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Resumo

Muitos cancros séo tratados com agentes antimitoticos, como o taxol. Estes agentes
param as celulas em mitose ao danificarem os microtdbulos, ativando o checkpoint
mitotico (SAC), mecanismo que controla a correta segregacéo dos cromossomas durante
a mitose. Contudo, células resistentes conseguem contornar esses danos e prosseguir com
a mitose, emergindo assim o SAC como potencial alvo terapéutico no tratamento do
cancro. Desta forma surgiu o primeiro objetivo deste trabalho: identificar potenciais
inibidores da proteina BubR1, envolvida na ativacdo do SAC e na estabilizacdo das
ligacBes entre microtUbulos e cinetocoros, numa linha celular de cancro cervical. Dos
compostos testados houve um que se destacou pela sua interferéncia na viabilidade celular
e revelou ser um potencial inibidor desta proteina. O objetivo principal deste trabalho foi
sensibilizar duas linhas celulares de glioblastoma e uma linha celular de cancro do pulméo
ao taxol através da deplegdo das proteinas Cdc20 ou Spindly, envolvidas na saida da
mitose e no silenciamento do SAC, respetivamente. Para isso, estas proteinas foram
depletadas por RNA. e foi adicionado taxol as mesmas células. Esta deple¢do provocou
uma reducdo da viabilidade celular e da capacidade clonogénica, tendo este efeito sido
mais pronunciado quando se adicionou taxol, sugerindo que a deplecdo das proteinas

Cdc20 ou Spindly sensibiliza estas células a a¢éo do taxol.

Palavras chave: Checkpoint mitético, instabilidade gendémica, BubR1, Cdc20, Spindly,
taxol.



Abstract

Many cancers are treated with antimitotic agents, such as taxol. These agents stop
cells in mitosis by damaging microtubules, activating the mitotic checkpoint (SAC),
which controls the correct chromosome segregation during mitosis. However, resistant
cells can bypass these damages and proceed with mitosis, emerging thus the SAC as a
potential therapeutic target in the treatment of cancer. In this way arose the first aim of
this work: to identify potential BubR1 inhibitors, a protein involved in SAC activation
and in the stabilization of the bindings between microtubules and kinetochores, in a
cervical cancer cell line. Of the compounds tested there was one that stood out for its
interference on cell viability and revealed to be a potential inhibitor of this protein. The
main goal of this work was to sensitize two glioblastoma cell lines and a lung cancer cell
line to taxol by depleting Cdc20 or Spindly, involved in the mitotic exit and in SAC
silencing, respectively. To achieve this goal, these proteins were depleted by RNAI, and
taxol was added to cells lacking these proteins. These depletions caused a reduction in
cell viability and in clonogenic ability, which was more evident when taxol was added,

suggesting that depletion of Cdc20 or Spindly sensitizes these cells to the action of taxol.

Keywords: Mitotic checkpoint, genomic instability, BubR1, Cdc20, Spindly, taxol.
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1. Introducéo
1.1 Bases Moleculares do Cancro

Uma das caracteristicas mais marcantes do cancro é a sua elevada heterogeneidade,
ndo so entre diferentes tecidos, mas também na constituicdo do préprio tumor [2]. Ha 15
anos, Hanahan e Weinberg conseguiram distinguir algumas caracteristicas que
promoviam a transformacao maligna das células e que seriam comuns a maior parte dos
cancros, sendo a todos. Estes marcos foram descritos com base na teoria de que todas as
células cancerigenas apresentam defeitos nos mecanismos reguladores da proliferacéo e
da homeostasia [3]. Com o decorrer dos anos, novos estudos foram descortinando novas
particularidades e, em 2011, a lista de caracteristicas do cancro foi atualizada (figura 1.1).
Estas consistiam na autosuficiéncia em sinais de crescimento, na insensibilidade aos
sinais supressores de proliferacdo, na evasdo a apoptose, no potencial de replicacdo
ilimitado, na angiogénese constitutiva, na capacidade de invasdo e metastizacdo, na
desregulacdo da energética celular e na evaséo ao sistema imunitario. Adicionalmente,
foram descritas 2 caracteristicas essenciais: a inflamagao promotora de tumorigénese e a

instabilidade gendmica [1].
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Figura 1.1 Marcos do cancro. Os marcos do cancro
consistem na autosuficiéncia em sinais de crescimento, na
crescimento, como FGF insensibilidade aos sinais supressores de proliferagdo, na

) evasao a apoptose, no potencial de replicacdo ilimitado, na
(fibroblast growth factor) [4]. angiogénese constitutiva, na capacidade de invasio e
metastizacdo, na desregulacdo da energética celular, na
evasao ao sistema imunitario, na inflamacédo promotora de
apresentam sobre-expressdo de tumorigénese e na instabilidade gendmica (Hanahan and
Weinberg, 2011).

autossuficientes em sinais de

Além disso, estas células



recetores de sinais de crescimento e exibem alteragdes em componentes abaixo desses
recetores, tornando-os constutivamente ativos.

Por outro lado, as células tumorais tornam-se insensiveis a sinais antiproliferativos
regulados por genes supressores de tumor, como o retinoblastoma (pRb) e o p53, que
estdo envolvidos nos mecanismos de regulacéo da proliferacdo, senescéncia e apoptose
[5, 6]. Adicionalmente, a inibi¢do por contacto entre células vizinhas parece ser nula entre
celulas cancerigenas e células normais, promovendo a invaséo de tecidos normais [7].

A apoptose € um mecanismo de morte programada utilizada para eliminar células
anormais ou ndo funcionais [8]. Dada a natureza das células tumorais, estas necessitam
de contornar este mecanismo para permitir a sua propagacao. Curiosamente, o gene p53
e a via PI3K/AKT, envolvidos na reparagdo de DNA, na inibi¢do da proliferacdo, na
promocdao da apoptose e na transmissao de sinais de sobrevivéncia, sdo 0s mais mutados
no cancro humano [6, 9]. A morte celular por necrose também pode estar associada a
progressdo tumoral uma vez que as células necrdticas libertam o seu conteddo para o
microambiente, promovendo o recrutamento de células inflamatorias [10].

Todas as células normais tém um limite replicativo. Quando esse limite chega ao fim,
as células entram em senescéncia, estado ndo proliferativo mas viavel, ou entram em
crise, que envolve morte celular [11]. Um dos fatores promotores da senescéncia e da
crise € o encurtamento gradual dos telémeros que impossibilita a replicagdo das
extremidades dos cromossomas a cada divisdo celular. No entanto, a maior parte das
células tumorais regula positivamente a enzima telomerase, que adiciona repeticdes
teloméricas as extremidades dos cromossomas, promovendo a imortalizacéo das células.

O oxigénio e nutrientes fornecidos as células através da vasculatura sdo essenciais a
sua funcdo e sobrevivéncia. Enquanto nas células normais a angiogénese, processo de
formacdo de novos vasos sanguineos a partir de outros ja existentes, é ativada apenas
temporariamente, nas células tumorais este mecanismo esta sempre ativado, promovendo
a expansao do tumor [12]. No entanto, a vasculatura desenvolvida pelo tumor é distinta
da vasculatura normal uma vez que é marcada pela ramificacdo excessiva, vasos
permeaveis e baixa perfusdo do sangue [13].

Os tumores malignos seguem uma sequéncia de passos denominada cascata de
invasdo-metastizacdo [14]. A aquisicdo das competéncias que promove esta sequéncia
deve-se a expressao de fatores de transcricdo que promovem a perda de adesao as células

vizinhas e a matriz extracelular, a expressdo de enzimas que degradam a matriz



extracelular, a resisténcia a apoptose e a transicao epitelial-mesenquimal, processo pelo
qual as células epiteliais adquirem caracteristicas de células mesenquimais.

Para que as células crescam e proliferem precisam de energia resultante da reducao
da glucose, que acontece através da fosforilacdo oxidativa (condigcdes aerdbias) e da
glicolise (condicBes anaerdbias). No entanto, as células tumorais tém a capacidade de
reprogramar o seu metabolismo de maneira a que a degradacdo da glucose seja feita
sobretudo através da glicolise, mesmo em condigdes aerdbias [15]. Apesar desta via ser
menos eficiente, ela esta ligada ao desvio de intermediarios glicoliticos para diversos
processos de biossintese necessarios a formacéo de novas células tumorais.

O sistema imunitario funciona como uma barreira contra a invasdo de
microrganismos patogenicos e a formagdo e progressdo de tumores. Assim sendo, 0s
tumores resultam de células tumorais que conseguiram evadir a sua destruicdo pelo
sistema imunitario. Essa evasdo pode ter origem na capacidade das células cancerigenas
em reduzir a sua imunogenicidade e em modular o microambiente tumoral de modo a
suprimirem a resposta imunitaria do organismo [16]. Adicionalmente, tem sido descrita
a presenca de células do sistema imunitario em neoplasias que imitam condicdes
inflamatdrias em tecidos normais. Além de aumentar a taxa de muta¢6es numa célula, a
inflamacg&o pode fornecer moléculas bioativas ao microambiente do tumor que servem
como efetores da progresséo tumoral [16].

A formacéo e a progressao tumoral depende em grande escala de mutacdes em genes
chave para a aquisicdo dos varios marcos do cancro aqui descritos. No entanto, todas as
células tém mecanismos de regulacéo que detetam erros no DNA e os reparam, reduzindo
assim a taxa de mutacBes numa célula. Foi entdo proposto que as células tumorais
conseguem aumentar a sua mutabilidade através do colapso de componentes especificos
dos sistemas de manutencdo do DNA [17]. Outra forma de instabilidade genémica esta
ligada ao ganho e perda de por¢Ges de cromossomas que além de resultar numa
variabilidade cariotipica, resulta na alteracdo do nimero de cromossomas numa célula —
aneuploidia [18]. A instabilidade cromossomica (CIN, de chromosome instability) pode
resultar de erros num mecanismo de regulacdo, o checkpoint mitético, que controla a

correta segregacgéo dos cromossomas durante a mitose (sec¢do 1.3.1.).

1.2 Ciclo Celular
O ciclo celular é o processo vital pelo qual uma célula cresce e da origem a duas

células filhas com o mesmo contetdo genético, sendo por isso essencial & preservagdo
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das caracteristicas de uma espécie. Este ciclo é
constituido pela interfase e pela mitose, seguida
pela citocinese (figura 1.2). A interfase é
constituida pela fase S, quando ocorre a sintese de
DNA, e pelas fases G1 e G2, momentos de
preparacdo para a duplicacdo do contetdo

genético e para a entrada em mitose,
GO

respetivamente, em que ocorre 0 crescimento
celular e a duplicacdo do contetdo proteico e de Resting
organelos [8]. Durante a mitose ocorre a diviséo e 82
(Interphase)
do contetdo genético da célula, que é seguida pela Figura 1.2 Ciclo celular. O ciclo celular
separacdo fisica das duas células filhas € constituido pela interfase (G1, S e G2)
o ] o e pela mitose, podendo existir uma fase
(citocinese). Apb6s a citocinese, quando as Go.
condicBes extracelulares sdo desfavoraveis ou quando as células atingem o limite de
diferenciacéo, estas podem ingressar numa fase designada de GO. Nesta fase, as células
tornam-se quiescentes, ou seja, ndo crescem nem se dividem mas continuam viaveis e
exercendo as suas fungdes. Algumas células permanecem em GO até a sua morte, como
0S neuronios, ou re-entram em G1, como o0s hepatdcitos, caso as condi¢bes se tornem

favoréveis, como na presenga de fatores de crescimento ou de estimulos de proliferacéo.

1.2.1 Mitose

A mitose divide-se em 5 fases: profase, prometafase, metafase, anafase e telofase
(figura 1.3) [8]. A profase marca o inicio da mitose com a condensagdo dos cromossomas
e com a migracdo dos dois centrossomas para pélos opostos da célula. Durante a
prometafase, o envelope nuclear é degradado e o fuso mitético comeca a formar-se,
promovendo a ligacdo entre os microtubulos e os cinetocoros de cada cromatideo irmao.
A medida que essa ligacdo acontece, os cromossomas v&o sendo alinhados bipolarmente
na placa equatorial, completando a metafase. Segue-se a anafase, processo durante o qual
cada cromatideo irmdo é puxado para polos opostos da célula, através do encurtamento
dos microtubulos e pela a¢do da dineina citoplasmética (proteina motora). Na telofase
volta-se a formar o envelope nuclear a volta de cada conjunto de cromossomas, que
comeca a descondensar. Por fim, durante a citocinese, forma-se um anel contractil de
actina e miosina que divide o citoplasma e vai fechando até as duas células filhas estarem

separadas.
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Figura 1.3 Mitose. Durante a interfase, a célula cresce e duplica o seu contetdo. A célula inicia
a mitose na profase, com a condensagdo dos cromossomas e com a migragdo dos centrossomas
para polos opostos na célula. Segue-se a prometafase que € marcada pela fragmentacdo do
envelope nuclear e pela formagdo do fuso mitotico, dando inicio a ligagéo entre microtibulos e
cromossomas, através do cinetocoro. A correta ligagdo entre microtdbulos e cromossomas e o
correto alinhamento destes na placa equatorial do fuso completa a metafase. Durante a anafase,
0s cromatideos irmdos migram para polos opostos da célula, dando inicio a telofase, que é
caracterizada pela formacdo de um novo envelope nuclear & volta de cada conjunto de
cromatideos irméos e pela descondensacao destes (adaptado de Cheeseman, 2008).

1.3 Regulacgéo do ciclo celular

Sendo o ciclo celular um processo crucial para a manutencdo da vida, este tem de ser
amplamente regulado para evitar a propagacao de erros, tais como danos no DNA e
nameros aberrantes de cromossomas, nas geragdes seguintes. Um dos mecanismos que
regula a progressao da célula pelo ciclo celular envolve a atividade das ciclinas e das Cdks
(Cyclin-dependent kinase) (figura 1.4 A). As ciclinas sdo proteinas que respondem a
sinais mitogenicos e associam-se as Cdks, ativando-as [20]. O principal alvo desses sinais
é a ciclina D que, associada a Cdk4 e a Cdke6, fosforila proteinas como a pRb, resultando
na inativacao de mecanismos que sustém a proliferacéo e na entrada da célula na fase G1.
A Cdk2 associa-se as ciclinas E e A em diferentes momentos do ciclo celular. O complexo
Cdk2-ciclina E promove a progressdo da célula da fase G1 para a fase S, enquanto o
complexo Cdk2-ciclina A fosforila diversas proteinas envolvidas na fase S,
nomeadamente na replicacéo e reparacdo de DNA. A Cdk1 é a cinase essencial para a



entrada da célula em mitose. A sua associacdo com as ciclinas A e B promove a
progressao pela fase G2 e a transicdo G2-mitose (M). Além disso, o complexo Cdk1-
ciclina B estd envolvido na condensacdo dos cromossomas, na desintegracdo do
complexo de Golgi e na fragmentacdo do envelope nuclear. A regulacdo através da
interacdo entre Cdks e ciclinas € conseguida através da degradacéo ciclica das ciclinas,
pela acdo de ubiquitina ligases, que as marcam para serem clivadas pelo proteossoma, em
momentos especificos do ciclo celular.

Nas células eucariotas, existe também um conjunto de quatro mecanismos de
controlo chamados checkpoints, que promovem a progressao do ciclo celular (figura 1.4
B) [8]. O checkpoint no final da fase G1, também denominado ponto de restricéo,
assegura a integridade do DNA antes deste ser replicado durante a fase S [21]. Caso sejam
detetados danos no DNA, o ciclo celular é interrompido até que estes sejam reparados,
impedindo assim a replicacdo de DNA danificado. O checkpoint da fase S assegura que
a replicacdo do DNA ¢ feita corretamente, inibindo-a sempre que séo detetados erros
durante este processo [22]. O checkpoint que controla a transicdo G2/M impede a entrada
da célula na mitose caso sejam detetados erros apés replicacdo do DNA, prevenindo a
divisdo de cromossomas com contelldo gendémico aberrante [23]. O checkpoint mitotico,
que controla a correta segregacdo dos cromossomas na transicdo metafase-anafase,
blogueia a progressao para a anafase até que todos os cromossomas estejam corretamente
ligados aos microttbulos do fuso mitético e alinhados na placa equatorial (sec¢do 1.3.1)
[24].

A | B S0P

2 [

R
Cdk2-cyclin A 0 ;_.T
Cdk4-cyclin D | s
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Cdk6-cyclin D / — -
Cdk2-cyclin E il \ '

Figura 1.4 Regulacéo do ciclo celular. (A) A formacédo e a degradacdo ciclica dos complexos
Cdk-ciclina promovem a progressdo pelo ciclo celular (adaptado de Adams, 2004). (B) Os
checkpoints, representados pelos sinais STOP, atuam durante a transigdo G1-S, a fase S, a
transicdo G2-mitose e a transicdo metafase-anafase, impedindo a progresséo pelo ciclo celular
quando s&o detetados erros, até que estes sejam corrigidos. P — profase; PM — prometafase; M —
metafase; A — anafase; T - telofase.



1.3.1 Checkpoint Mitotico

O checkpoint do fuso mitético (SAC, de Spindle Assembly Checkpoint), ou
checkpoint mitotico, € o mecanismo de controlo que assegura a correta segregacdo dos
cromossomas através do atraso da mitose, até que estes formem ligacdes bipolares com
os microtubulos do fuso mitético e sejam corretamente alinhados na placa equatorial do
fuso. A ativacdo do SAC é desencadeada pelo cinetocoro, complexo proteico localizado
na regido centromérica do cromossoma, que difunde um sinal de “espera” e promove a
formacéo do complexo do checkpoint mitético (MCC, de Mitotic Checkpoint Complex),
constituido pelas proteinas Bub3, Mad2, BubR1 e Cdc20 (figura 1.5 A) [26]. Este
complexo inibe a ubiquitina ligase APC/C (Anaphase Promoting Complex/Cyclosome)
ao impedir a sua ligacdo com a proteina Cdc20. Para acelerar a formacéo do MCC, o sinal
inibidor de “espera” é amplificado através do modelo da Mad2. De acordo com este
modelo, no cinetocoro esta presente um complexo formado pela Madl e pela Mad2 na
conformacéo fechada (C-Mad2) que recruta a Mad2 na conformacéo aberta (O-Mad2) e
promove a sua conversdo para C-Mad2, a forma ativa [27]. A C-Mad2 interage com a
Cdc20 de modo a formar o complexo C-Mad2-Cdc20 que, por ser estruturalmente
semelhante ao complexo C-Mad2-Mad1, vai para o citosol e promove a conversdo de
mais O-Mad2 em C-Mad2, resultando na diminuicao dos niveis de Cdc20 livre no citosol
e na consequente amplificagéo do sinal inibidor. Recentemente, lzawa et al sugeriu que
a rapida inibicdo da APC/C deve-se a capacidade do MCC em inibir a APC/C ja ligada a
Cdc20, sem que para isso seja necessaria sinalizacdo adicional proveniente do cinetocoro,
contribuindo para a eficiéncia do SAC [28]. Durante a ligagdo dos cinetocoros aos
microtubulos, as proteinas BubR1 e PIk1, tal como a proteina Spindly e o complexo RZZ
(formado pelas proteinas Rod, Zw10 e Zwilch), cooperam no sentido de estabilizar a
interacdo cinetocoros-microtdbulos [29, 30]. Apds o correto alinhamento dos
cromossomas na placa equatorial, 0 MCC é desagregado e o SAC € silenciado. Um dos
mecanismos pelo qual ocorre o silenciamento do SAC € através do transporte das
proteinas que o integram pela proteina motora dineina, dos cinetocoros para os pélos do
fuso mitético [31, 32]. O recrutamento da dineina para o cinetocoro é dependente da
proteina Spindly [33]. Apos o silenciamento do SAC, a Cdc20 fica livre para ativar a
APC/C, que marca a securina e a ciclina B para degradacéo pelo proteossoma (figura 1.5
B). A degradacdo da securina liberta a separase, que cliva as coesinas que mantém o0s
cromatideos irméos ligados. A degradacdo da cilcina B liberta a Cdk1 que fica inativa,

promovendo assim a saida da mitose.
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Figura 1.5 Funcionamento do checkpoint mitético. (A) O cinetocoro livre desencadeia um
sinal de “espera” que ativa o SAC e promove a forma¢do do MCC, constituido por C-Mad2,
Bub3, BubR1 e Cdc20, prevenindo a ativacdo da APC/C. (B) Apo6s a correta ligacdo do
cinetocoro ao microttbulo, o SAC é silenciado através da Spindly, que recruta a Dineina para o
cinetocoro. A Spindly, juntamente com o complexo RZZ e com as proteinas C-Mad2, Madl,
Bub3, Bubl, BubR1, sdo transportadas para o pélo mitético, enquanto a Cdc20 livre ativa a
APC/C, que marca a Securina e a Ciclina B para degradacdo, promovendo a separagdo dos
cromatideos irméos e a saida da mitose, respetivamente.

Além das proteinas ja mencionadas, existem outras com papéis igualmente
importantes no SAC. Entre elas estdo as proteinas Bubl, Mps1, Aurora B e Cenp-E, e 0
complexo Ncd80. A proteina Bubl, que é recrutada para o cinetocoro livre no inicio da
profase, recruta outras proteinas envolvidas no SAC, como a Madl, Mad2, BubR1 e Bub3
[24]. Adicionalmente, a Bubl promove a fosforilacdo da Cdc20, contribuindo para a
inibicdo da APC/C [34]. A proteina Mps1 participa no recrutamento das proteinas Madl
e Mad2 para o cinetocoro [35]. A Aurora B corrige eventuais erros que possam ocorrer
durante a ligacdo entre microtibulos e cinetocoros [36]. A proteina motora Cenp-E
contribui para o correto alinhamento dos cromossomas na placa equatorial do fuso
mitético e ativa a cinase BubR1 [37]. O complexo Ncd80, constituido pelas proteinas
Hecl, Nuf2, Spc25 e Spc24, é necessario ao recrutamento das proteinas Madl, Mad2 e

Mps1 para os cinetocoros livres [38].



1.4 SAC e Cancro

A aneuploidia, que é definida por um nimero anormal de cromossomas, é uma
caracteristica comum a maior parte dos tumores sélidos humanos e estd associada a
resisténcia a alguns agentes quimioterapicos [39, 40]. Um dos fatores associados ao
aparecimento de aneuploidia é a CIN, que esta associada a um SAC deficiente [41].
Apesar de mutagdes em componentes do SAC terem sido reportadas como eventos raros,
tem sido observada a desregulacdo de vérias proteinas envolvidas neste mecanismo
(tabela 1.1) [42]. Por exemplo, a sobre-expressdo das proteinas Bubl e BubR1 mostrou
estar associada a um mau prognostico no carcinoma da tiroide devido aos elevados niveis
destas proteinas em carcinomas mais agressivos, que apresentavam metéstases distantes
e maiores taxas de recorréncia local e morte dos pacientes [43]. Curiosamente, no cancro
coloretal, a baixa expressdo destas proteinas estd também associada a formacdo de
metastases e a reincidéncia dos tumores [44]. No entanto, atendendo a que se tratam de
neoplasias diferentes, podem ter diferentes vias alteradas que contribuam para o
desenvolvimento destas caracteristicas. A proteina Madl foi reportada como estando
associada a um mau progndéstico por promover a aneuploidia e a CIN através da méa
localizagdo da proteina Mad2 [45]. Deste modo é esperado que também a desregulacéo
da Mad2 esteja associada a um mau prognostico. De facto, varios estudos em diferentes
tipos de tumores mostram essa associagao [43, 46-50]. No entanto, a sobre-expresséo da
Mad?2 foi também associada, em alguns tumores, ao inicio da tumorigénese, sugerindo
que a sua desregulacdo promove o desenvolvimento e a progressdao tumoral [50-52]. A
sobre-expressao da proteina Cdc20 esta associada a cancros mais agressivos com um mau
prognostico e foi reportada por promover a transicdo prematura da metafase para a
anafase, a ma segregacdo dos cromossomas €, consequentemente, a aneuploidia [53-59].
Estes resultados sdo consistentes com o papel da Cdc20 na ativacdo do complexo APC/C,
que leva a saida da célula da mitose. Também a Aurora B estd associada a um mau
progndstico em varios tipos de cancro [60-62]. No carcinoma oral escamoso, a sobre-
expressao desta proteina foi corelacionada com a proliferacéo celular, com a inducéo de
células multinucleadas, com a diferenciagdo histolégica e com o desenvolvimento de
metastases [63]. A sobre-expressdo da proteina Mps1 foi reportada como promotora de
instabilidade genomica e, consequentemente, da tumorigénese em linhas celulares de
cancro coloretal [64]. A proteina Plkl foi reportada como tendo um papel no
desenvolvimento e progressao de varios cancros, por ter sido mostrado que os niveis desta

proteina aumentam de acordo com a agressividade do tumor, tendo sido também
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associada ao desenvolvimento de metastases [65-73]. Com base nestes resultados, a PIk1

foi sugerida como um potencial marcador para identificar pacientes em risco de

apresentarem metastases. No cancro do ovario, a proteina Hecl foi também associada a

progresséo tumoral e a um mau prognostico [74]. Estes estudos corroboram a importancia

do SAC no ciclo celular e na progressdo de neoplasias, sendo por isso considerado um

alvo terapéutico promissor no tratamento de diversos tipos de cancro.

Tabela 1.1 Proteinas do SAC que estdo desreguladas em varios tipos de cancro.

Proteina | Expressao Tipos de cancro Referéncias
Bubl Aumentada/ | Coloretal, gastrico, glandula salivar, [43, 44, 75-
Diminuida | glioblastoma, mama, renal, tiroide 78]
Bexiga, coloretal, esofagico, hepatocelular,
astrico, glandula salivar, glioblastoma,
Aumentada/ | 93511¢0> glandu g [43, 75-77,
BubR1 o leucemia mieloide aguda, mama, oral
Diminuida (s " ) 79-91]
escamoso, ovario, pancreético, prostata,
pulmdo, renal, tiroide
Aumentada/ | Coloretal, gastrico, glandula salivar,
Bub3 Jment . g g [75-78, 92]
Diminuida | glioblastoma, mama
. 45, 46, 78,
Mad1l Aumentada | Coloretal, glioblastoma, mama, renal g 1]
Bexiga, células escamosas, coloretal,
Aumentada/ esofagico, glandula salivar, glioblastoma, | [43, 46-52,
Mad?2 o hepatocelular, mama, osteossarcoma, 78, 81, 88,
Diminuida o « i
pancreatico, pulmao, renal, retinoblastoma, | 91, 93]
tiroide
Bexiga, cabeca e pescoco, células
Cde20 Aumentada/ | escamosas, cervical, coloretal, gastrico, [52-59, 78,
Diminuida | glioblastoma, hepatocelular, leucemia, 94, 95]
mama, oral escamoso, pancreatico
Aumentada/ Astrocitoma, coloretal, endorr,]etrlal, [60-63, 80,
AuroraB | . .. melanoma, oral escamoso, prostata,
Diminuida N . .. 96-99]
pulmé&o, seminoma, tiroide
Mpsl Aumentada | Coloretal, glioblastoma, mama [46, 64, 78]
Bexiga, cervical, coloretal, endometrial,
Aumentada/ | esofégico, gastrico, glioblastoma, [53, 65-73,
Plk1 o .
Diminuida | hepatocelular, leucemia, mama, melanoma, | 100-104]
ovario, pancreatico, pulmao, tiroide
Hecl Aumentada | Glioblastoma, ovario [46, 74]
Cenp-E | Aumentada | Glioblastoma, melanoma [46, 96]
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1.4.1 SAC como alvo terapéutico

Devido ao papel que o SAC tem na formagéo e desenvolvimento de tumores, este
tem surgido como um alvo terapéutico promissor no tratamento do cancro. Alguns
estudos tém explorado o beneficio da inibicdo de varias proteinas envolvidas no SAC
através do uso de pequenas moléculas ou de RNA de interferéncia (RNAI). Por exemplo,
a inibigdo das proteinas Bubl, Bub3, Cenp-E, Mad2, e Zwl10 em linhas celulares
primarias de fibroblastos humanos através de siRNA promoveu a segregacao deficiente
dos cromossomas, levando a formacdo de microndcleos e ao surgimento de células
aneuploides [105]. Além disso, neste estudo observou-se que quanto maior é a
instabilidade cromossdmica, maior é a taxa de apoptose. O uso de RNAI para inibir as
proteinas BubR1 ou Mad2 em linhas celulares cancerigenas provocou uma saida
prematura da mitose sem citocinese, com reduplicacdo do DNA na fase S subsequente,
resultando em células com um contetdo gendmico aberrante e, posteriormente, em morte
celular [41]. Noutros estudos, a deplecdo da proteina BubR1 in vitro provocou a paragem
da mitose, a diminui¢do da proliferacdo e da capacidade clonogénica, a inibicdo do
crescimento independente de ancoragem e o aumento de micronucleos e in vivo provocou
a inibicdo do crescimento tumoral e a reducdo de metastases [77, 106]. A deplecdo da
proteina Mpsl por RNAi em linhas celulares do cancro da mama originou mitoses
aberrantes, bem como um decréscimo da viabilidade celular devido a indugdo da apoptose
[107]. O tratamento com a pequena molécula INH1, que interfere com a funcdo da
proteina Hecl, em linhas celulares tumorais, promoveu slippage (processo pelo qual a
célula escapa a mitose num estado poliploide), sequido de morte celular [108]. Além
disso, a INH1 inibiu o crescimento de tumores in vivo. A inibi¢do da proteina PIk1 por
RNAI em linhas celulares de cancro do pulméo, além de ter suprimido o crescimento
celular, causou disfuncdes no ciclo celular, levando a retencdo das células na mitose e a
morte celular por apoptose [109]. Adicionalmente, a deplecdo da PIk1l inibiu o
crescimento de metéstases no figado em modelos de rato injetados com células tumorais
do pulmédo. O uso de RNAI contra a proteina Cdc20, em varias linhas celulares
cancerigenas, provocou morte celular durante a paragem em mitose, inibiu o slippage e
suprimiu o crescimento celular [110, 111]. Curiosamente, 0 mesmo estudo mostrou que
a morte celular induzida pela deplecdo da Cdc20 era independente do SAC. A inibicdo da
familia das cinases Aurora, por RNAI ou pelo inibidor VX680, em linhas celulares renais
metastaticas, resultou na inibicdo do crescimento celular, levando a uma paragem em

mitose, e na inibicdo da capacidade de invaséo [112]. O conjunto destes estudos mostra
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que 0 aumento da instabilidade gendmica através da inibicdo de proteinas do SAC pode
ser uma estratégia para promover a morte celular de células cancerigenas, sendo por isso

uma abordagem promissora no tratamento do cancro.

1.5 Agentes Antimitéticos

A quimioterapia continua a ser a terapia mais utilizada no tratamento do cancro, de
forma isolada ou em combinacdo com terapias dirigidas. Os quimioterapicos mais
utilizados pertencem a classe dos agentes antimitoticos, cuja principal funcéo € inibir a
progressdo da mitose. As principais classes de agentes antimitdticos sdo os taxanos (taxol
e docetaxel) e os vinca alcaloides (vinblastine, vincristine e vinorelbine) [113]. Ambas as
classes interferem com a dindmica dos microtibulos, componentes do citoesqueleto
constituidos por heterodimeros de tubulina a/f que afetam a forma, o transporte, a
motilidade e a divisdo celular [114]. Contudo, enquanto os taxanos estabilizam os
microtubulos através da sua polimerizagdo, os vinca alcaloides destabilizam-nos através
da sua despolimerizagdo [115, 116]. A alteracdo desta dindmica resulta em erros de
ligacdo entre os microtubulos e os cinetocoros, impedindo a congressao dos cromossomas
na placa equatorial do fuso mit6tico, levando a ativacdo do SAC e a consequente paragem
das células em mitose [117]. Uma vez que as células inativam a transcri¢do e a sintese
proteica no inicio da mitose, estas ndo conseguem ficar paradas indefinidamente nesta
fase do ciclo celular. Assim, as células tratadas com drogas que interferem com o0s
microtaubulos, depois de Morte celular

pararem em mitose, podem  Mitose | Paragem . @%

. . . .. - %9 Morte celular
seguir dois caminhos distintos: .Yl . %
i * &
(1) morte celular ou (2) 53 . )
. ) +% —— -\.Progressdo
slippage. Caso a célula percorra Slippage “¥Z . do ciclo

0 segundo caminho, esta pode

=bed

) . <%~ Senescéncia
ativar mecanismos de morte
Figura 1.6 Mecanismo de agdo do taxol. O taxol
provoca uma paragem das células em mitose que resulta
senescéncia, ou pode continuar em morte celular ou em slippage. As células que

) ) seguiram a via do slippage podem ativar uma mecanismo
o ciclo celular com um contelido  de morte celular, progredir com o ciclo celular com um
genémico aberrante (figura 1.6). contetdo gendémico aberrante ou podem-se tornar

senescentes.

Os agentes antimitdticos tém mostrado a sua eficacia ao longo dos anos, contudo,

celular, pode entrar em

ndo tem sido suficiente para baixar a incidéncia e a mortalidade associadas ao cancro. De

facto existem vérias limitacdes associadas ao uso destes farmacos que limitam a sua
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eficiéncia, como os efeitos secundarios e a aquisicdo de resisténcia ao tratamento. Os
efeitos secundarios mais frequentes estdo associados a toxicidade hematoldgica e
neuroldgica [118, 119]. No entanto, a resisténcia é o principal fator para a limitacdo da
eficiéncia destas drogas. O mecanismo de resisténcia mais conhecido € a sobre-expressdo
de bombas de efluxo de drogas, que causa a diminuicdo da concentracdo intracelular da

droga através do seu transporte para o0 meio extracelular [120].

1.6 Objetivos

O cancro é uma das principais causas de morte em todo o mundo, sendo a segunda
principal causa de morte em Portugal [121, 122]. Apesar de todo o avanc¢o tecnolégico
no desenvolvimento de novos farmacos e moléculas anticancerigenas, estes continuam a
apresentar varias limitacGes, nomeadamente a elevada toxicidade e a resisténcia ao
tratamento, o que se reflete na sua eficacia. Por esse motivo, mantém-se urgente a
necessidade de encontrar novos alvos terapéuticos para travar o cancro. Neste trabalho
participdmos num rastreio de compostos em colaboracdo com o Departamento de
Bioquimica da Oxford Brookes University, que visava identificar potenciais inibidores da
proteina do checkpoint BubR1, com base na estrutura tridimensional desta proteina
cinase. Esta abordagem permite criar ligandos com uma elevada afinidade para o recetor
e com a capacidade de modular processos celulares de interesse com sucesso, de modo a
garantir o efeito terapéutico desejado [123]. A BubR1 surge como um potencial alvo no
tratamento do cancro devido a sua desregulacdo em vérias neoplasias (tabela 1.1), que
estd associada a um mau prognostico da doenca, e ao papel que desempenha durante a
mitose, particularmente na ativacdo do SAC e na estabilizacdo das interaches
microtubulo-cinetocoro. Assim, o primeiro objetivo deste trabalho € identificar
compostos que sejam capazes de inibir a fungdo da BubR1.

Uma das caracteristicas do cancro é a instabilidade genética, que pode resultar de
falhas no SAC. Diversos estudos realizados tanto em linhas celulares tumorais, como em
tecidos tumorais apontam para uma desregulacao dos niveis de expressdo de componentes
envolvidos na via molecular do SAC (tabela 1.1) e fazem uma associacdo com a
resisténcia aos farmacos utilizados nos tratamentos atuais. Por exemplo, a CIN associada
ao SAC foi reportada como mediadora do desenvolvimento de resisténcia em células
tumorais previamente tratadas com agentes, como a cisplatina, a doxorubicina ou o taxol.
Deste modo, surgiu a segunda hipétese deste estudo: o silenciamento do SAC e a saida

da mitose seriam potenciais alvos terapéuticos no tratamento do cancro. Para testar esta
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hipdtese, este estudo incidiu na deplecdo por RNAI da proteina Cdc20, envolvida na saida
da mitose, e da proteina Spindly, envolvida no silenciamento do SAC, em linhas celulares
tumorais. Com a deplecdo da Cdc20 é esperado que as células ndo consigam sair da
mitose e que ativem mecanismos de morte celular durante a sua paragem nesta fase,
exibindo um efeito antiproliferativo. Atendendo a funcao que a Spindly desempenha na
inativacdo do SAC, espera-se que a sua deplecéo provoque igualmente uma retencdo das
células na mitose, levando-as a ativar mecanismos de morte celular, sendo por isso
pertinente explorar o seu potencial terapéutico.

Uma vez que 0s agentes antimitoticos, como o taxol, interferem na dindmica dos
microtubulos, despoletando a ativacdo do SAC, este estudo focou-se também na avaliagdo
da capacidade deste mecanismo em modular o efeito antiproliferativo destes agentes.
Assim surgiu a Gltima hipdtese deste estudo: a deplecdo de proteinas envolvidas na saida
da mitose ou no silenciamento do SAC seria um meio viavel para sensibilizar as células
cancerigenas a acdo do taxol. Para testar esta hipotese, apds a deplecdo das proteinas
Cdc20 ou Spindly, as células foram tratadas com diferentes concentragdes de taxol. Com
esta abordagem é esperado que as células ndo consigam prosseguir com a mitose, como
é observado em células que adquirem resisténcia ao taxol, e que haja um efeito sinergético
entre a deplecdo destas proteinas e o taxol que resulte na ativacdo de mecanismos de
morte celular.

Resumidamente, 0s objetivos deste trabalho sdo: (1) rastrear e identificar compostos
com atividade inibidora da proteina BubR1; (2) avaliar a deplecao das proteinas Cdc20 e
Spindly como potencial abordagem terapéutica e (3) avaliar o efeito antiproliferativo do
tratamento de combinacdo da deplecdo das proteinas Cdc20 e Spindly com taxol.
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2. Materiais e Métodos

2.1 Desenho Experimental

Figura 2.1 Diagrama do plano experimental realizado neste trabalho.



2.2 Linhas celulares

Neste estudo foram utilizadas uma linha celular humana de cancro cervical, HelLa
(Instituto de Medicina Molecular de Lisboa), duas linhas celulares humanas de
glioblastoma, U373 e U251 (cedidas por Rui Reis, Instituto de Ciéncias da Vida e da
Saude, Universidade do Minho), uma linha celular humana de cancro do pulméo NCI-
H460 (Instituto de Patologia e Imunologia Molecular da Universidade do Porto) e uma
linha humana de células alveolares pulmonares normais, HPAEpiC (ScienCell).

2.3 Condic0es de cultura

O stock de células foi mantido em monocamada em frascos de cultura T25 (25 cm?
de area, VWR). As linhas U373 e U251 foram cultivadas com meio Dulbecco's Modified
Eagle's Medium (DMEM; Biochrom GmbH) enriquecido com 10% (v/v) de Soro Bovino
Fetal (FBS de Fetal Bovine Serum; Superior Biochrom GmbH) e com 1% (v/v) de
antibidtico antimicotico (100U/ml penicilina, 0,1mg/ml streptomicina, 0,25ug/ml
anfotericina; Lonza). A linha HPAEpIC foi cultivada com meio Alveolar Epithelial Cell
Medium (AEpiCM; ScienCell). A linha NCI-H460 foi cultivada com meio Roswell Park
Memorial Institute (RPMI; Lonza) enriquecido com 5% (v/v) de FBS. Todas as linhas
celulares foram mantidas numa incubadora (Heraeus Hera Cell) a 37°C com uma
atmosfera humida e 5% de CO..

Para promover o crescimento exponencial e evitar restricdes de espaco e nutrientes,
sempre que os frascos de cultura apresentaram cerca de 80% de confluéncia, as células
foram subcultivadas num novo frasco T25 contendo meio de cultura novo.

Todos os procedimentos que envolveram a manipulacdo das células foram realizados
numa camara de seguranca biologica de nivel Il com fluxo laminar vertical (Telstar Bio-

I1-A/P), de modo a proporcionar-se um ambiente assético.

2.3.1 Subcultura de Células
Antes de se iniciar qualquer procedimento, a morfologia das células e o aspeto geral
da cultura foi observada ao microscopio de contraste de fase invertido (Zeiss Primo Vert).
O meio de cultura foi removido dos frascos de cultura, a monocamada celular foi
lavada com uma solucéo tampdo de fosfato isosmética (PBS; NaCl 1,37 M, KCI 27 mM,
Na;HPO4 100 mM, pH7,4) e foi adicionada uma solugéo da protease tripsina-EDTA
(Sigma-Aldrich) para promover o destacamento das células. Estas foram incubadas a

37°C durante 3-4 minutos. Observou-se ao microscopio o completo destacamento das
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células e a acdo enzimatica da tripsina foi inibida pela adicdo de meio de cultura
suplementado com FBS, que inclui na sua composicao inibidores de proteases. De acordo
com a taxa de crescimento de cada linha celular, foi feita uma diluigdo em meio de cultura
num novo frasco de cultura. Todas as solucdes foram previamente aquecidas a 37°C
(Precisterm).

Aquando a necessidade de plaquear um determinado nimero de células, é necessario
determinar a densidade celular. Para isso, ap0s a obtencdo da suspensao celular, foram
recolhidos 30 pl de suspensédo e adicionados 30 pl de 0,4% (v/v) corante azul de Tripano
(Sigma-Aldrich). O azul de Tripano é um corante por exclusdo que permite a distingdo
das células mortas das células viaveis. Este efeito deve-se a internalizacéo deste corante
apenas pelas células mortas, uma vez que as células viaveis tém a membrana celular
intacta que impede a sua incorporacdo. A contagem foi realizada numa camara de
Neubauer (Superior Marienfeld) recorrendo ao microscopio invertido de contraste de fase
com uma objetiva 10x. A densidade celular foi calculada a partir da seguinte expressao:

n? total células contadas

Densidade celular (n2 células/ml) = X fator de diluicdo x 10*

n? de quadrantes contados

Quando as experiéncias foram realizadas em placas de 6 pocos, plaguearam-se
0,045 x 10° de células U251 por pogo, 0,1 x 10° de células U373 por pogo e 0,12 X
10® de células NCI-H460 por poco. Quando foram usadas placas de 96 pogos,
plaguearam-se 0,0045 x 10° de células U251 por pogo, 0,006 x 10° de células U373
por poco e 0,005 x 10° de células NCI-H460 por poco.

2.4 Congelacgéo e Descongelacéo de Células

A fim de manter um stock de células viaveis com o menor nimero de passagens
possivel, estas foram congeladas e mantidas em azoto liquido, para se manterem viaveis
durante longos periodos de tempo, ou a -80°C, para periodos mais curtos. Durante o
processo de congelacdo, o contetdo de um frasco T25 com cerca de 85% de confluéncia
foi tripsinizado e a suspensdo celular foi centrifugada a 1000 rpm, durante 5 minutos, a
temperatura ambiente (Heraeus Biofuge Primo R). O sobrenadante foi descartado e foi
adicionado ao sedimento uma solucdo de congelagéo constituida por 10% (v/v) DMSO
(Acros Organics) em meio de cultura da propria linha celular. O sedimento foi
ressuspendido e transferido para um criotubo (Thermo Scientific). Este foi colocado a -

80°C num contentor de congelagdo com isopropanol (Nalgene® Mr. Frosty® Crio 1°C
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Freezing Container) para uma diminuicdo gradual da temperatura (1°C por minuto),
permitindo um abrandamento mais suave do metabolismo celular e promovendo, deste
modo, a viabilidade das células. Ap6s 24 horas, o criotubo foi transferido para azoto
liquido.

No processo de descongelacdo de células, o criotubo foi rapidamente transferido de
azoto liquido ou -80°C para um banho-maria regulado para 37°C. Apds a descongelacao
do conteldo, este foi transferido para um tubo de centrifuga contendo 5 ml de meio. A
suspensdo resultante foi centrifugada a 1000 rpm, durante 5 minutos, a temperatura
ambiente, e o sobrenadante foi descartado de forma a remover o0 DMSO. Adicionou-se 5
ml de meio ao sedimento e homogeneizou-se. A suspensdo celular foi passada para um
frasco T25 e incubada a 37°C, com 5% de COz. As células foram monitorizadas para

analisar o crescimento das mesmas e mudar 0 meio sempre que necessario.

2.5 Extracao de RNA total

Com o objetivo de avaliar os niveis de expressdo de RNA mensageiro (mRNA) foi
extraido RNA total das linhas celulares a testar. Obtida a suspensdo celular através do
processo de tripsinizacdo, a suspensdo foi centrifugada a 1000 rpm, durante 5 minutos, a
4°C. O sobrenadante foi descartado e foi adicionado ao sedimento 1 ml de PureZol™
RNA Isolation Reagent (Bio-Rad), que foi homogenizado e deixado a incubar durante 5
minutos, a temperatura ambiente. Foram adicionados 200 pl de cloroférmio (Sigma-
Aldrich) sob agitacéo vigorosa e a mistura foi incubada durante 5 minutos, a temperatura
ambiente, agitando periodicamente. A amostra foi centrifugada a 12000 xg, durante 15
minutos, a 4°C. Sem perturbar a interfase, a fase aquosa foi recolhida para um novo tubo,
ao qual foram posteriormente adicionados 500 pl de isopropanol (Fisher Chemical). Apés
agitar vigorosamente a amostra e incuba-la durante 5 minutos, a temperatura ambiente,
esta foi centrifugada a 12000 xg durante 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi
descartado, deixando ficar o RNA em forma de pellet, que foi lavado com 1 ml de 75%
etanol (Panreac) e centrifugado a 7500 xg durante 5 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi
novamente descartado e o sedimento deixado a secar ao ar. De seguida foram adicionados
20 pl de agua ao RNA, tendo este sido ressuspendido, homogeneizado e aliquotado.

A integridade do RNA extraido foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1%.
O gel foi corrido a 90 v, durante 60 minutos, e analisado sob luz UV no densitometro
Doc™ XR (BioRad).
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Para avaliar a quantidade de RNA extraido, a amostra foi analisada no
espectrofotometro NanoDrop 2000c (ThermoScientific).
Durante todo o procedimento foram utilizados equipamentos e solugdes RNAse-free.

2.6 Sintese de DNA complementar

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir do RNA extraido no ponto
anterior, de forma a ser posteriormente analisado por Quantitative reverse transcription
polymerase chain reaction (RT-gPCR). Na execucdo desta sintese foi utilizado o kit
iScript™ cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad). Para cada linha celular, foi preparada uma
mistura de reacgdo contendo 10 pl de master mix, 2 pl de enzyme mix, 1 pug de RNA e 7 pl
de 4gua. As misturas preparadas foram colocadas num termociclador MJ Mini™ (Bio-
Rad) de acordo com o seguinte programa: 10 minutos a 25°C, 30 minutos a 50°C, 5
minutos a 85°C. De seguida, foi adicionado 1 pl de RNAse para degradar qualquer resto
de RNA e a mistura foi colocada novamente no termociclador com o programa: 20

minutos a 37°C. No fim do programa, as amostras foram armazenadas a -80°C.

2.7 RT-gPCR

A técnica de RT-qPCR foi utilizada com o intuito de avaliar a expressdo dos genes
de interesse. Para isso, foi utilizado o kit iQ™ SYBR® Green Supermix (Bio Rad) e foram
preparadas misturas de reacdo para cada sequéncia de mMRNA a analisar (sequéncia de
interesse e sequéncia de referéncia) e para cada controlo (RNA non-template control).
Cada mistura foi composta por 12,5 pl de iQ SYBR Green SuperMix, 0,25 ul de forward
primer 10 uM, 0,25 ul de reverse primer 10 uM, 10 pl de &gua RNAse-free e 2 pl de
cDNA ou de agua. As amostras foram colocadas num termociclador iQ Thermal Cycler

(Bio-Rad) e analisadas no software do aparelho.

2.8 Desenho de Primers

Os primers utilizados no RT-gPCR foram desenhados recorrendo aos programas
Beacon Designer versdo 8.14 e PerlPrimer versdo 1.1.21 (tabela 2.1). No desenho dos
primers teve-se o cuidado de satisfazer determinados critérios: tamanho compreendido
entre 18-25 bases, conteudo em G/C compreendido entre 45-55%, temperatura de fuséo
entre 50-70°C, tamanho dos fragmentos amplificados entre 80-200pb, primers
localizados na juncéo de exdes, primers especificos para os genes em estudo. A sintese

dos primers foi realizada pela empresa STABvida (Oeiras, Portugal). Para confirmar a
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especificidade e temperatura de emparelhamento e a auséncia de DNA gendmico,

realizou-se um PCR usando como referéncia a linha celular HelLa.

Tabela 2.1 Sequéncias oligonucleotidicas dos primers utilizados no RT-gPCR.

Gene Primer Sequéncia oligonucleotidica
Forward 5’-CCAGAGGGTTATCAGAACAG-3’
Cde20 Reverse 5’-CCACAAGGTTCAGGTAATAGT-3’
Spindly Forward 5’-CTCAAAGAGGCTGAAGAAGAG-3’
Reverse 5’-TGTTCATAACTCTCAGTCATGG-3’
) Forward 5’-AATCTGGCACCACACCTTCTA-3
Acting 0 overse 5 ATAGCACAGCCTGGATAGCAA 3’

2.9 Transfecdo com siRNAs

A transfecdo de células com small interfering RNA (siRNA) teve como objetivo
depletar as proteinas Cdc20 e Spindly, recorrendo a utilizacdo de oligonucleotidos de
RNA com cerca de 20-25 nucle6tidos, dirigidos contra a sequéncia de mRNA alvo. Como
controlo foi utilizada uma sequéncia aleatéria de SiRNA sem nenhum alvo especifico para
garantir que o silenciamento se deve a utilizacdo dos oligonucledtidos contra as
sequéncias de mRNA alvo e ndo de efeitos ndo especificos da técnica. Os siRNAs de
Cdc20 (siCdc20) e de Spindly (siSpindly) foram obtidos comercialmente (Qiagen
FlexiTube) e foram otimizadas as concentracGes a utilizar de forma a potenciar a eficacia
do silenciamento dos respetivos genes alvo.

As células foram plagueadas em placas de 6 pocos, a uma densidade otimizada para
a linha celular em uso. Apds 24 horas, apresentando a cultura cerca de 30-40% de
confluéncia, o meio foi substituido por meio sem antibiotico antimicético. Foi preparada
uma mistura de transfecdo tendo a seguinte composicao para cada poco a transfetar: 200
pl de meio de cultura ndo suplementado; 3 pl de siCdc20 40 nM ou 1,5 ul de siSpindly
100 nM; 2,5 pl de INTERFEIn siRNA Transfection Reagent (PolyPlus). A mistura foi
incubada durante 10 minutos a temperatura ambiente e adicionada ao pogo. As células
foram novamente incubadas a 37°C com 5% de CO>, durante 48 horas.

2.10 Tratamento de lamelas com Poli-L-Lisina

As lamelas foram tratadas com Poli-L-Lisina para promover a adesao das células ao
vidro, de modo a evitar perdas significativas de células, sobretudo células mitdticas,
durante o seu processamento. Para isso, as lamelas foram incubadas durante 16 horas a

56°C numa solucdo de HCI 1M. Apds o arrefecimento da solucdo, as lamelas foram
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lavadas 5 vezes com &gua destilada e depois 5 vezes com agua bidestilada. Apds as
lavagens, as lamelas foram mergulhadas numa solugéo de etanol 100% (Panreac). Uma a
uma, as lamelas foram retiradas dessa solucéo e limpadas em papel. As lamelas foram
submersas numa solucdo de 500 pg/ml Poli-L-Lisina (Sigma-Aldrich) e incubadas com
agitacdo rotativa, durante 1 hora. As lamelas foram novamente lavadas com agua
destilada e agua bidestilada, 5 vezes cada. Seguidamente, as lamelas foram novamente
mergulhadas numa solucdo de etanol 100% e limpadas, uma a uma, em papel.

2.11 Imunofluorescéncia indireta

A imunofluorescéncia foi realizada com o intuito de verificar a deplecdo das
proteinas Cdc20 ou Spindly, 48 horas ap6s a transfecdo. Para isso, as células plaqueadas
em placas de 6 pocos, contendo lamelas tratadas com Poli-L-Lisina, foram fixadas com
2% (m/v) Paraformaldeido (PFA; Sigma-Aldrich) em PBS 1x. De seguida, as células
foram lavadas 3 vezes com PBS 1x, durante 5 minutos, e adicionou-se 0,5% (v/v) Triton
X-100 (Sigma-Aldrich) em PBS 1x para permeabilizar as membranas celulares. As
ceélulas foram novamente lavadas 3 vezes com PBS 1x, durante 5 minutos, e as lamelas
foram colocadas numa cadmara himida e escura e deixadas a incubar durante 30 minutos
com uma solugéo de blogueio, contendo 10% FBS em 0,05% Tween20 (Sigma-Aldrich)
em PBS 1x, para inibir reacOes inespecificas. Removeu-se 0 excesso da solucdo de
blogqueio das lamelas e adicionaram-se 0s seguintes anticorpos primarios diluidos em 5%
FBS em 0,05% Tween20 em PBS (PBST): anti-Cdc20 de rato (Santa Cruz
Biotechnology, diluicdo 1:1000) ou anti-Spindly de coelho (Sigma, diluicdo 1:3000), e
anti-CREST humano (cedido por Elsa Bronze, IBMC, Porto, Portugal, diluicdo 1:4500)
para marcar 0s cinetocoros. Os anticorpos primarios foram deixados a incubar durante 60
minutos. De seguida, as células foram lavadas 3 vezes com PBST, durante 5 minutos, e
incubadas durante 60 minutos com os anticorpos secundarios anti-rato Alexa568
(Molecular Probes, diluicdo 1:1500) ou anti-coelho Alexa 568 (Molecular Probes,
diluicdo 1:1500) e anti-humano Alexa488 (Molecular Probes, diluicdo 1:1500), diluidos
em 5% FBS em PBST. As células foram lavadas 2 vezes com PBST e a Ultima lavagem
com PBS 1x, durante 5 minutos, e foram montadas sobre 1dminas de vidro contendo 0,2
mg/ml DAPI (Sigma-Aldrich) diluido em meio de montagem Vectashield (Vector
Laboratories Inc.).
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2.12 Preparacao de Extratos Proteicos e Quantificacdo de Proteinas

A fim de se obterem extratos proteicos de células controlo e células transfetadas com
siRNA foram plaqueadas 0,045 x 10° células U251 por poco, 0,1 x 10° células U373
por poco e 0,12 x 10° células NCI-H460 por poco, numa placa de 6 pocos. Passadas 48
horas da transfecdo, o meio de cultura foi removido e guardado num tubo de centrifuga,
e as células foram tripsinizadas. Apds o destacamento das células, a suspenséo resultante
foi adicionada ao meio reservado no tubo de centrifuga, que foi a centrifugar a 4000 rpm,
durante 5 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspendido
numa solucdo contendo tampéo de lise (50 mM Tris pH7,5, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM,
1% Triton X-100) e um inibidor de proteases (Sigma P8340). De forma a promover a lise
celular, a suspensao foi passada varias vezes por uma seringa 19 G e foi incubada no gelo
durante 20 minutos. As suspensodes celulares foram centrifugadas a 13000 rpm, durante 5
minutos, a 4°C. O sobrenadante foi recolhido e a concentracdo determinada pelo BCA
Protein Assay Kit (Thermo Scientific) de acordo com o protocolo do fabricante. Os

extratos foram armazenados a -80°C até a data da sua utilizagao.

2.13 Western Blotting

O Western Blotting foi usado para avaliar a eficiéncia da deplecdo da proteina de
interesse apos transfecdo com siCdc20 ou siSpindly.

Os extratos proteicos a serem analisados foram descongelados em gelo e foram
diluidos 15 pg de extratos em tampao de amostra (6x: 2% m/v SDS; 80 mM Tris pH 6,8;
10% v/v glicerol; 0.002% m/v azul bromofenol) contendo inibidores de proteases (Sigma
cocktail). As amostras foram aquecidas a 100°C num Dry Block ThermoStat (Biosan Bio
TDB-100) de modo a promover a desnaturagdo das proteinas.

Foi utilizado um sistema de eletroforese SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis) constituido por um gel resolvente 10% (H20
ultrapura, 30% poliacrilamida, 1,5 M Tris pH8,8, 10% SDS, 10% PSA, 0,1% TEMED) e
um gel de empacotamento 4% (H-O ultrapura, 30% poliacrilamida, 1 M Tris pH6,8, 10%
SDS, 10% PSA, 0,1% TEMED) através do suporte Mini-Protean 3 (BioRad). De seguida,
foram adicionadas a cada pog¢o 15pg de cada amostra e utilizados 3pl do marcador de
pesos moleculares (NzyColor Marker I1). A eletroforese foi realizada a 200 v. A
transferéncia das amostras para uma membrana de nitrocelulose (Whatman Protran) foi

feita a 300 v, durante 1 hora e 15 minutos, com um sistema de transferéncia semi-dry
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(Hoefer SemiPhor). Apos a transferéncia, a membrana foi corada com um corante de
proteinas reversivel Ponceau S (Panreac) para avaliar o sucesso da transferéncia, e foi
posteriormente lavada com Tris-Buffered Saline Tween20 (TBST). De seguida, a
membrana foi incubada com uma solucéo de bloqueio (5% leite magro em p6 em TBST)
com agitacdo suave, durante 60 minutos, e lavada durante 5 minutos por 3 vezes com
TBST. Apoés a lavagem, a membrana foi incubada com os anticorpos primarios de
interesse, com agitacdo suave durante 60 minutos. Os anticorpos priméarios utilizados
foram anti-Cdc20 rato (Santa Cruz Biotechnology, diluicdo 1:1000) ou anti-Spindly
coelho (Sigma, diluicdo 1:3000) e anti-actina rato (Santa Cruz Biotechnology, diluicdo
1:2500) ou anti-tubulina rato (Sigma-Aldrich, dilui¢cdo 1:5000), consoante se pretendesse
confirmar a deplecdo da Cdc20 ou da Spindly, respetivamente. Os anticorpos anti-actina
e anti-tubulina serviram como controlo da quantidade de proteina analisada para permitir
a comparacdo de bandas obtidas dos extratos controlo siRNA e dos extratos siCdc20 ou
siSpindly, respetivamente. Todos os anticorpos primarios foram diluidos em 1% leite
magro em p6é em TBST. A membrana foi novamente lavada 3 vezes com TBST, durante
5 minutos, e incubada com os anticorpos secundarios anti-rato conjugado com peroxidase
de rdbano (HRP) (Vector, diluicdo 1:1500) e/ou anti-coelho conjugado com HRP (Vector,
diluicdo 1:1000), diluidos em 1% leite magro em p6 em TBST, com agitacdo, durante 60
minutos. Por fim, a membrana foi lavada 2 vezes com TBST e 1 vez com PBS 1x, durante
5 minutos. Para o processo de revelacdo, a membrana foi embebida durante 3 minutos
numa solucdo quimioluminescente (100 mM Tris pH 8,5; 45 mM &cido comarico; 50 mM
luminol; 0,25 % (v/v) H202) e exposta a um filme radiogréafico (Kodak Sigma-Aldrich)
durante diferentes periodos de tempo, aos quais se seguiu a revelacdo manual. O filme
radiografico foi colocado num recipiente contendo uma solugdo de revelacdo (Kodak
Sigma-Aldrich), ao que se seguiu uma lavagem com agua, e foi colocado num recipiente
contendo uma solucdo de fixacdo (Kodak Sigma-Aldrich), sequindo-se outra lavagem
com agua. Os filmes obtidos foram digitalizados pelo software de analise The Discovery
Series™ Quantity One® 1-D, versao 4.6.1 (Bio-Rad Laboratories, Inc.), no densitometro
Doc™ XR (Bio-Rad Laboratories, Inc.).

2.14 Determinagcéo do Indice Mitético
Apos a deplecéo das proteinas Cdc20 e Spindly foi determinado o indice mitotico de
células sem tratamento, células tratadas com Nocodozole (Sigma-Aldrich) (controlo

positivo — tratamento que induz a acumulacdo de células mitéticas a priori) e células
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transfetadas com siCdc20 ou siSpindly. O indice mitético representa a percentagem de
células em mitose na populacédo total de células em cultura. Para tal, as células foram
plaqueadas em pogos de placas de 6 e, 48 horas apos a transfecdo, foram contadas ao
microscopio de contraste de fase. As células mitoticas foram identificadas pela sua
morfologia arredondada em contraste com as células interfasicas que apresentam uma

morfologia “estrelada”. O indice mitotico foi determinado pela formula:

. . numero de células mitoticas
Indice Mitético = - - X 100%
numero total de células

2.15 Ensaio MTT

A viabilidade celular apds a transfecdo com siCdc20 ou siSpindly, sozinha ou em
combinagdo com o taxol, foi determinada com recurso ao ensaio MTT (Thiazolyl Blue
Tetrazolium Bromide) nas linhas celulares U251, U373 e NCI-H460. Este ensaio tem
como principio a redugdo do composto MTT apenas pelas células metabolicamente
ativas, através da acdo das enzimas desidrogenases, que geram o composto roxo formazan
capaz de ser solubilizado e quantificado por espectroscopia. O ensaio consistiu em
adicionar uma solucdo de 0,5 mg/ml MTT (Sigma-Aldrich) em PBS 1x, depois de
remover o meio de cultura das células e adicionar meio novo ndo suplementado. As
células foram incubadas durante 4 horas, a 37°C, com 5% CO>, e foi adicionada uma
solucéo detergente (89% isopropanol, 10% Triton X-100, 0,37% HCI) para solubilizar as
membranas celulares. A placa com as células plaqueadas foi agitada durante 10 minutos
na auséncia de luz e foi novamente incubada durante 2 horas. Os valores de absorvancia
foram lidos a 570 nm num leitor de placas, tendo-se utilizado o meio de cultura das células
como valor de branco. Neste ensaio foram analisadas células controlo (sem tratamento),
células transfetadas com siCdc20 ou siSpindly durante 96 horas, células tratadas com
taxol a 2 nM, 4 nM, 5 nM, 10 nM, 50 nM ou 100 nM durante 48 horas e células expostas
a combinacédo dos dois tratamentos (taxol durante 48 horas, adicionado 48 horas ap6s a
deplecéo das proteinas Cdc20 ou Spindly).

2.16 Ensaio Clonogénico

O ensaio clonogénico foi realizado para determinar o efeito antiproliferativo a longo
prazo das linhas celulares U251, U373 e NCI-H460 apds o tratamento individual ou de
combinacéo de siCdc20 ou siSpindly com Taxol, através da capacidade de formacéao de

colonias. As células foram plaqueadas e transfetadas em placas de 6 pocos, e incubadas
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durante cerca de 24 horas a 37°C, com 5% de CO2 De seguida, as células foram
tripsinizadas para serem plaqueadas 500 ou 750 células por pogo (U251 e U373: 500
células; NCI-H460: 750 células), numa placa de 6 pocos. No dia seguinte, ap6s nova
incubacéo a 37°C, com 5% de CO, foi adicionado Taxol a diferentes concentragGes (2
nM, 4 nM, 5 nM e 10 nM). As células foram novamente incubadas numa estufa a 37°C,
com 5% de CO, durante 48 horas, o0 meio foi removido e foi adicionado meio de cultura
novo. As células foram novamente incubadas, durante 10 dias. No décimo dia, o meio foi
removido e foi adicionado 4% (v/v) PFA em PBS 1x para fixar as coldnias. O PFA foi
removido e foi adicionada uma solucéo de cristal violeta 0,05% (m/v) em agua destilada,
ficando a incubar a temperatura ambiente, durante 20 minutos. Os pocos foram lavados
com &gua destilada e deixados a secar a temperatura ambiente para serem contadas as
colodnias formadas. A coloracdo com cristal violeta possibilitou a contagem das col6nias
a olho nu com o auxilio de um contador. Apenas foram consideradas col6nias 0s

conjuntos com mais de 50 células.

2.17 Ensaio Wound Healing

O ensaio Wound Healing foi usado com o propdésito de averiguar a capacidade
migratoria das células. As células foram plaqueadas em placas de 6 pocos, transfetadas
com siCdc20 e incubadas a 37°C, com 5% de CO,. Quando as células atingiram a
confluéncia maxima, o meio foi removido e a monocamada de células foi lavada com
PBS 1x. Em cada poco foi tracado um risco com uma ponta de pipeta P200 de modo a
atravessar o poco. As células foram analisadas num microscopio Nikon Eclipse TE2000-
4 com uma objetiva 10x e foram tiradas fotos da “ferida” através do programa Nikon
ACT-1. Depois de tirada a primeira foto, adicionou-se meio novo e Taxol a diferentes
concentracdes (5 nM, 10 nM e 50 nM) nos respetivos pog¢os. Foram tiradas fotos de 12
em 12 horas, durante 48 horas, apds a adicdo do Taxol para avaliar a capacidade das
células em fechar a “ferida”. Para cada tempo, a area da ferida foi calculada através do

programa Fiji ImageJ [124].

2.18 Cytospin

Para evitar a perda de células que se encontravam em suspensdo foi realizada a
técnica de cytospin, que consiste em centrifugar células sobre uma lamina de microscépio.
Para isso, 0 meio de cultura foi recolhido para um tubo de centrifuga e as células foram

tripsinizadas. A suspensdo celular resultante foi adicionada a suspensdo previamente
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recolhida e foi determinada a densidade celular. Foi preparada uma amostra constituida
por 0,05 x 10° de células NCI-H460 em 200 pl de meio RPMI suplementado com FBS
e com 8 pl de 3% de albumina sérica bovina (BSA, de Bovine Serum Albumin) para evitar
0 esmagamento das células durante a técnica. As amostras foram adicionadas aos funis
de cytospin, previamente preparadas sobre filtros e laminas em citoclips. As amostras
foram centrifugadas a 800 rpm, durante 5 minutos, numa citocentrifuga Cytospin 4

(ThermoScientific).

2.19 TUNEL

O ensaio TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase. dUTP nick end labeling)
foi realizado com o intuito de verificar a existéncia de morte celular por apoptose, que é
marcada pela fragmentacdo do DNA, apds a deplecédo da proteina Spindly, sozinha ou em
combinacdo com Taxol 4 nM, na linha celular NCI-H460. Neste ensaio utilizou-se o kit
TUNEL DeadEnd™ FluorometricTunel System (Promega), que consiste em marcar
células em apoptose através da acdo da enzima TdT (terminal deoxynucleotidyl
transferase) que adiciona dUTPs (deoxyuridine triphosphate nucleotides) marcados com
fluoresceina aos fragmentos de DNA. Para isso foram plaqueadas 0,12 x 106 células por
poco, em placas de 6 pocos, e foram transfetadas com siSpindly. Passadas 48 horas, o
taxol foi adicionado e as células foram incubadas mais 48 horas. As laminas montadas
através da técnica de cytospin foram colocadas numa solucao de 4% PFA em PBS 1x,
durante 10 minutos. Foram feitas 2 lavagens em PBS 1x, durante 5 minutos. As laminas
foram colocadas numa solugdo de Triton-X 0,2% em PBS 1x, durante 5 minutos, para
promover a permeabilizacdo das membranas celulares. Foram feitas 2 novas lavagens em
PBS 1x. Para o controlo positivo (células expostas a um tratamento que fragmenta as
cadeias de DNA a priori), as células foram incubadas com 15 pl de tampdo DNAse 10x
em &gua autoclavada, durante 5 minutos, a temperatura ambiente. O tampdo foi removido
e as células foram novamente incubadas, durante 10 minutos, em 15 pl de tampéo DNAse
10x, contendo 1 ul da enzima DNAse, que fragmenta as cadeias de DNA. O excesso de
tampé&o foi removido e foram feitas 3 lavagens com agua ultrapura. A todas as laminas
foram adicionados 15 pl de tampédo de equilibrio, onde as células ficaram a incubar
durante 10 minutos. O tampdo de equilibrio foi removido e foi adicionada as amostras a
solucdo TUNEL (75% tampdo de equilibrio, 15% mistura de nucleétidos e 5% enzima
TdT ou agua ultrapura, conforme se tratasse do controlo positivo e amostras ou do

controlo negativo, respetivamente). As células foram incubadas nesta solu¢éo durante 60
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minutos, numa cadmara hlimida a 37°C. Para terminar a reacao, as células foram incubadas
com uma solucéo de citrato de sdédio salina (SSC, de Saline Sodium Citrate) 2x em agua
ultrapura, durante 15 minutos, a temperatura ambiente. Foram feitas 3 lavagens em PBS
1x, durante 5 minutos e as lamelas foram montadas sobre as laminas contendo as células

e 0,2 mg/ml DAPI diluido em meio de montagem Vectashield.

2.20 Microscopia e Tratamento de Imagem

Para a obtencdo de imagens em contraste de fase foi usado um microscopio Nikon
TE 2000-U com uma objetiva 10x e com uma camara digital DXM1200F, acoplado ao
software Nikon ACT-1 (Melville, NY).

As laminas de imunofluorescéncia foram analisadas num microscopio AXxio
Observer Z.1 SD (Carl Zeiss, Alemanha), acoplado a uma cadmara AxioCam MR3, e com
uma objetiva com plano apocromatico 63x/NA 1.4 Zeiss Axio Observers Z1.

As imagens de imunofluorescéncia foram obtidas através do programa AxioVision

Release 4.8.2 SPC e tratadas nos programas Fiji ImageJ e Adobe Photoshop CC.

2.21 Anédlise Estatistica dos Resultados

A andlise estatistica dos resultados foi realizada no programa GraphPad Prism
versdo 6 (GraphPad software Inc., CA, USA), usando o teste t de Student
desemparelhado. Este teste estatistico foi usado para comparar dois grupos de resultados
de cada vez, comparando a diferenca entre a média de resultados e o respetivo desvio
padrdo entre os dois grupos. Os resultados foram expressos com média + SD (Standard
Deviation) e resultaram da média de pelo menos trés experiéncias independentes e do
desvio-padréao correspondente. O nivel de significancia foi fixado nas probabilidades de
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.0005 e ***p<0.0001.
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3. Resultados
3.1 A procura de um inibidor da proteina cinase BubR1

Porque had a permanente necessidade de encontrar novos compostos com efeitos
antiproliferativos para travar a disseminacdo do cancro, foi realizado um rastreio de
compostos em colaboracdo com o Departamento de Bioguimica da Oxford Brookes
University. Atendendo a funcdo que a proteina BubR1 desempenha durante a mitose, na
estabilizacdo das ligacdes entre microtibulos e cinetocoros e na ativagdo do SAC, foram
analisados 7 compostos com base na estrutura tridimensional desta proteina. Este rastreio
consistiu em avaliar a viabilidade celular da linha celular de cancro cervical HeLa apos a

adicdo dos varios compostos, atraves de ensaios MTT.

3.1.1 Rastreio de Compostos para identificacdo de potenciais inibidores de BubR1

A viabilidade celular dos compostos B9, D10, E5, E9, E10, F4 e F11 foi avaliada
através de um ensaio MTT na linha celular de cancro cervical HeLa. Na maior parte dos
casos, observou-se a diminuicdo da percentagem de células vidveis inversamente
proporcional a concentracdo do composto (figura 3.1). No entanto, o composto E5
destacou-se desta selecdo de compostos por provocar niveis de viabilidade celular
inferiores a 50% com concentragdes a partir dos 75 UM, chegando a 23,5% na
concentragéo de 300 pM.

150 Concentracéao
de Compostos

I OuM
B 375uM
B 75uM
B 150 pM
300 uM
600 UM

=
o
o

Células viaveis (%)
($2]
o

N < < Q,\' & Q\’
Compostos

Figura 3.1 Rastreio de compostos potencialmente inibidores da proteina BubR1 na linha
celular HeLa. O composto E5 destaca-se dos restantes pela reducdo mais pronunciada da
viabilidade celular com concentragdes mais baixas de composto.
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Com o objetivo de perceber que alteracdes é que o composto E5 induzia nas células,
procedeu-se a marcagdo com DAPI de células controlo, com e sem DMSO para descartar
a possibilidade deste efeito se dever ao solvente do composto, e de células tratadas com
300 uM de composto. A marcacdo com DAPI revelou um maior nimero de células com
cromossomas condensados na cultura tratada com o composto E5, comparativamente aos
dois controlos, o que sugere a acumulagdo de células mitéticas (figura 3.2 A). De facto,
quando observadas ao microscopio em contraste de fase, notou-se a retencdo das células
tratadas com E5 em mitose (figura 3.2 B), confirmando a tendéncia observada na
marcacdo com DAPI. Atendendo a funcdo que a BubR1 desempenha na ativacao do SAC
era esperada a saida prematura da mitose. No entanto observou-se também o
desalinhamento de cromossomas nas células tratadas com E5 e marcadas com DAPI, que
coincide com o feno6tipo da deplecdo da BubR1 resultante da funcdo que esta proteina
desempenha na estabilizacdo das ligagdes entre microtibulos e cinetocoros (figura 3.2
A). Para observar o efeito deste composto a 300 uM na localizagcdo da BubR1 fez-se um
ensaio de imunofluorescéncia usando anticorpos especificos contra as proteinas BubR1 e
CREST, localizada nos cinetocoros. Neste ensaio verificou-se que o efeito do composto
E5 nédo interfere com a localizacdo da proteina BubR1 nos cinetocoros (figura 3.2 C). O
conjunto destes resultados sugere que o composto E5 inibe a fungdo da BubR1 na
promogao de ligacOes estaveis entre microtubulos e cinetocoros sem interferir com a sua

funcéo no SAC.
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Figura 3.2 Efeito do composto E5 300 uM na linha celular HeL a. (A) O composto E5 provoca
a acumulacao de células com os cromossomas condensados e o desalinhamento dos cromossomas
(setas amarelas). Escala 10 um. (B) O composto E5 provoca uma acumulagéo de células mitoticas
(células arredondadas). Escala 20 um. (C) A localizagdo da proteina BubR1 néo é afetada pelo
composto E5. Nas células controlo é visivel a marca¢do da BubR1 nos cinetocoros apenas na
célula em prometafase conforme esperado. Na célula tratada com E5, a BubR1 continua presente
nos cinetocoros. PM — Prometafase; M — Metafase. Escala 5 um.

3.2 Cdc20 como potencial alvo terapéutico

Tendo em conta o papel que a proteina Cdc20 desempenha na saida da mitose, na
ativacdo do complexo APC/C, foi proposto que a sua inibicdo poderia constituir uma
abordagem terapéutica promissora no tratamento do cancro. Varios estudos reportam que
a sua deplecdo quase total retém as células em mitose, induz morte celular, inibe o
slippage e o crescimento celular [110, 111, 125]. Neste trabalho propomos verificar se a
deplecdo desta proteina pode enaltecer o efeito do taxol. Para a analise do efeito da
deplecdo da proteina Cdc20 e da sua combinagdo com o taxol foram utilizadas duas linhas
celulares de glioblastomas, U251 e U373. Foram usadas concentragdes de taxol proximas

das usadas em quimioterapia (na ordem dos nM) [126].

30



3.2.1 A deplecéo da proteina Cdc20 foi eficiente

Resultados anteriores obtidos por RT-gPCR no laboratério indicavam que a proteina
Cdc20 estava sobre-expressa nas linhas U373 e U251, em comparagdo com 0s astrocitos,
podendo-se concluir que esta proteina encontra-se desregulada nestas linhas celulares.
Assim sendo, prosseguiu-se para a deplecdo da proteina nestas células por RNAI. A
deplecéo foi confirmada por imunofluorescéncia e por western blotting. A auséncia de
marcacdo da proteina Cdc20 é evidente nas imagens de imunofluorescéncia por
comparacéo ao controlo (figura 3.3 A). Para confirmar a deplecéo da proteina Cdc20, os
niveis proteicos de culturas controlo siRNA e culturas siCdc20 foram analisados por
western blotting. A proteina Cdc20 foi depletada 95,76% na linha celular U251 e 98,09%
na linha celular U373 (figura 3.3 B). Estes resultados confirmam a deplecéo eficiente
desta proteina.

U251
DNA CREST Cdc20 Fuséo

>
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Controlo
SIRNA

U251
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U373
DNA CREST Cdc20 Fusao

Controlo
SIRNA
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Figura 3.3 A proteina Cdc20 foi depletada com eficiéncia nas linhas celulares U251 e U373. (A)
Imagens de imunofluorescéncia de células controlo siRNA e siCdc20. Nas células siCdc20 ndo ha
marcacdo da proteina Cdc20. PM — Prometafase. Escala 5 um.. (B) Andlise de western blotting. A
proteina de interesse foi depletada com sucesso em ambas as linhas celulares.

3.2.2 A deplecéo da proteina Cdc20 induz paragem em mitose

Uma vez que a proteina Cdc20 tem um papel fundamental na saida da mitose foi-se
averiguar a percentagem de células paradas nesta fase do ciclo celular apos a deplecédo da
Cdc20, nas linhas celulares U251 e U373, através da determinacdo do indice mitético

31



(IM). Apesar da acumulacdo de células em mitose apds a transfecdo ndo ser muito
evidente nas imagens em contraste de fase (figura 3.4 A), a analise quantitativa mostra
um aumento significativo de células mitéticas na populacéo de células transfetadas, em
comparagdo com a populacdo de células controlo siRNA, em ambas as linhas celulares
(figura 3.4 B). Na linha U251, o controlo siRNA apresentou um IM de 3,3%, enquanto
as celulas transfetadas apresentaram um IM de 6,1% (p<0,05). Na linha celular U373, o
controlo siRNA apresentou um IM de 5%, enquanto as células transfetadas apresentaram
um IM de 13,2% (p<0,05). Estes resultados mostram que apds a deplecdo da proteina
Cdc20, as células tem tendéncia a parar em mitose. No entanto esta acumulacdo em
mitose ndo é tdo apreciavel tendo em conta o papel da Cdc20 na inibi¢do da saida da
mitose, sugerindo que as células usam mecanismos alternativos independentes da Cdc20

para sairem da mitose.
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Figura 3.4 A deplecao da proteina Cdc20 induz pagarem mitética nas linhas celulares U251
e U373. (A) Imagens em contraste de fase. Ha uma acumulagdo de células em mitose (células
arredondadas) apds a deplecdo da proteina Cdc20, comparativamente as células controlo. Escala
20 um. (B) O indice mit6tico duplicou quando se depletou a proteina Cdc20, em ambas as linhas
celulares.
**p<0,01

3.2.3 A deplecéo da proteina Cdc20 reduz a viabilidade de células cancerigenas e
torna-as sensiveis a acdo do taxol

O ensaio MTT foi realizado com o intuito de averiguar se a deplecdo da proteina
Cdc20 interfere com a viabilidade celular nas 2 linhas celulares de glioblastoma, U251 e
U373. A deplecdo da proteina Cdc20 provocou uma ligeira mas significativa diminuicao
da viabilidade celular em ambas as linhas celulares (figuras 3.5 A-B). Ap0s a deplecéo
da Cdc20, a viabilidade celular baixou para 77,9% (p<0,0001), na linha U251, e baixou
para 88,2% (p=0,0121), na linha U373, em comparagdo com o controlo. Este resultado
sugere que a transfecdo com siCdc20 tem um efeito antiproliferativo. De seguida foi
avaliado o efeito da combinacdo da deplecdo da proteina Cdc20 e do taxol. Como
resultado obteve-se um efeito sinergético em ambas as linhas, sendo o efeito mais
acentuado na linha U373. Para a linha U251, este efeito foi particularmente evidente nas
combinagdes siCdc20 + taxol 2 nM e siCdc20 + taxol 5 nM, comparativamente ao
tratamento individual com taxol (figura 3.5 A). De salientar que o efeito da combinacéo
de siCdc20 + Taxol 5 nM mostrou-se significativo, ndo s6 em comparagdo com o taxol,

mas também em comparacdo com o siCdc20, apontando para um efeito sinergético. Na
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linha celular U373, este efeito sinergético foi obtido com todas as concentragdes de taxol

testadas na combinacdo (figura 3.5 B).
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Figura 3.5 A deplecédo da Cdc20 promove a reducdo da viabilidade celular a curto prazo,
com ou sem a adi¢do de taxol. Os resultados do ensaio MTT nas linhas celulares (A) U251 e (B)
U373 mostram uma diminuicdo da percentagem de células viaveis quando a proteina Cdc20 é
depletada. A diminuig&o da viabilidade celular € mais pronunciada quando as células séo tratadas
com a combinagéo siCdc20 + taxol.

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,005; ****p<0,0001

Adicionalmente comprovou-se este efeito antiproliferativo a longo prazo (~10 dias),
atraveés de um ensaio clonogénico. Em ambas as linhas celulares notou-se uma diminuicéo
significativa do nimero de colonias quando comparados o controlo siRNA e as células
transfetadas. Na linha U251 o namero de coldnias baixou de 132 para 116 (p<0,05),

células controlo e células transfetadas respetivamente (figura 3.6 A-B), e na linha U373
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a quantidade de colo6nias baixou de 74 para 29 (p>0,005), células controlo e células
transfetadas respetivamente (figura 3.6 C-D). Quando comparado o efeito
antiproliferativo dos tratamentos individuais (taxol ou siCdc20) com o tratamento de
combinacgdo notou-se uma diminuicao significativa do numero de coldnias no tratamento
de combinacdo com taxol 2 nM e 5 nM, na linha U251, e no tratamento de combinacéo
com todas as concentragdes de taxol testadas, na linha U373. Contudo, o decréscimo do
nimero de coldnias foi mais significativo com o tratamento de combinacdo com
concentracdes de taxol a partir de 5 nM em ambas as linhas celulares. O conjunto destes
resultados sugere que a deplecdo da proteina Cdc20 por si sO possui um efeito
antiproliferativo e, sinergeticamente, potencia o efeito do taxol contra a proliferacdo das

linhas celulares de glioblastoma.
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Figura 3.6 A deplecdo da Cdc20 promove a diminuicdo da viabilidade celular a longo prazo,
com ou sem o tratamento com taxol. O ensaio clonogénico nas linhas celulares (A-B) U251 e
(C-D) U373 indica que a deplecdo da proteina Cdc20 tem um efeito antiproliferativo a longo
prazo, sendo este efeito mais evidente apds a sua combinagdo com taxol. Escala 40 pum.
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,005; ****p<0,0001

3.2.4 O tratamento de combinacao siCdc20 + taxol retém as células na mitose

O fendtipo da deplecdo da Cdc20, do taxol 5 nM e da combinacdo dos dois
tratamentos foi observado nas linhas celulares U251 e U373, e foi comparado com o
fendtipo de células sem tratamento, com o objetivo de perceber o que induzia o
decréscimo da viabilidade celular, através da marcacdo do DNA com DAPI. Em ambas
as linhas celulares observaram-se cromossomas desalinhados em ambos os tratamentos

individuais, o que sugere erros de congressao ou de segregacao dos cromossomas (figura
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3.7 A-B). No tratamento de combinacdo com siCdc20 e taxol 5 nM, além de se terem
observado cromossomas desalinhados, verificou-se uma acumulacéo notavel de células
mitdticas comparativamente aos tratamentos individuais e ao controlo. Este fenotipo foi
observado em ambas as linhas celulares mas foi mais evidente na linha U373 (figura 3.7
B). No entanto, na linha U251 foram também observados micronucleos tanto apos o
tratamento com taxol 5 nM como ap6s o tratamento de combinacéo (figura 3.7 A). Estes
resultados sugerem que os erros de congressdo/segregacdo dos cromossomas induzidos
pelos dois tratamentos individuais ativa 0 SAC, provocando a acumulacao de células em
mitose, e que a deplecdo da Cdc20 impede as mesmas células de prosseguirem com o

ciclo celular, contribuindo para a retengdo das celulas na mitose.
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Figura 3.7 A deplecdo da proteina Cdc20 promove o desalinhamento de cromossomas e a
sua combinacdo com taxol 5 nM promove a acumulacéo de células mitéticas. (A) Na linha
celular U251, a deplegdo da Cdc20 induz o desalinhamento dos cromossomas (setas amarelas),
fendtipo também visivel nas células tratadas com taxol 5 nM e nas células expostas ao tratamento
de combinacdo. Nas células tratadas com taxol 5 nM também é visivel a formacdo de
microndcleos (setas azuis). A combinacdo dos dois tratamentos, além de induzir a formacdo de
microndcleos e o desalinhamento dos cromossomas, promove a acumulacado de células mitéticas.
(B) Na linha celular U373, tanto a deple¢do da Cdc20 como o tratamento com taxol 5 nM
provocaram o desalinhamento de cromossomas (setas amarelas). O mesmo fen6tipo foi observado
no tratamento de combinagdo siCdc20 + Taxol 5 nM, assim como a acumulacdo de células
mitéticas. Escala 10 pum.

3.2.5 A deplecdo da Cdc20 interfere com a migracao de células cancerigenas
Realizou-se um ensaio wound healing nas linhas celulares U251 e U373 com o intuito
de avaliar a capacidade migratoria das células apds a deplecdo da proteina Cdc20 e na
combinacéo de siCdc20 com taxol. Ainda que estes sejam apenas resultados preliminares,
resultantes de apenas uma experiéncia, nota-se que a deplegdo da Cdc20 interfere com a
migracdo celular em comparagdo com o controlo siRNA em ambas as linhas celulares
(figura 3.8). Na linha U251, ao fim de 48 horas, a area da “ferida” nas células controlo

era 19,8% da “ferida” inicial, enquanto nas células transfetadas era 29,2% (figura 3.8 A-
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B). Na linha U373, a “ferida” tragada nas células controlo fechou completamente ao fim
de 48 horas, enquanto as células transfetadas apresentavam 36,1% da “ferida” inicial
(figura 3.8 C-D). Embora o tratamento com taxol também tenha interferido com a
migracdo, a capacidade migratoria destas células foi mais afetada pela combinacéo
siCdc20 + taxol, sendo esse efeito mais notavel na linha U373 (figura 3.8 C-D). Nessa
linha celular, a combinagé&o siCdc20 + taxol 5 nM e a combinagéo siCdc20 + taxol 10 nM
apresentaram 83,0% e 101,3% da “ferida” inicial, respetivamente, ao fim de 48 horas.
Estes resultados sugerem que a deplecdo da proteina Cdc20 interfere com a capacidade
migratoria das células e que potencia o efeito do taxol na migracéo.
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Figura 3.8 A deplecéo da proteina Cdc20, sozinha ou em combinagéo com o taxol, diminui
a capacidade migratéria das linhas celulares U251 e U373. (A) Imagens em contraste de fase
da “ferida” tracada na linha U251 a 0, 12, 24, 36 ¢ 48 horas. (B) A combinagdo do tratamento
com siCdc20 e taxol 10nM produziu um efeito maior na migragéo das células U251. (C) Imagens
em contraste de fase, tiradas de 12 em 12 horas, apos feita a “ferida” na linha U373. (D) A
transfecdo com siCdc20 interferiu bastante na capacidade migratéria das células U373, sozinha e
em combinagéo com taxol a 5 nM ou a 10 nM. Escala 20 pum.

3.3 Spindly como potencial alvo terapéutico

A proteina Spindly foi recentemente caracterizada como sendo necessaria a
estabilidade das ligagcdes entre microtibulos e cinetocoros, e ao recrutamento da proteina
dineina para os cinetocoros, contribuindo para o silenciamento do SAC [30]. A sua
deplecdo provoca a paragem da mitose e a congressdo deficiente dos cromossomas no
plano equatorial do fuso mitético [127]. Com este fenotipo, a proteina Spindly tem o
potencial para ser um alvo terapéutico, individualmente ou em combinagdo com outros
farmacos, para inibir a proliferacdo de células tumorais. Para a avaliacao deste potencial

hipotético foi utilizada a linha de cancro do pulméo NCI-H460.

3.3.1 A Spindly esta sobre-expressa na linha tumoral NCI-H460

Antes de analisar o potencial antiproliferativo da deplecédo da Spindly, averiguou-se
primeiro a existéncia de alteracfes na expressdo da Spindly na linha tumoral NCI-H460
por RT-gPCR. Verificou-se que a proteina Spindly esta 3 vezes mais expressa na linha
celular NCI-H460 do que na linha celular normal alveolar de pulméo HPAEpIC (figura
3.9).
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Figura 3.9 Sobre-expressédo de Spindly na linha celular NCI-H460. O mRNA da Spindly é 3
vezes mais abundante na linha celular tumoral NCI-H460 do que na linha celular normal
HPAEpiC.
**p<0,001

3.3.2 A deplecéo da proteina Spindly foi eficiente

A eficiéncia da transfecdo com siSpindly foi verificada por imunofluorescéncia. A
auséncia de marcacédo da proteina Spindly nas células transfetadas € evidente através da
comparacao com o controlo (figura 3.10 A). Nas células controlo conforme esperado, a
Spindly estd presente nos cinetocoros da célula em prometafase (fase em que os
cromossomas ndo estdo todos alinhados e ligados aos microtubulos), mas nao da célula
em metafase (fase em que todos os cromossomas se encontram alinhados no plano
equatorial do fuso). Na célula transfetada com siSpindly, a proteina Spindly ndo esta
presente nos cinetocoros dos cromossomas desalinhados. Adicionalmente, a eficiéncia da
transfecdo foi confirmada por western blotting. A transfecdo com siSpindly provocou a
deplecédo de 92,7% da proteina (figura 3.10 B). Estes resultados mostram que a deplecédo

da proteina Spindly foi eficiente na linha celular NCI-H460.
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Figura 3.10 A proteina Spindly foi depletada com sucesso na linha celular NCI-H460. (A)
Imagens de imunofluorescéncia de células controlo siRNA e células transfetadas com siSpindly.
No controlo, a Spindly estd marcada nas células em prometafase mas néo nas células em metafase,
concordante com a sua fungdo no SAC. Nas células transfetadas a marcagdo da proteina Spindly
ndo é visivel. PM — Prometafase; M — Metafase. Escala 5 um (B) Analise de western blotting.
Nos extratos proteicos de células transfetadas com siSpindly ndo se observa a banda
correspondente & proteina Spindly.

3.3.3 A deplecéo da Spindly induz paragem na mitose

Devido ao papel que a proteina Spindly exerce na inativagdo do SAC, averiguou-se
se a sua deplecdo alterava o indice mitético na linha celular NCI1-H460. Em comparacéao
com células controlo siRNA em que 1,7% das células se encontram em mitose, as células
transfetadas apresentaram um aumento significativo de células mitéticas (35,6%,
p<0,0001) (figura 3.11). Este resultado mostra que a deplecéo da Spindly retém as células

em mitose.
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Figura 3.11 A deplecéo da pro?el’na Spintﬁy induz paragem da mitose na linha celular NCI-
H460. A cultura de células transfetadas com siSpindly apresenta uma maior percentagem de
células paradas na mitose comparativamente as células controlo.

****p<0,0001 43



3.3.4 A deplecéo da Spindly inibe a proliferacdo celular

Com o objetivo de avaliar o efeito da deplecdo da proteina Spindly na linha celular
NCI-H460, a curto e a longo prazo, realizou-se um ensaio MTT e um ensaio clonogénico,
respetivamente. No primeiro ensaio, a viabilidade celular passou de 100%, no controlo,
para 71,74%, nas celulas transfetadas (p=0,0041) (figura 3.12). Este resultado sugere que
a transfecdo com siSpindly tem um efeito antiproliferativo nesta linha celular. A adicéo
de taxol so interferiu significativamente com a viabilidade celular comparativamente a
células ndo tratadas quando se usaram concentracfes de 10 nM. Todas as concentracdes
de taxol testadas em combinacdo com siSpindly promoveram uma diminuicdo
significativa da viabilidade comparativamente a adi¢ao isolada de taxol nas concentragdes
correspondentes. No entanto, apenas as concentragdes de 4 nM e 10 nM de taxol em
combinacdo com a deplecdo da Spindly provocaram um decréscimo significativo da
viabilidade celular em comparacao com a deplecdo isolada da Spindly (figura 3.12). Estes
resultados indicam que a deplecdo da Spindly e o taxol atuam sinergeticamente e que o

efeito antiproliferativo desta combinac&o € superior ao efeito dos tratamentos individuais.
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Figura 3.12 A deplecdo da Spindly tem um efeito antiproliferativo a curto prazo na linha
celular NCI1-H460. A deplecdo da proteina Spindly provocou uma diminuicdo da viabilidade
celular, que foi mais pronunciada na presenca de taxol a 2 nM, 4 nM e 10 nM.

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,005

A transfecdo com siSpindly também interferiu, embora modestamente, com a
capacidade das células em formar coldnias. No controlo observaram-se 658,5 coldnias,
enquanto nas células transfetadas observaram-se 409,5 colonias, havendo uma diferenca

de cerca de 249 coldnias (p=0,0003) (figura 3.13 B e C). Apesar de a longo prazo o efeito
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do taxol adicionado de forma isolada ser mais evidente comparativamente ao controlo, a
combinagdo do taxol com siSpindly provocou uma diminuigdo mais significativa do
numero de coldnias em comparacao com células tratadas apenas com taxol, mas ndo com
células tratadas apenas com siSpindly. Apenas o tratamento de combinacéo siSpindly +
taxol 10 nM, que apresentou 30,5 coldnias, mostrou ser superior aos tratamentos
individuais com siSpindly (409,5 colonias) ou taxol 10 nM (43 coldnias). Globalmente,
estes resultados sugerem que a deplecéo da Spindly potencia o efeito antiproliferativo do

taxol a longo prazo.
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Figura 3.13 A deplecdo da proteina Spindly tem um efeito antiproliferativo a longo prazo
na linha celular NCI-H460. (A) A transfecdo com siSpindly interferiu com a capacidade de
formar coldnias. O tratamento de combinacdo foi mais eficiente comparativamente aos
tratamentos individuais. (B) Imagens das coldnias coradas com cristal violeta. Escala 40 pum.
**p<0,01; ***p<0,005; ****p<0,0001
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3.3.5 Morte celular apés a deplecédo da proteina Spindly

Com o intuito de perceber se o decréscimo da viabilidade celular e da capacidade
clonogénica na linha celular NCI-H460 se devia a inducdo de morte celular por apoptose
realizou-se um ensaio TUNEL, que deteta a fragmentacdo das cadeias de DNA. No
controlo negativo (células ndo tratadas e sem morte celular) ndo se observou marcacgéo
por TUNEL (figura 3.14). No controlo positivo, em que as células foram tratadas com
DNAse, todas as células estavam marcadas com TUNEL. Nas células tratadas com Taxol
4 nM observaram-se vérias células marcadas com TUNEL, tal como nas células tratadas
com siSpindly. O tratamento de combinacdo de siSpindly com Taxol 4 nM parece ter
aumentado ligeiramente o ndmero de células marcadas com TUNEL. Contudo, a figura
3.14 ndo representa bem o0 aumento do numero de células marcadas entre os tratamentos
individuais e o tratamento de combinacdo porque as células marcadas encontravam-se
dispersas pela lamina, ndo se tendo encontrado muitas células no mesmo campo de
microscopio. Embora estes resultados sejam preliminares e necessitem de ser
quantificados, estes apontam para a apoptose como um possivel mecanismo responsavel
pela diminuicdo da viabilidade celular ap6s o tratamento de combinacéo de siSpindly com
taxol 4 nM.
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Figura 3.14 Morte celular e deple¢cdo da proteina Spindly na linha celular NCI-H460. As
células foram marcadas com DAPI (azul) e TUNEL (verde). No controlo negativo ndo se
observou marcagdo por TUNEL. No controlo positivo, as células foram tratadas com DNAse,
pelo que a marcacdo com TUNEL foi observada em todas as células. Nos restantes tratamentos
observaram-se algumas células marcadas com TUNEL. Escala 30 yum.
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4. Discussao

Este trabalho foi dividido em trés objetivos que visavam usar o SAC como estratégia
para inibir a proliferacdo de linhas celulares tumorais: (1) encontrar um composto inibidor
da proteina BubR1, (2) usar a saida da mitose mediada pela proteina Cdc20 para
sensibilizar células tumorais a acéo to taxol e (3) usar o silenciamento do SAC mediado
pela proteina Spindly como potencial alvo terapéutico, sozinho ou em combinagdo com

o taxol.

4.1 A procura de um inibidor da proteina cinase BubR1

Dos compostos testados houve um que se destacou pela evidente diminui¢do na
viabilidade das células tratadas. O composto E5 mostrou que a 300 uM reduz a
viabilidade celular para 23,5% e promove o desalinhamento dos cromossomas, que
resulta na paragem da mitose. Este fendtipo coincide com a deplecdo da BubR1 por
RNAI, resultante da sua funcdo na estabilizacdo das ligagdes entre microtibulos e
cinetocoros [41]. No entanto, este composto provocou também a acumulacao de células
em mitose, sugerindo que a sua funcdo no SAC permaneceu inalterada. De facto,
observou-se que o composto E5 ndo interfere com a localizacdo da proteina BubR1 nos
cinetocoros. Estes resultados sugerem que o composto E5 inibe a funcdo da BubR1
associada a promocdo de ligacOes estaveis entre microtbulos e cinetocoros, sem
interferir com a sua funcdo no SAC. Este trabalho abriu assim expectativas futuras quanto
a descoberta de um inibidor da BubR1. Nesse sentido, 0 composto E5 sera objeto de mais

estudos que visam melhorar a sua atividade e especificidade.

4.2 Cdc20 como potencial alvo terapéutico

A proteina Cdc20 tem uma funcdo fundamental na saida da mitose. Quando esta
proteina ndo estad presente, o complexo APC/C ndo é ativado, impedindo assim a
degradacéo da Ciclina B1 e da Securina e promovendo uma paragem durante a mitose. A
hipbtese de que a Cdc20 é um bom alvo terapéutico no cenario do cancro ja tinha sido
proposta por varios autores [110, 111, 125]. Este trabalho confirma essa hipotese nas
linhas celulares de glioblastoma. Adicionalmente, visto que o taxol é um agente
antimitotico que exerce a sua fungdo interferindo com os microtubulos e ativando o0 SAC,
foi proposta a hipotese de que a deplegdo da Cdc20 sensibiliza as células cancerigenas ao

taxol.
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Foi reportado que a deplecdo da proteina Cdc20 apenas induzia uma paragem na
mitose caso fosse depletada 98% [128]. Se a deplecéo silenciasse cerca de 90% da Cdc20,
a mitose parava e apenas atrasava. Neste trabalho, a deplecdo da proteina Cdc20 foi
confirmada pelo western blotting que mostrou o silenciamento de 95,8% e 98,08%, nas
linhas celulares U251 e U373, respetivamente. No entanto, ao contrario do que se
esperava, ndo houve uma paragem muito pronunciada da mitose em nenhuma das linhas
celulares. Apesar de ter havido um aumento significativo do indice mit6tico em ambas as
linhas celulares, a percentagem de células mitdticas continuou muito baixa em
comparagdo com o controlo positivo (hocodozole). Deste modo, estes resultados sugerem
que apos a transfegdo com siCdc20 podem ter ficado niveis parciais de Cdc20 suficientes
para ativar o complexo APC/C ou que pode existir um mecanismo alternativo que
promova a saida da mitose. N&o obstante, esta deplecao teve um impacto significativo na
viabilidade celular e na capacidade clonogénica de ambas as linhas celulares, o que sugere
que as células que prosseguem com a mitose ou cessam 0 Seu crescimento e entram num
estado senescente ou morrem. De facto, nos estudos realizados até a data focando a
deplecdo da Cdc20 por siRNA reportam a supressdo do crescimento celular e a morte
celular durante a paragem da mitose [110, 111]. Contudo, ao contrario deste trabalho,
nesses estudos observou-se uma paragem visivelmente significativa da mitose pelo que o
nivel de deplecéo da proteina pode ter sido mais elevado. No presente trabalho, também
a capacidade migratoria das células foi averiguada apds a deplecdo da proteina Cdc20
revelando que esta parece ser afetada principalmente na linha celular U373. No entanto,
estes sdo resultados preliminares que necessitam de confirmagdo. O conjunto dos
resultados corrobora a hipétese de que a saida da mitose mediada pela proteina Cdc20 é
um bom alvo terapéutico, embora 0s mecanismos subjacentes a diminuicdo da viabilidade
celular e da capacidade clonogénica ainda ndo sejam claros. A adicdo de taxol a diferentes
concentragdes as células transfetadas teve um impacto ainda maior na viabilidade celular
e na capacidade clonogénica, em ambas as linhas celulares. Este impacto foi mais
pronunciado com a adicéo de taxol 5 nM, nas duas linhas celulares. Adicionalmente, este
tratamento de combinagdo com taxol a 5 nM e a 10 nM também interferiu com a
capacidade migratoria das células, principalmente na linha celular U373. Mais uma vez
tratam-se de resultados preliminares que carecem de confirmacdo. Assim sendo, o
conjunto destes resultados confirma a hipotese de que a deplecdo da proteina Cdc20
sensibiliza as linhas celulares de glioblastoma U251 e U373 ao taxol. O estudo do efeito

da transfecdo com siCdc20 seguida da adicao de taxol ja tinha sido realizado numa linha
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celular de cancro pancreatico por Taniguchi et al. [125]. Contudo, este apenas se focou
em determinar o 1Cso do taxol em células transfetadas e néo transfetadas. N&o obstante,
os resultados obtidos no presente trabalho seguem a tendéncia observada no trabalho de
Tanaguchi, fortalecendo a hipdtese de que a Cdc20 € um bom alvo terapéutico para
potenciar o efeito do taxol.

Futuramente, para validar os resultados da transfecdo com siCdc20 e da sua
combinagdo com taxol, poderia ser feito um ensaio de citometria de fluxo que marcasse
um (ou mais) componente(s) especifico(s) da mitose. Deste modo, além de confirmar a
acumulacdo das células em mitose apds o tratamento com siCdc20, sozinho ou em
combinacgdo com o taxol, teriamos uma pista sobre o destino das restantes células. Para
complementar os ensaios que avaliam a capacidade migratoria das células ap6s a deplecéo
da Cdc20 e da posterior adicdo de taxol deveria ser feito, por exemplo, um ensaio de
Boyden chamber que consiste em colocar as células tratadas numa cdmara com uma
membrana porosa e observar a taxa de células que consegue atravessa-la.
Adicionalmente, seria interessante acompanhar o ciclo celular destas células através de
live-cell imaging. Deste modo poderiamos ter acesso ao seu destino: param em mitose?
durante quanto tempo? o que acontece apds essa paragem? Por fim, seria importante
reproduzir estes resultados num modelo animal de cancro para validar os resultados

obtidos in vitro.

4.3 Spindly como potencial alvo terapéutico

A proteina Spindly foi recentemente caracterizada como sendo necessaria a criagéo
de ligacOes estaveis entre microtibulos e cinetocoros, e ao recrutamento da proteina
dineina para os cinetocoros, apés a ligacdo destes aos microtubulos, contribuindo para o
silenciamento do SAC. Assim sendo, a auséncia desta proteina mantém o SAC ativado,
resultando na paragem da mitose. Deste modo, propusemos as hipdteses de que a proteina
Spindly é um bom alvo terapéutico para ser usado no tratamento do cancro e que a sua
deplecéo sensibiliza as células cancerigenas a acdo de um dos agentes antimitoticos mais
usados neste cenério, o taxol.

Neste estudo reportamos pela primeira vez a sobre-expressao da proteina Spindly na
linha celular NCI-H460. A deplecao desta proteina induziu uma paragem significativa na
mitose, em concordancia com o que foi descrito noutros estudos [30]. Além disso, neste
trabalho verificou-se que a deplecéo desta proteina causou uma diminuig&o significativa

da proliferagéo celular, corroborando assim a hipotese de que o silenciamento do SAC
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mediado pela Spindly é um bom alvo terapéutico. Complementarmente, foi avaliado o
efeito de combinagdo com o taxol a diferentes concentragdes. Este tratamento de
combinagdo mostrou ser mais eficiente na diminuicdo da viabilidade -celular
comparativamente ao tratamento individual com siSpindly ou com taxol. No entanto, so
o tratamento de combinacdo siSpindly + taxol 10 nM mostrou ser mais eficiente que o
tratamento individual com siSpindly. Curiosamente verificou-se que tanto os tratamentos
individuais como o tratamento de combinagéo siSpindly + taxol promoviam a morte
celular por apoptose, havendo apenas um ligeiro aumento da populacédo de células mortas
apos o tratamento de combinacdo. Embora os resultados sejam preliminares, estes
apontam para a apoptose como mecanismo subjacente ao efeito antiproliferativo dos
tratamentos individuais e de combinacdo. O conjunto destes resultados sugere que a
deplecéo da Spindly tem um efeito sinergético com o taxol, pelo que corrobora a hipétese
de que a deplecdo desta proteina potencia o efeito do taxol.

Pela primeira vez, este trabalho descreveu o efeito antiproliferativo da deplecdo da
proteina Spindly numa linha celular tumoral, neste caso na linha NCI1-H460 do cancro do
pulmdo. Adicionalmente, verificou-se que a sua deplecdo acoplada ao uso de taxol
revelou ser uma estratégia potencialmente plausivel contra a proliferacdo tumoral. Seria
por isso importante confirmar o mecanismo que leva a inibicao da proliferacdo. Para isso
poderia ser feita uma anélise do perfil do ciclo celular das células tratadas e complementar
com 0s ensaios necessarios para validar os resultados obtidos. Adicionalmente, a
progressdo destas células pela mitose poderia ser acompanhada através de live-cell
imaging para se conhecer o destino das celulas tratadas apds a reten¢do na mitose. Uma
vez que ainda nao foi muito explorado o potencial terapéutico da proteina Spindly, seria
importante reproduzir estes ensaios ndo so noutras linhas de cancro do pulmédo para
validar os resultados obtidos neste trabalho, mas também noutras linhas celulares
cancerigenas. O ultimo passo seria a reproducao destes resultados num modelo animal de
cancro para validar a deplecéo da Spindly, sozinha ou em combinag&o com o taxol, como

potencial alvo terapéutico no tratamento do cancro.
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5. Concluséao

Este trabalho teve 3 objetivos, sendo cada um deles suportado pelo SAC como
estratégia para inibir a proliferacdo de linhas celulares tumorais.

No primeiro objetivo propds-se encontrar um composto inibidor da proteina BubR1,
com atividade antiproliferativa. Os resultados obtidos do composto E5 apontam para um
inibidor desta proteina capaz de interferir com a viabilidade celular, tendo-se por isso
cumprido o primeiro objetivo.

No segundo objetivo prop6s-se depletar a proteina Cdc20 como meio para enaltecer
o efeito antiproliferativo do taxol. Além de se ter confirmado a Cdc20 como bom alvo
terapéutico, verificou-se que a sua deplecdo sensibiliza as células de glioblastoma a acao
do taxol. Embora este trabalho beneficiasse de ensaios complementares, a hipdtese de que
a deplecdo da Cdc20 sensibiliza células cancerigenas ao taxol foi confirmada, pelo que o
objetivo foi cumprido.

No terceiro e Ultimo objetivo prop6s-se depletar a proteina Spindly para avaliar o seu
potencial terapéutico, sozinha ou em combinacéo com o taxol. A deplecédo desta proteina
mostrou ter efeito antiproliferativo em células de cancro do pulmao, revelando ser uma
estratégia antiproliferativa promissora. Adicionalmente, a combinacdo desta deplecédo
com o taxol mostrou ter um efeito antiproliferativo superior, confirmando a hip6tese de

que a deplecédo da proteina Spindly sensibiliza células cancerigenas a agdo do taxol.
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