), mas também de alvos como FOX03a [0 911,

No entanto, este estudo foi realizado em linhas celulares de cancro colorretal humano
SW620, as quais sdo diferentes das utilizadas no presente estudo. Em acréscimo, o western blot do
estudo de Liu et al. (2016) foi realizado com um tratamento de Harmina durante 48h e a fosforilagédo
de FOXO3a foi nas Ser318/321.

Para além disso, em 2007 a Harmina foi descrita como inibidor potente e especifico de
DYRK1a, uma cinase que fosforila as proteinas FOXO (num sitio de fosforilacdo diferente da Akt)
e promove a sua saida do nucleo. Posteriormente, Bartholome A. et al (2010) mostrou que Harmina
estimulava a acumulacdo de FOXO1A através de microscopia fluorescente e da analise das fracdes
citosolicas e nucleares de FOXO. No entanto, o estudo foi realizado em fibroblastos e em células
de hepatocarcinoma humano tratados com Harmina a 50 pM durante 4 horas 7711,

Também Radhakrishnan. A et al (2016) mostraram que a inibi¢cdo de DYRK1a resulta na
ativacdo de FOXO3a através da realizacdo de western blot. Embora a fosforilagdo de Akt e de
FOXO analisadas tenha sido a mesma que o presente estudo, nomeadamente a Ser473 e a Ser253,
as linhas celulares utilizadas foram de carcinoma de células escamosas de cabeca e pescogo
(HNSCC). Para além disso, ndo existe referéncia relativamente ao tempo de incubagdo e

concentragdo de Harmina utilizados %%,
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Assim, este estudo é bastante importante e inovador uma vez que foi realizado numa linha
celular diferente das utilizadas na literatura (U20S FOXO) e, ainda, com Vvarios tempos de
incubacdo e concentracfes de Harmina e ndo apenas um unico tempo de incubacdo e uma Unica
concentragdo. Para além disso, nenhum destes estudos analisou a localizagdo subcelular de
FOXO3A nem realizou quantificacdo, existindo apenas um estudo que analisou a localizagdo
subcelular de FOXO1A. Adicionalmente, embora existam estudos que tenham analisado a
fosforilacdo de FOXO3a, Liu et al. (2016) observou serinas diferentes do presente estudo e
Radhakrishnan. A et al (2016) analisou a mesma serina que este estudo, porém a fosforilagcdo ndo
era modulada por Akt, mas sim por DYRK1a.

Em suma, o presente trabalho permitiu observar que Harmina induz a localizagdo nuclear de
FOXO, afeta os genes-alvo desta proteina, mas que a modulacdo da atividade transcricional de
FOXO por Harmina ndo é realizada atraves da sinalizacdo Akt. Por outras palavras, o presente
estudo analisou o potencial efeito de Harmina na localizagdo nuclear de FOXO a diferentes niveis
celulares pela primeira vez, dado que nédo existe nenhum estudo que o tenha feito anteriormente.

Assim, embora 0 mecanismo de acdo para o efeito observado ainda ndo esteja estabelecido,
existe associacdo com a via PI3K/Akt/FOXO, pelo que pode servir como base para a sintese de
diversos farmacos anticancerigenos para aplicacdo terapéutica.

Relativamente aos dados de literatura de Piperlongumina, este composto natural apresenta
diferentes propriedades como antidiabético, anti-inflamatério, antiplaquetario, entre outros. No
entanto, o principal interesse deste composto é a sua atividade anticancerigena em mdltiplas linhas
celulares de cancro, propriedade descoberta através dum screening de 5166 amostras realizado
entre 2000 e 2007 791001 T3l como referido anteriormente, a atividade anticancerigena de
Piperlongumina estd, essencialmente, associada a trés mecanismos: produgdo de ERO em células
cancerigenas, inibicdo da via PI3K/Akt/mTOR e inibicdo da exportacdo nuclear de proteinas, 0s
quais estdo relacionados [#7-102.104-207] - pinerlongumina tem a capacidade de produzir ERO devido
as suas propriedades citotoxicas e citostaticas seletivas observadas in vitro em diferentes linhas
celulares como, as de cancro da mama, prostata, pulmdo e colon, e in vivo como ensaios com
ratinhos. Assim, a acumulagdo de ERO em células cancerigenas por Piperlongumina resulta na
morte celular 193 %1 Este composto promove ainda a morte celular através da regulagio de
diferentes vias de sinalizaco, das quais se incluem PI3K/AKT/mTOR e MAPK/ERK [97. 100,101,103,
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1051071 - A inibicio da via PI3K/Akt/mTOR é outro mecanismo que confere uma atividade
anticancerigena a Piperlongumina e que, tal como a producdo de ERO, resulta na apoptose de
células cancerigenas. Isto porque a sua inibicdo permite a ativacdo de diversas proteinas

supressoras de tumor que induzem a apoptose.

No caso especifico de FOXO, Liu Z. et al (2019) relata que o tratamento de linhas celulares
cancerigenas HeLa com Piperlongumina induz a desfosforilagdo de FOXO3A, assim como a sua
translocacéo nuclear, o que resulta na inibicao da viabilidade celular e na inducdo da apoptose. A
apoptose dependente de FOXO3a pelo tratamento com Piperlongumina é explicada pela regulacéo
positiva do BIM nas linhas celulares cancerigenas utilizadas neste estudo. Em acréscimo, a ativacdo
do eixo FOXO3a/BIM é realizada através da inibi¢do da via de sinalizacdo Akt. Neste estudo foi
realizada microscopia de fluorescéncia para analisar a localizacdo subcelular de FOXO3a ap0s o
tratamento com Piperlongumina a 15 uM e durante diferentes tempos de incubacao (6h, 12h e 24h).
Em acréscimo, foram realizados diversos westerns blots para analisar a fracdo citosélica e nuclear
de FOXO3A apds o tratamento das células com Piperlongumina, mas também para analisar a
fosforilacdo desta proteina apds o tratamento com este composto. A concentracdo de
Piperlongumina e os tempos de incubacéo utilizados no western blot foram iguais aos utilizados
na microscopia fluorescente. Os westerns blots foram realizados em linhas celulares de cancro
cervical HeL a, de cancro da mama MCF-7 e de cancro gastrico MGC-803 [97:99-101. 1071 Qg efeitos
em FOXO3a sdo também observados in vivo em xenoenxertos.

Assim, Liu Z. et al (2019) consiste no Unico estudo sobre o efeito de Piperlongumina em
FOXO3a e que utilizou as mesmas metodologias utilizadas no presente estudo, nomeadamente a
microscopia de fluorescéncia e os westerns blots. Para além disso, os tempos de incubacgdo, assim
como a concentracdo utilizada séo iguais. No entanto, neste estudo foram utilizadas varias linhas
celulares cancerigenas e um xenoenxerto, tal como referido previamente, e no presente estudo a
linha celular utilizada foi U20S FOXO. Para além disso, foram realizadas experiéncias
complementares que ndo foram aplicadas no presente estudo e vice-versa. E o caso do RT-qPCR
que apenas foi efetuado no presente estudo. Isto permite a comparacéo dos resultados obtidos com
os dados de referéncia deste artigo. Relativamente a microscopia de fluorescéncia, os dados estdo
de acordo com a literatura uma vez que o tratamento com Piperlongumina resulta na localizacéo

nuclear de FOXO nas células. No caso do western blot, a literatura mostra que a diminuicdo da
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fosforilagdo de FOXO por Piperlongumina é justificada pela inibi¢do da via de sinalizagdo Akt. De
forma idéntica, os resultados obtidos com Piperlongumina neste estudo demonstram que a
modulacdo da ativacdo de FOXO por Piperlongumina é atraves do Akt. Assim, todos os dados
obtidos estdo de acordo com a literatura.

Desta forma, o presente estudo é extremamente importante uma vez que reforca os dados
ja existentes relativamente ao efeito de Piperlongumina na localizagéo e niveis de fosforilacdo de
FOXO numa linha celular cancerigena diferente das utilizadas no Unico estudo existente. Em
acréscimo, este estudo é também importante dado que demonstrou que Piperlongumina tem a
capacidade de afetar a transcricdo de trés genes-alvo de FOXO. Piperlongumina aumentou 0s
niveis transcricionais de p21 e PUMA e diminui os niveis de p27 de forma estatisticamente
significativa comparativamente ao controlo negativo.

Por fim, Niu M. et al (2015) descreve o efeito de Piperlongumina em inibir a exportagao
nuclear de proteinas. Neste estudo, o tratamento de linhas celulares cancerigenas com
Piperlongumina resulta na acumulacdo de FOXO1, p21 e p53 no nucleo das células devido a
inibicdo de uma exportina, CRM1. E a principal exportina envolvida na exportacdo nuclear de
proteinas pelo que, a sua inibicdo impede a exportacdo e subsequente inativacdo de proteinas
supressoras de tumor para o citoplasma [%8 100-102,104]

No presente trabalho, também foi analisado o possivel efeito de Piperlongumina induzir a
localizacdo nuclear de FOXO ao interferir com CRM1. No entanto, o tratamento da linha celular
U20S NES com Piperlongumina resulta na localizagdo citoplasmética de NES, tal como no
controlo negativo. Logo, Piperlongumina induzem a localizacdo de FOXO no ndcleo, mas sem
inibir CRM1. Assim, embora os resultados ndo estejam de acordo com a literatura é importante
referir determinadas diferencas entre ambos os estudos, nomeadamente as linhas celulares, a
concentracéo e o tempo de incubacdo. O presente estudo utilizou linhas celulares U20S NES-GFP
que foram tratadas com Piperlongumina a 13 uM durante 6 horas. Por sua vez, Niu M. et al (2015)
utilizou linhas celulares HelLa transfectadas com NES-GFP que foram tratadas com
Piperlongumina a diferentes concentragfes (15 uM, 25 uM e 30 uM) e tempos de incubacao (2h).
[98, 100-102, 104] = O efeito em CRM1 s6 é observado a partir de 25 uM, o que significa que a
experiéncia do presente estudo podera ser repetida em condi¢des semelhantes a esta de forma a
verificar se o resultado obtido é o0 mesmo. Né&o obstante, a principal e mais importante diferenca

entre estes estudos sdo os membros da familia FOX analisados. No presente estudo, a proteina
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analisada foi FOXO3A, enquanto no outro estudo foi FOXO1A. Assim, Piperlongumina pode ter
a capacidade de induzir a localiza¢do nuclear de FOXO1A ao inibir CRM1, porém o0 mesmo nédo
se aplicar a FOXO3a.

De forma idéntica a Piperlongumina, também foi analisado o possivel efeito de Harmina
induzir a localizacio nuclear de FOXO ao interferir com CRM1. A semelhanca de Piperlongumina,
Harmina ndo mostrou capacidade de inibir CRM1 pelo que este composto induz a localizagéo
nuclear de FOXO, mas sem interferir com CRM1.0s dados obtidos relativamente ao efeito de
Piperlongumina e Harmina em CRML1 sdo extremamente importantes e permitem complementar
0s estudos existentes sobre estes compostos. Por um lado, porque néo existem estudos publicados
relativamente a esta questdo no caso de Harmina. Por outro lado, porque os estudos que existem
relativamente ao efeito de Piperlongumina em CRML1 estdo associados a FOXO1A e ndo a
FOXO3a.

Assim, Harmina e Piperlongumina apresentam propriedades anticancerigenas, podendo ser

Uteis para aplicacdo terapéutica anticancerigena e antienvelhecimento.

VI1.2. SCREENING

O nosso laboratdrio realizou também um screening a péptidos (Pepl, Pep2 e Pep3) e a dois
tipos de extratos diferentes: de microalgas (Algl-Algl8) e de Haloarquea (Alg19-Alg32). Como
enunciado previamente, tanto as microalgas como as haloarqueas consistem numa fonte de

compostos naturais com diferentes propriedades farmacoldgica, inclusive anticancerigenas.

Neste sentido, estabeleceu-se a hipdtese que todos os péptidos e extratos induziam a
localizacdo nuclear de FOXO. A metodologia utilizada para monitorizar a localiza¢éo subcelular
de FOXO-GFP das células U20S FOXO foi a mesma que para Harmina e Piperlongumina:
microscopia fluorescente seguida de quantificacéo.

Relativamente aos extratos de microalgas, inicialmente foi realizada uma quantificacéo
manual que, assim como a observacdo microscopica, mostrou que apenas Alg5, Algll e Algl2
induziam a localizacdo nuclear de FOXO. No entanto, as células ndo se encontravam em boas
condicdes pelo que os resultados desta quantificacdo ndo sdo fidedignos. Em adigéo, a experiéncia

foi repetida nas mesmas condigdes experimentais, porém os dados foram analisados através de
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quantificacdo automatica. Esta quantificacdo revelou que Alg5, Algll e Algl2 ndo induzem a
localizacd@o nuclear de FOXO dado que a percentagem de células com FOXO-GFP no ndcleo na
presenca destes extratos € muito inferior a obtida com a quantificacdo manual.

Tal como referido previamente, ainda que os dados obtidos pela quantificagdo manual néo
sejam fidedignos, a quantificacdo automatica dos extratos de microalgas Alg1-Alg18 foi precedida
pela repeticdo do tratamento das células com Alg5, Algll e Algl2, mas com concentracfes
diferentes (0.1 ng/pL; 1 ng/pL; 10 ng/uL; 100 ng/uL e 1000 ng/pL). Os dados obtidos demonstram
que ndo existe uma relagdo de dose-resposta para nenhum dos extratos de microalgas selecionados
através da quantificacdo manual, a excecdo de Algll com uma ligeira resposta a concentracao de
1000 ng/uL. Isto porque apesar da utilizacdo de diferentes concentracdes, o tratamento de Alg5,
Algll e Algl2 resultou em baixas percentagens de células com FOXO-GFP nuclear, de forma
idéntica ao observado anteriormente. Apenas a concentragdo mais elevada de Alg11 (1000 ng/pL)
apresentou uma percentagem maior de células com FOXO-GFP localizado no nucleo, mas néo
estatisticamente significativa. Como consequéncia, foi realizado o fracionamento de Alg11(F1-F4)
com o objetivo de entender a sua ligeira capacidade de induzir a localizagdo nuclear de FOXO. F1,
F2 e F3 ndo induzem a localizagdo nuclear de FOXO, mas F4 induz uma percentagem de células
com FOXO nuclear semelhante & de F5, a solucdo stock. Assim, a substancia ativa responsavel
pela ligeira inducdo da localizacdo nuclear de FOXO por Algll pode estar presente na fracdo F4.
No que diz respeito aos resultados obtidos com os restantes extratos de microalgas analisados com
quantificacdo automatica, Alg3, Alg7, Algl0 e Algl4-Algl8 induzem a localizagdo nuclear de
FOXO. Algl4 e Algl6 destacam-se com percentagens de células com FOXO no nicleo
semelhantes e superiores, respetivamente, ao observado no controlo positivo.

Existem varios estudos realizados em microalgas, extratos de microalgas ou componentes
derivados de microalgas que revelam as suas varias propriedades farmacologicas, e muitas séo
importantes na area da investigacdo do cancro, nomeadamente atividade antioxidante, anti-
proliferativa, anticancerigena, anti-inflamatéria e citotoxica 11213118l E o caso de Nigjeh E. S. et
al (2013) que considera a microalga marinha Chaetoceros calcitrans um bom candidato para
aplicar em terapias anticancerigenas, mais propriamente no cancro da mama. Isto porque o extrato
desta microalga tem propriedades citotoxicas ao inibir a proliferacéo celular e promover a apoptose
em linhas celulares de cancro da mama MCF-7 via modulagdo de proteinas pré-apoptdticas 116

1731 Shah R.M et al (2014) realizou um screening a extratos de 11 estirpes diferentes de microalgas

Departamento de Medicina e Ciéncias Biomédicas da Universidade do Algarve- Andreia Lamy 112



Descoberta de moduladores de FOXO para tratamentos anticancerigenos e antienvelhecimento

Dinoflagelados que mostrou que Amphidinium carterae tinha propriedades antioxidantes e anti-
inflamatorias e que Ostreopsis ovata 1 possuia atividade anticancerigena [*'¢ 174 Samarakoon W.
K. et al (2013) e Lin P. et al (2017) correspondem a outros estudos que clarificaram o potencial
anticancerigeno de outras espécies de microalgas em linhas celulares cancerigenas de leucemia
humana HL-60 e NSCLC, respetivamente [116 175 176].

O presente estudo tem extratos de 6 espécies de microalgas diferentes, nomeadamente
Tetrasemis sp., Isochrysis sp., Nannochloropsis sp., Phaeodactylum tricornutum, Porphyridium
sp. e Skeletonema costatum. S&o varios os estudos publicados relativamente ao potencial
anticancerigeno destas espécies de microalgas, com excec¢do de Isochrysis sp para a qual ndo existe
referéncia. Como exemplo representativo, Hussein A. H. et al (2019) mostrou os efeitos citotdxicos
de Tetrasemis sp em diversas linhas celulares cancerigenas como MCF-7 e Sanjeewa A. et al (2016)
mostrou que diversas fragdes de extratos da microalga Tetrasemis sp. tém propriedades anti-
inflamatdrias e anticancerigenas em linhas celulares de leucemia humana HL-60 177 178l
Samarakoon W. et al (2014) é apenas um dos estudos relativos as propriedades anticancerigenas
de Phaeodactylum tricornutum. Neste estudo, o efeito anticancerigeno da microalga é explicado
pela inducéo da apoptose via ativacio de proteinas pré-apoptose nas diversas linhas celulares 71
Também Tannin-Spitz T. et al (2005) e Bergé P. J. et al (1997) descreveram as propriedades
antioxidantes e anti-proliferativas de componentes das microalgas Porphyridium sp. e Skeletonema
costatum, respetivamente [180 181}

No entanto, os estudos que associam as propriedades farmacolégicas de microalgas a
FOXO e/ou outras proteinas da via de sinalizagdo PI3K/ Akt sdo poucos e nenhum € referentente
as espécies de microalgas estudadas nesse trabalho. A titulo exemplificativo, existe um estudo que
associa um carotenoide produzido pela microalga Haematococcus pluvialis a longevidade de C.
elegans. Isto porque este carotenoide- astaxantina- ativa FOXO3a [182)- Existe, ainda, outro estudo
relativamente a microalga Chlorella sorokiniana que possui propriedades antioxidantes em linhas
celulares de colon e in vivo no nematddeo C. elegans ao produzir ERO e ativar a via de sinalizacdo
DAF-16/ FOXO [l Como consequéncia, os dados da literatura reforcam a importancia do
presente estudo uma vez que analisou 0 possivel efeito destas 6 espécies de microalgas na
localizag&o subcelular de FOXO. Em acréscimo, sendo que existem microalgas que induziram a
localizagdo nuclear de FOXO, estas microalgas poderdo ter futura aplicacdo em terapias

anticancerigenas.
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Para aléem dos extratos de microalgas, existem compostos isolados destas mesmas
microalgas que possuem propriedades anticancerigenas e elevado potencial para estratégias
terapéuticas. E o caso de polissacarideos (fluicodans), pigmentos como a ficocianina, a clorofila,
feotinina. Para além disso e tal como explicado previamente, os carotenoides como a fucoxantina
também tém propriedades anticancerigenas. 116118 Kumar. S. et al (2013), Takahashi. K et al
(2015) e Satomi. Y et al (2017) descrevem os seus efeitos citotoxicos em diversas linhas celulares

cancerigenas e a sua capacidade de inibir a carcinogénese 1701721,

O CCMAR forneceu este carotenoide ao laboratorio pelo que o efeito de fucoxantina na

localizagéo subcelular de FOXO foi analisado com vista a perceber se o efeito das microalgas na
localizacdo nuclear de FOXO se deve a esta substancia. A percentagem de células tratadas com

fucoxantina que apresentam FOXO-GFP no nucleo é semelhante a situacdo do controlo negativo.
Esta situacdo pode ter duas interpretacdes: a fucoxantina pode néo ter qualquer efeito na localizagao
de FOXO ou apenas tem efeito quando em sinergia com outra substancia. Assim, ainda que a
fucoxantina esteja descrita como um carotenoide anticancerigeno, este efeito ndo € verificado em
nenhuma das espécies de microalgas utilizadas neste estudo. O que significa que a fucoxantina ndo
é a substancia responsavel pelo efeito observado das microalgas utilizadas neste estudo na
localizacdo de FOXO no nucleo.

Por fim, de forma idéntica a Harmina e Piperlongumina, foram analisados outros
mecanismos que justifiquem o efeito dos extratos na localizacdo subcelular de FOXO. Assim e,
novamente de forma idéntica ao estipulado para Harmina e Piperlongumina, foi analisado o
possivel efeito dos extratos induzirem a localizacdo nuclear de FOXO ao interferir com CRML1.
Nenhum mostrou capacidade de inibir CRM1 pelo que estes extratos induzem a localizagdo nuclear
de FOXO, mas sem interferir com CRM1. Os dados obtidos relativamente ao efeito dos extratos
em CRML1 sdo extremamente Gteis porque ndo existem estudos publicados relativamente a esta

questéo.

No ambito da quantificacdo automatica e observacdo microscopica das células tratadas com
0s extratos de Haloarquea (Alg19-Alg32), todos se revelaram resultados negativos. Isto € nenhum
dos extratos (de Haloarqueas, proteicos, pigmentares e celulares) induz a localizacdo nuclear de
FOXO.
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A semelhanca das algas, estes microrganismos também apresentam carotenoides como a
bacterioruberina, os quais estdo descritos pelo seu potencial anticancerigeno. No entanto, existem
poucos estudos referentes a carotenoides de organismos extremofilos comparativamente a
organismos ndo extremofilos 121 123 1241 Qs diversos estudos relativamente aos carotenoides
isolados de haloarqueas revelam propriedades anticancerigenas, antioxidantes e anti-proliferativas
em diversas linhas celulares cancerigenas, como é o caso de linhas celulares de cancro do figado e
linhas celulares de cancro da prostata [*?* 124 Haloterrigena turkmenica, Halogeometricum rufum,
Halogeometricum limi, Haladaptatus litoreus, Haloplanus vescus e Halopelagius inordinatus sdo
algumas das espécies das quais foram identificados carotenoides com propriedades antioxidantes

e anticancerigenas 2% 1251

No caso especifico deste trabalho, as espécies de haloarqueas utilizadas foram Haloarcula
e Halobacterium, as quais apresentam propriedades antioxidantes. A titulo exemplificativo,
Yatsnami R. et al (2014) e Abbes M. et al (2013) mostraram que Haloarcula japénica e
Halobacterium halobium, respetivamente, sdo potencias fontes de metabolitos com propriedades
antioxidantes 1184 181 No caso de Haloarcula japdnica, o estudo demonstrou que o carotenoide
extraido com esta propriedade é bacterioruberina 4 No caso de Halobacterium halobium, os
carotenoides extraidos apresentaram também propriedades anti-proliferativas em linhas celulares
de cancro do figado 8! Em acréscimo, existem também estudos que relacionam diferentes
espécies de Halobacterium com propriedades anticancerigenas em linhas celulares de cancro do

figado e da prostata [178-186]

Ainda assim, os estudos existentes relativamente a estas espécies sdo poucos e ndo existem
dados que associem estes microrganismos a FOXO. Neste sentido, o presente estudo €
extremamente inovador e importante porque permitiu analisar se duas espécies diferentes de

Haloarquea tinham capacidade de induzir a localizac&o nuclear de FOXO.

Por altimo, o tratamento das células com os trés péptidos (Pepl, Pep2 e Pep3) fornecidos
no ambito do projeto AlgaRED+ mostrou que Pepl e Pep2 podem ter a capacidade de induzir
localizac&o nuclear de FOXO uma vez que apresenta um grande nimero de células com FOXO-
GFP nuclear, mas baixo quando comparado com o controlo positivo. No entanto, Pep3 resulta em
poucas células com FOXO-GFP no nucleo, pelo que néo induz a localizacdo nuclear de FOXO.
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Pepl consiste num péptido sintético, porem Pep2 refere-se a Dicentracin e Pep3 a Caerina. O
Dicentracin deste estudo € da espécie Dicentrarchus labrax, enquanto que Caerina deste estudo é
da espécie Litoria gilleni. Dicentrarchus labrax consiste numa espécie importante de peixe de
aquacultura do Mediterraneo e do sul da Europa, vulgarmente designado por robalo. Este peixe
tem sido utilizado em diversos estudos uma vez contém diversos péptidos com atividade
antimicrobiana, é o caso de Dicentracin 8788l por sua vez, Litoria gilleni é uma espécie de
anfibio, mais propriamente, um sapo encontrado na Australia que, a semelhanca de Dicentrarchus
labrax, contém péptidos como Caerina que possuem atividade antimicrobiana 181 Os péptidos
destas duas espécies sdo o motivo pelo qual sdo utilizadas em estudos. N&o existem estudos que
demonstrem que estes péptidos possuam atividade anticancerigena. Neste sentido, assim como
referido anteriormente, os organismos marinhos sdo uma fonte de compostos com diversas
propriedades farmacologicas, inclusive anticancerigenas. Adicionalmente, foram fornecidos estes
trés péptidos ao laboratdrio, pelo que a anélise do seu efeito na localizagdo subcelular de FOXO
permite avaliar se possuem propriedades anticancerigenas. E, portanto, um estudo importante e

inovador para a investigacdo da area do cancro.

V1.3 CANDIDATE APPROACH

Por fim, a candidate approach permitiu analisar se diferentes tipos de farmacos com efeito
ja conhecido, tinham capacidade de induzir a localizacéo nuclear de FOXO.

No caso dos inibidores de mTOR, a quantificacdo de células U20S FOXO revelou que
Torin 1 induz a localizacdo nuclear de FOXO-GFP em todas as concentracfes utilizadas.
Relativamente a Rapamicina e CID613034, a percentagem de células com FOXO no nucleo ap6s
o0 tratamento com estes dois inibidores de mTOR ndo é significativa o suficiente para garantir o seu
efeito na localizacdo nuclear de FOXO.

Os estudos efetuados mostram que a Rapamicina apresenta atividade anticancerigena
através de diversos mecanismos, nomeadamente inibicdo da progressdo do ciclo celular, do
crescimento celular e da proliferagdo de linhas celulares cancerigenas (cancro do pulméo,
glioblastoma, melanoma, entre outras). No entanto, ndo existem estudos relativamente ao possivel
ou n3o efeito da Rapamicina na localizagdo de FOXO 1128 135,131 'Ng caso de Torin 1, é descrito
também como um inibidor de mTOR porque inibe a fosforilacdo de Akt na S473 mediada por

mTORC2 e, consequentemente, o crescimento, sobrevivéncia e proliferacdo de diversas linhas
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celulares cancerigenas 1132 371 No entanto, ndo existe muita informacio disponivel no que diz
respeito a FOXO. Ha estudos com linhas celulares de leucemia que apresentam menores niveis de
expressao de genes pro-apoptéticos e menor fosforilacdo de FOXO1 apds o tratamento com Torin
1. Ainda assim, ndo existe informacdo no estudo sobre a localizacdo de FOXO. Existem também
estudos em que Torin 1 aumentou FOXO1 nuclear em linhas celulares de cancro do figado. Neste
estudo as células cancerigenas também foram tratadas com Rapamicina, a qual ndo teve efeitos na
localizagio de FOXO1 [132 136]

Por sua vez, CID613034 foi descrito recentemente num unico estudo como inibidor de mTORC2
em linhas celulares de glioblastoma. Existem alguns estudos com diversos farmacos analogos de
CID613034, dos quais se destaca 0 JR-AB2-011 que também inibe mTORC2, mas de forma mais
potente e sem efeitos de toxicidade significantes [**. No entanto, nenhum deles tem informagcéo
relativamente a FOXO. Como referido anteriormente, mMTORC?2 fosforila a Akt na S473 que, por
sua vez, fosforila mTORC1. Em acréscimo, a via PI3K/ Akt, da qual FOXO também integra, é a
via mais mutada nos cancros humanos e a Akt é uma das proteinas responsaveis pela inativacdo de
FOXO. Segundo diversos estudos efetuados, a inativacdo do dominio Rictor resulta na auséncia de
fosforilacdo da Akt em diversas espécies e em células humanas. Assim, as proteinas up e
downstream de Akt como mTORC2 e mTORC1 séo potenciais alvos terapéuticos no cancro, sendo
a sua inibicdo uma estratégia para garantir a funcionalidade de FOXO e, portanto, anticancerigena
[129, 130, 133, 144] ' Como consequéncia, este estudo foi importante para perceber se efetivamente ao
inibir mTORC2 e/ou mTORC1, a localizacdo de FOXO era afetada. O estudo revelou, assim, pela
primeira vez que Torin 1 é um inibidor de mTOR que tem a capacidade de induzir a localizacdo
nuclear de FOXO.

Por fim, o tratamento de células U20S NES com Torin 1 demonstrou novamente que este
composto induz a localizacdo nuclear de FOXO, porém o mecanismo pelo qual o fazem ndo é
através da inibicdo de CRML, a exportina responsavel pela exportacdo de FOXO do nucleo para o
citoplasma.

Por sua vez, o trametinib ndo induziu a localizagdo nuclear de FOXO em nenhuma das
concentragdes e tempos de incubacéo utilizados. A percentagem de células com FOXO no nucleo
é inclusive menor que a obtida com o controlo negativo. Assim, este farmaco tem um efeito

negativo na localizagcdo de FOXO no nucleo.
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O trametinib é um inibidor ndo competitivo e altamente seletivo das proteinas MEK1 e
MEK?2. E utilizado no tratamento de melanoma metastatico, de Cancro do Pulmao de Células N&o-
Pequenas (CPNPC) e no cancro da tiroide 14144 Em 2018 Lin L. et al, foi publicado um estudo
onde diversos inibidores de MEK, incluindo o trametinib demonstraram ter capacidade de induzir
a apoptose em células de cancro colorretal via expressdo do PUMA dependente de FOXO. PUMA
promove a apoptose e a sua atividade pode ser induzida através do p53 ou por outras proteinas
como FOX03a 149, Isto significa que, um dos mecanismos pelo qual o trametinib induz a apoptose
de células cancerigenas esta associado com a atividade de FOXO3a [141: 1431491 Alinda assim, este
estudo revela que o farmaco nao tem a capacidade de induzir a localizagdo nuclear de FOXO nesta

linha celular.
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VII. CONCLUSAO

FOXOs sao fatores de transcri¢cdo que regulam a transcricao de genes alvo envolvidos em
diversos processos biologicos fundamentais na protecdo contra o cancro e contra o envelhecimento.
No entanto, a regulagdo dos genes alvo s6 ocorre quando FOXO esté localizado no nucleo das
células, dado que quando se encontra no citoplasma, esté inativo. Estas proteinas fazem parte da
via de sinalizacdo PI3K/Akt que esta envolvida na proliferacdo e crescimento das células e, quando
ativa, resulta no sequestro de FOXO no citoplasma. A via PI3K/ Akt é a via mais mutada em
cancros e, de facto, FOXO encontra-se no citoplasma e inativo em diversos tipos de cancros. Neste
sentido, a translocacdo nuclear de FOXO permite reativar a sua atividade bioldgica supressora de
tumor e consiste numa abordagem terapéutica anticancerigena.

O presente trabalho consistiu na descoberta de compostos com capacidade de induzir a
localizacdo nuclear de FOXO para aplicacdo futura numa abordagem terapéutica anticancerigena
e antienvelhecimento através de trés abordagens diferentes (bioinformaética, screening e candidate
approach)

Em primeiro lugar, no que diz respeito a abordagem bioinformatica, foi realizada
microscopia de fluorescéncia e quantificacdo de FOXO-GFP no nucleo, RT-gPCR e western blot.
A monitorizacgao da localizacéo subcelular de FOXO-GFP das células U20S FOXO tratadas com
estes compostos por microscopia fluorescente e revelou que FOXO se encontrava localizado no
nicleo da maioria das células. A quantificacdo demonstrou que tanto Harmina como
Piperlongumina tém capacidade de induzir a localizagdo nuclear de FOXO uma vez que
apresentavam uma maior e significativa percentagem de células com FOXO-GFP no nucleo
comparativamente ao controlo negativo. Em acréscimo, a quantificacdo permitiu observar que o
efeito de Harmina na localizacdo nuclear de FOXO é maior a concentracdo de 16 UM durante 1
hora de incubacdo. No que diz respeito a Piperlongumina, o efeito das varias concentra¢bes do
composto na localizagdo de FOXO foi variavel consoante o tempo de incubagdo. No entanto, o
efeito mais notavel foi Piperlongumina a 13 e 50 uM, sendo que esta ultima corresponde a Unica
concentragdo a qual se observa efeito em todas as horas de tratamento das células. A realizacdo de
RT-gPCR a células U20S PARENTAL tratadas com estes compostos naturais permitiu observar
que tanto Harmina como Piperlongumina aumentaram os niveis transcricionais de dois genes alvo
de FOXO, nomeadamente, 0 p21 e o PUMA. Em acréscimo, 0 aumento é estatisticamente

significativo comparativamente ao controlo negativo. Harmina também aumentou de forma
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estatisticamente significativa a transcricio de PUMA, outro gene alvo de FOXO, porém
Piperlongumina teve um efeito contrario. Assim, estes resultados estdo de acordo com os dados da
literatura e demonstram que Harmina e Piperlongumina, ndo sé induzem a localizacéo nuclear de
FOXO, como tambem afetam a transcricdo de genes alvo de FOXO. O western blot permitiu
concluir que o tratamento das células U20S FOXO com Harmina e com Piperlongumina resultou
na diminuicdo dos niveis de fosforilacdo de FOXO (S). Esta diminuicdo aplica-se a todas as horas
de tratamento com Harmina e a 12h ou mais horas de incubagéo, no caso do tratamento com
Piperlongumina. No entanto, também se observa a diminuicao dos niveis de FOXO total, pelo que
a diminuicéo da fosforilacdo pode ser apenas uma consequéncia disto. No que diz respeito ao Akt,
héa claras diferencas entre o efeito destes compostos nas células. Harmina nao tem qualquer efeito
nos niveis proteicos ou de fosforilacdo de Akt a nenhum tempo de incubacdo pelo que
provavelmente este composto ndo modula a atividade transcricional de FOXO através da
sinalizacdo Akt. Por outro lado, Piperlongumina diminui os niveis de fosforilacdo de Akt a partir
das 12h de tratamento, sem alteracéo nos niveis de Akt total pelo que a modulacao da ativagédo de
FOXO por Piperlongumina pode ser através do Akt.

No que diz respeito ao screening, foi aplicada a mesma metodologia para monitorizagdo da
localizacdo subcelular de FOXO-GFP das células U20S FOXO, a microscopia fluorescente.
Inicialmente foi realizada quantificacdo manual e posteriormente automatica e os resultados
obtidos ndo foram coincidentes. No entanto, a quantificacdo manual consistiu na fase inicial do
presente estudo e as células ndo se encontravam em boas condicBes pelo que os resultados desta
quantificacdo nédo sdo fidedignos. Por um lado, a quantificagdo manual inicialmente executada,
assim como a observacdo microscopica das células tratadas com os extratos de microalgas Algl-
Alg18, levaram a concluséo de que Alg5, Algl1 e Alg12 induziam a localizacéo nuclear de FOXO.
A quantificacdo automatica revelou que a percentagem de células com FOXO-GFP no nucleo na
presenca destes extratos & muito inferior a obtida com a quantificagdo manual e que ndo induzem
a localizagdo nuclear de FOXO. Em acréscimo, a quantificagdo automética e a observagdo
microscopica dos restantes extratos de microalgas (Algl-Algl8), extratos de Haloarquea (Alg-19-
ALg22 e Alg26-Alg29) e extratos proteicos (Alg23 e Alg30), extratos pigmentares (Alg24 e Alg31)
e extratos celulares (Alg25 e Alg32) deste mesmo microrganismo, e péptidos (Pepl, Pep2, Pep3)
permitiu concluir que Alg3, Alg7, Alg10 e Alg14-Alg18 induzem a localizagdo nuclear de FOXO,

com destaque para Algl4 e Algl6. Na presenca destes extratos, a percentagem de celulas com
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FOXO no nucleo é semelhante e superior, respetivamente, ao observado no controlo positivo. A
observacdo ao microscopica das células tratadas com estes extratos esta de acordo com a
quantificacdo uma vez que se observa FOXO-GFP localizado no nucleo de grande parte das
celulas.

Por fim, a candidate approach consistiu na analise microscopica e quantificacdo de
diferentes tipos de farmacos com efeito ja conhecido: trés inibidores de mTOR- Rapamicina, Torin
1e CID613034- e um inibidor de MEK- trametinib. No caso dos inibidores de TOR, a quantificacao
de células U20S FOXO revelou a capacidade de Torin 1 induzir a localizagdo nuclear de FOXO-
GFP no nlcleo em todas as concentragfes utilizadas, ainda que o efeito mais significativo tenha
sido com Torin 1 a 10 nM. Por outro lado, o nimero de células com FOXO-GFP no nucleo ap6s o
tratamento com Rapamicina e CID613034 é superior comparativamente ao observado com o
controlo negativo, mas a diferenca é ligeira. Esta observacédo aplica-se as diferentes concentraces
destes farmacos, ainda que a Rapamicina a 0.1 nM e CID613034 a 100 nM o numero de células
com FOXO-GFP no nucleo seja ligeiramente superior as concentracdes restantes. Assim, a
percentagem de células com FOXO no nucleo ap6és o tratamento com estes dois inibidores de
mTOR néo é significativa o suficiente para garantir o seu efeito na localizacdo nuclear de FOXO.
As imagens recolhidas por microscopia fluorescente demonstram que, enquanto as células tratadas
com Rapamicina e CID613034 apresentam maioritariamente FOXO-GFP distribuido
uniformemente no nacleo e no citoplasma, as células tratadas com Torin 1 contém FOXO-GFP no
nacleo. Relativamente ao tratamento das células com trametinib, ndo se verificou efeito positivo
na localizacdo nuclear de FOXO em nenhuma das concentracGes e tempos de incubacéo utilizados.
A percentagem de células com FOXO no nucleo é inclusive menor que a obtida com o DMSO, a
excecdo de 1h e 12h de trametinib a 10 nM (Figura V.48E). Assim, este farmaco tem um efeito
negativo na localizagdo de FOXO no nucleo. A microscopia fluorescente permitiu observar a
distribuicdo uniforme de FOXO no nucleo e no citoplasma das células apos o tratamento com este
farmaco pelo que ndo induz a localiza¢do nuclear desta proteina.

Por fim, o tratamento de células U20S NES com os compostos com efeito positivo na
localizagdo nuclear de FOXO, nomeadamente, Harmina, Piperlongumina, Alg3, Alg7, Algl0 e
Alg14-Algl8 e Torin 1, demonstrou que estes compostos induzem a localizacéo nuclear de FOXO,

porém o mecanismo pelo qual o fazem ndo é através da inibicdo de CRM1, a exportina responsavel
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pela exportacdo de FOXO do ndcleo para o citoplasma. Isto porque as imagens de microscopia
fluorescente de todos os compostos representavam células com NES distribuido no citoplasma.

Em suma, o presente estudo permitiu a descoberta de 13 compostos diferentes com
capacidade de induzir a localizagdo nuclear de FOXO atraves de trés abordagens distintas. Esta
descoberta é extremamente importante e inovadora uma vez que foram obtidos resultados novos e,
simultaneamente, foram confirmados resultados ja& publicados, mas em diferentes condigdes
experimentais. Os dados obtidos com este projeto mostram que moduladores de FOXO s&o
particularmente relevantes na reativacdo de FOXO em cancros humanos e para retardar os
processos relacionados com o envelhecimento. No entanto, 0 mecanismo responsavel pelo efeito
observado ndo foi estabelecido pelo que é necessario garantir o aprofundamento dos resultados
obtidos.
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VIIl. PERSPECTIVAS FUTURAS

Como referido anteriormente, este estudo permitiu a descoberta de 13 compostos diferentes
com capacidade de induzir a localizagcdo nuclear de FOXO através de trés abordagens distintas. No
entanto, 0 mecanismo responsavel pelo efeito observado ndo foi estabelecido pelo que é necessério
garantir o aprofundamento dos resultados obtidos. Neste sentido, existe um conjunto de diversas
experiéncias que devem ser realizadas como seguimento do presente estudo de forma a permitir o
seu aprofundamento e maior grau de detalhe.

Antes de mais, deveria ser feita a andlise do efeito de Harmina e Piperlongumina na
expressdo de outros genes alvo de FOXO através de RT-gPCR. Isto porque os genes analisados
estdo todos envolvidos na paragem do ciclo celular ou na apoptose. Dado que FOXO regula a
transcricdo de genes envolvidos noutros processos bioldgicos (Figura 4) seria importante analisar
o efeito noutras vias de sinalizagdo. Para além disso, também se deveria analisar se Harmina e
Piperlongumina tém efeito em FOXO, no que diz respeito aos niveis do mMARN, também com RT-
qPCR.

Relativamente aos extratos de microalgas com capacidade de induzir a localizacdo de
FOXO nuclear, deveria se proceder a repeticao da analise, mas com uma gama de concentracdes e
diferentes tempos de incubacéo, de forma a estabelecer uma curva dose-resposta. Em acréscimo, a
semelhanga do que foi feito para Algll, os extratos de microalgas considerados resultados
positivos deveriam ser fracionados, de forma a analisar o componente responsavel pelo efeito
observado na localizacdo de FOXO. Por outro lado, uma vez que a fucoxantina ndo teve efeito na
localizacdo nuclear de FOXO, deverdo ser testados outros componentes caracteristicos de
microalgas que, segundo a literatura, contém propriedades anticancerigenas e citotoxicas. A
fucoxantina é um carotenoide que sdo compostos com propriedades anticancerigenas presentes nas
microalgas. Assim, poder-se-a testar outros carotenoides. Em acréscimo, dever-se-a realizar
western blot e RT-qPCR aos extratos de microalgas com efeito positivo de forma a avaliar
influenciam FOXO a nivel proteico e a nivel de transcri¢cdo. Devera também ser analisado o efeito
dos extratos de microalgas nos genes alvo de FOXO, tal como efetuado para Harmina e
Piperlongumina. Estes procedimentos também se aplicam a Torin 1 uma vez que induziu a

localizagéo nuclear de FOXO.
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No &mbito dos compostos que induziram a localizacdo nuclear de FOXO, seria importante

proceder a testes de viabilidade e toxicidade celular.

Para terminar, uma vez que o mecanismo pelo qual os compostos induziram a localizacéo
nuclear de FOXO ndo foi estabelecido, dever-se-iam realizar outras abordagens. A primeira
experiéncia que deve ser efetuada é a andlise da localizacdo de NLS em células U20S-NLS apoés
incubacdo com os compostos que foram considerados resultados positivos. Isto porque, dado que

pode ser a explicacdo para ndo interferirem com CRM1.
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X. ANEXOS E APENDICES

ANEXO 1

Tabela X.1. - Dados de identificacdo dos extratos proteicos, pigmentares, celulares, de
Haloarqueas e de microalgas utilizados no estudo. O codigo original e codigo atribuido aos
extratos de microalgas, assim como a espécie e o solvente de extracdo estdo indicados.

Cadigo Espécie Solvente de extracéo
do Cadigo original

Extrato

Algl CTP4-Water WS Tetrasemis sp. Agua

Alg2 CTP4-Ethanol WS | Tetrasemis sp. Etanol

Alg3 CTP4-EA WS Tetrasemis sp. EA

Alg4 Iso G-Water WS Isochrysis sp. Agua

Alg5 Iso G-Ethanol WS Isochrysis sp. Etanol

Alg6 Iso G-EA WS Isochrysis sp. EA

Alg7 Nanno-Water WS Nannochloropsis sp. Agua

Alg8 Nanno-Ethanol WS | Nannochloropsis sp. Etanol

Alg9 Nanno-EA WS Nannochloropsis sp. EA

Algl0 PAT-Water WS Phaeodactylum tricornutum | Agua

Algll PAT-Ethanol WS Phaeodactylum tricornutum Etanol
Algl2 PAT-EA WS Phaeodactylum tricornutum | EA

Algl3 POC-Water WS Porphyridium sp. Agua

Algl4 POC-Ethanol WS Porphyridium sp. Etanol
Algl5 POC WS Porphyridium sp. EA

Algl6 SkPtn-Water WS Skeletonema costatum Agua

Algl7 SkPtn-Ethanol_WS | Skeletonema costatum Etanol
Algl8 SkPtn-EA WS Skeletonema costatum EA

Algl9 HAC5E1L Haloarcula Hexano
Alg20 HA C5 E2 Haloarcula Diclorometano
Alg21 HA C5E3 Haloarcula EA

Alg22 HA C5 E4 Haloarcula Cloroférmio
Alg23 HA C5 E5 Haloarcula -
Alg24 HA C5 E6 Haloarcula Acetona
Alg25 HA C5 E7 Haloarcula -
Alg26 HB C18 El1 Halobacterium Hexano
Alg27 HB C18 E2 Halobacterium Dicloroférmio
Alg28 HB C18 E3 Halobacterium EA

Alg29 HB C18 E4 Halobacterium Cloroférmio
Alg30 HB C18 E5 Halobacterium -
Alg31 HB C18 E6 Halobacterium Acetona
Alg32 HB C18 E7 Halobacterium -
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Tabela X.2. - Dados de identificacéo das fracfes do extrato da microalga Algl1 utilizados no
estudo. O nome atribuido as fracdes, assim como a espécie e 0 solvente de extracdo do extrato da

microalga Algl1 estdo indicados.

Fracdo | Extrato | Espécie Solvente de extracao
EPS Algll Phaeodactylum tricornutum -
stock
F1 Algll Phaeodactylum tricornutum Hexano
F2 Algll Phaeodactylum tricornutum Diclorometano
F3 Algll Phaeodactylum tricornutum Acetato de Etilo
F4 Algl1l Phaeodactylum tricornutum Agua e Etanol

Tabela X.3. -Dados de identificacdo dos péeptidos utilizados no estudo. O nome original e
codigo atribuido aos péptidos, assim como a sua espécie e o tamanho estdo indicados.

Extrato | Cddigo | Espécie Péptido Tamanho (aa)
Pepl NK27 - Péptido sintético 27
Pep2 DICE | Dicentrarchus labrax Dicentracin 30
Pep3 CAE Litoria gilleni Caerina 25
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ANEXO 2

Tabela X.4. -Andlise qualitativa dos extratos de microalgas Algl-Algl8. A observacdo de
células U20S FOXO tratadas com os extratos de microalgas Algl-Algl8 através de microscopia
fluorescente permitiu analisar a localizacéo subcelular da proteina FOXO-GFP. As células também
foram tratadas com o controlo positivo-Leptomicina B- e com os controlos negativos- DMSO e
etanol.

DMSO Algumas células apresentam FOXO apenas no ndcleo, mas a maioria apresenta

Etanol FOXO localizado uniformemente nos dois compartimentos.

Igelz?’ptomwm FOXO encontra-se localizado no nGcleo de todas as células.

Algl Quase ndo existem células, mas as existentes apresentam FOXO localizado no nucleo
e no citoplasma uniformemente.

Alg2 Demasiadas células para se obter um bom campo de visdo. Algumas apresentam
FOXO apenas no ndcleo, mas a maioria apresenta FOXO localizado uniformemente
nos dois compartimentos.

Alg3 Poucas células e em mau estado. Impossivel analisar a localizacdo de FOXO.

Alg4 Demasiadas células. Algumas aparentavam ter FOXO localizado uniformemente nos
dois compartimentos e outras localizado apenas no nicleo.

Alg5 FOXO localizado uniformemente no nucleo e no citoplasma de algumas células, mas
a maioria apresentava FOXO apenas no nucleo.

Alg6 No geral, as células estdo em muito mau estado. FOXO esta uniformemente localizado
no ndcleo e no citoplasma.

Alg7 Demasiadas células e muitas em mau estado. Campo de visdo pequeno porque a
preparacdo tem uma bolha. As células analisadas apresentavam FOXO uniformemente
distribuido nos dois compartimentos.

Alg8 Poucas células e em péssimo estado. Impossivel analisar a localizacdo de FOXO.
Alg9 Demasiadas células. Algumas apresentam FOXO apenas no ndcleo, mas a maioria
apresenta FOXO localizado uniformemente nos dois compartimentos.

Alg10 A preparacdo tem uma bolha. Algumas apresentam FOXO apenas no nucleo, mas a
maioria apresenta FOXO localizado uniformemente nos dois compartimentos.

Algll

Alg12 A maioria das células apresenta FOXO localizado no ndcleo.

Alg13 Algumas apresentam FOXO apenas no nucleo, mas a maioria apresenta FOXO
localizado uniformemente nos dois compartimentos.

Algl4 As células estdo em mau estado e com forma arredondada.

Alg15 Algumas apresentam FOXO apenas no nucleo, mas a maioria apresenta FOXO
localizado uniformemente nos dois compartimentos.

Algl6 Demasiadas células e muitas em mau estado. No geral, apresentam FOXO
uniformemente distribuido nos dois compartimentos celulares.

Algl7 Algumas apresentam FOXO apenas no nucleo, mas a maioria apresenta FOXO
localizado uniformemente nos dois compartimentos.

Alg18 Muitas células e em mau estado. Impossivel analisar a localizacdo de FOXO.
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ANEXO 3

FOXO-GFP MERGE

Figura X.1. - FOXO-GFP esta localizado no nucleo e no citoplasma de células tratadas com
os extratos de microalgas Algl, Alg2, Alg4 e Alg5. As células U20S FOXO foram tratadas com
0s extratos de microalgas Algl, Alg2, Alg4d e Alg5 durante 1h. O GFP (verde) representa a
localizacdo subcelular de FOXO. DAPI (azul) representa o nlcleo das células. Merge representa a
sobreposicao de GFP e DAPI. A observacdo e aquisi¢do de imagem foi realizada através da objetiva
40X do Microscépio trinocular Vertical de Fluorescéncia Motorizado Axiolmager Z2 com camara
fotografica (AxioCamHR3) acoplada ao sistema de anélise de imagem AxioVision 4.8.2. A anélise
de imagens foi realizada no programa de analise de imagem Image J 1.52, acoplado a extensdo Fiji.
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FOXO-GFP DAPI MERGE

Figura X.2. FOXO-GFP esta localizado no nucleo e no citoplasma de células tratadas com os
extratos de microalgas Alg6, Alg8 e Alg9 e Algll. As células U20S FOXO foram tratadas com
o0s extratos de microalgas Alg6, Alg8 e Alg9 e Alglldurante 1h. O GFP (verde) representa a
localizacdo subcelular de FOXO. DAPI (azul) representa o nucleo das células. Merge representa a
sobreposicdo de GFP e DAPI. A observacéo e aquisicdo de imagem foi realizada através da objetiva
40X do Microscopio trinocular Vertical de Fluorescéncia Motorizado Axiolmager Z2 com camara
fotografica (AxioCamHR3) acoplada ao sistema de analise de imagem AxioVision 4.8.2. A analise
de imagens foi realizada no programa de analise de imagem Image J 1.52, acoplado a extensao Fiji.
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FOXO-GFP MERGE

Alg12

Algl13

A]|20 Al|19

Figura X.3. FOXO-GFP esté localizado no ndcleo e no citoplasma de células tratadas com os
extratos de microalgas Algl2, Algl3 e extratos de Haloarqueas Algl9 e Alg20. As células
U20S FOXO foram tratadas com os extratos de microalgas Algl2, Algl3 e com os extratos de
Haloarqueas Alg19 e Alg20. durante 1h. O GFP (verde) representa a localizacdo subcelular de
FOXO. DAPI (azul) representa o nucleo das células. Merge representa a sobreposicdo de GFP e
DAPI. A observacdo e aquisicdo de imagem foi realizada através da objetiva 40X do Microscépio
trinocular Vertical de Fluorescéncia Motorizado Axiolmager Z2 com cémara fotografica
(AxioCamHR3) acoplada ao sistema de analise de imagem AxioVision 4.8.2. A andlise de imagens
foi realizada no programa de anéalise de imagem Image J 1.52, acoplado a extensdo Fiji.
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FOXO-GFP DAPI MERGE

Figura X.4. FOXO-GFP esté localizado no ndcleo e no citoplasma de células tratadas com os
extratos de Haloarqueas Alg21, Alg22 e Alg24. As células U20S FOXO foram tratadas com os
extratos de Haloarqueas Alg21, Alg22 e Alg24 durante 1h. O GFP (verde) representa a localizagéo
subcelular de FOXO. DAPI (azul) representa o nucleo das células. Merge representa a sobreposicédo
de GFP e DAPI. A observacao e aquisicdo de imagem foi realizada através da objetiva 40X do
Microscopio trinocular Vertical de Fluorescéncia Motorizado Axiolmager Z2 com camara
fotografica (AxioCamHR3) acoplada ao sistema de anélise de imagem AxioVision 4.8.2. A andlise
de imagens foi realizada no programa de analise de imagem Image J 1.52, acoplado a extensdo Fiji.
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FOXO-GFP DAPI MERGE

Figura X.5. - FOXO-GFP esta localizado no nucleo e no citoplasma de células tratadas com
os extratos de Haloarqueas Alg25-Alg28 As células U20S FOXO foram tratadas com os extratos
de Haloarqueas Alg25-Alg28 durante 1h. O GFP (verde) representa a localizacdo subcelular de
FOXO. DAPI (azul) representa o nucleo das células. Merge representa a sobreposicdo de GFP e
DAPI. A observacéo e aquisi¢cdo de imagem foi realizada através da objetiva 40X do Microscopio
trinocular Vertical de Fluorescéncia Motorizado Axiolmager Z2 com camara fotogréfica
(AxioCamHR3) acoplada ao sistema de andlise de imagem AxioVision 4.8.2. A anélise de imagens
foi realizada no programa de analise de imagem Image J 1.52, acoplado a extensdo Fiji.
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FOXO-GFP DAPI MERGE

Figura X.6.- FOXO-GFP esta localizado no nucleo e no citoplasma de células tratadas com
os extratos de Haloarqueas Alg29- Alg32. As células U20S FOXO foram tratadas com o0s
extratos de Haloarqueas Alg29- Alg32 durante 1h. O GFP (verde) representa a localizacdo
subcelular de FOXO. DAPI (azul) representa o ntcleo das células. Merge representa a sobreposicao
de GFP e DAPI. A observacdo e aquisi¢do de imagem foi realizada através da objetiva 40X do
Microscépio trinocular Vertical de Fluorescéncia Motorizado Axiolmager Z2 com camara
fotografica (AxioCamHR3) acoplada ao sistema de analise de imagem AxioVision 4.8.2. A analise
de imagens foi realizada no programa de anélise de imagem Image J 1.52, acoplado a extensao Fiji.

Departamento de Medicina e Ciéncias Biomédicas da Universidade do Algarve- Andreia Lamy 149



Descoberta de moduladores de FOXO para tratamentos anticancerigenos e antienvelhecimento

ANEXO 4

FOXO-GFP DAPI MERGE

DMSO

Figura X.7. - As células U20S PARENTAL sem tratamento ndo apresentam fluorescéncia.
As células U20S PARENTAL foram tratadas com DMSO que foi utilizado como controlo
negativo. O GFP (verde) representa a localizagéo subcelular de FOXO. DAPI (azul) representa o
nucleo das células. Merge representa a sobreposicao de GFP e DAPI. A observacao e aquisicao de
imagem foi realizada através da objetiva 40X do Microscopio trinocular Vertical de Fluorescéncia
Motorizado Axiolmager Z2 com camara fotografica (AxioCamHR3) acoplada ao sistema de
andlise de imagem AxioVision 4.8.2. A analise de imagens foi realizada no programa de analise de
imagem Image J 1.52, acoplado a extenséo Fiji.

FOXO-GFP MERGE

Figura X.8 - As células U20S PARENTAL tratadas com os extratos de microalgas Alg5,
Algll e Alg12 ndo apresentam fluorescéncia. As células U20S PARENTAL foram tratadas com
os extratos de microalgas Alg5, Algll e Algl2. O GFP (verde) representa a localizacdo subcelular
de FOXO. DAPI (azul) representa o nacleo das células. Merge representa a sobreposicao de GFP
e DAPI. A observacéo e aquisicdo de imagem foi realizada através da objetiva 40X do Microscopio
trinocular Vertical de Fluorescéncia Motorizado Axiolmager Z2 com camara fotogréfica
(AxioCamHR3) acoplada ao sistema de analise de imagem AxioVision 4.8.2. A analise de imagens
foi realizada no programa de analise de imagem Image J 1.52, acoplado a extensdo Fiji.
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