julho 2025

Sumario pormenorizado do seminario
“Estrutura e Funcao de Alvos Terapéuticos:

Implicacoes para o Desenvolvimento de Terapias
Farmacologicas mais Eficientes”

CARMEN DINIZ PEREIRA

PROVAS DE AGREGACAO
FACULDADE DE FARMACIA DA UNIVERSIDADE DO PORTO



Carmen Diniz Pereira, Provas de Agregacdo, julho 2025



Sumario Pormenorizado do Semindrio

Relatdrio sobre uma unidade curricular elaborado nos termos do
artigo 59, alinea b), do Decreto-Lei n2 239/2007, publicado no Diario
da Republica n? 116 (I Série) de 19 de junho de 2007, para
apreciacdo no ambito de provas para atribuicdo do titulo académico
de Agregado em Ciéncias Farmacéuticas, especialidade de
Farmacologia e Farmacoterapia



‘ Carmen Diniz Pereira, Provas de Agregagdo, julho 2025

Indice Geral

Sumario Pormenorizado do Seminario

A o) o o 41 o RSP TURP 5
Breve ContextualizaGao € ESTIUTUIG. ........uveeeeeeeeveeeeeeeiiiieeeseeessissseeeseeisssssssesessisssssssessssssssssesessises 7
Imuno(histo/cito)quimica Aplicada a Caracterizagdo Estrutural e Funcional de Alvos

o] L=V LA oo XY RSP 10
Avaliagcdo Morfofuncional de Alvos Terapéuticos em Modelos Fisiopatoldgicos......................... 12

Potencial Terapéutico de Novos Compostos: Interagdo com Vias de Sinalizagéo e Alvos Celulares



Sumario Pormenorizado do Semindrio

Nota Previa

De acordo com o disposto no artigo 5.°, alinea c), do Decreto-Lei n.° 239/2007, de 19 de junho, apresenta-
se um semindrio subordinado ao tema “Estrutura e Fungdo de Alvos Terapéuticos: Implicagdes para o
Desenvolvimento de Terapias Farmacologicas mais Eficientes”, no dmbito do ramo do conhecimento ou
especialidade em que sdo apresentadas as provas para atribuicdo do titulo académico de Agregado em
Ciéncias Farmacéuticas, concretamente na drea de Farmacologia e Farmacoterapia. Trata-se de um
semindrio concebido para contexto académico e cientifico, cuja pertinéncia e relevancia estdo diretamente

associadas d drea de especializacdo da autora.

No contexto académico, estd prevista a apresentagdo parcial deste semindrio no ambito da unidade
curricular de Anatomia e Histologia, integrada no plano de estudos do Mestrado Integrado em Ciéncias
Farmacéuticas (MICF) da Faculdade de Farmacia da Universidade do Porto (FFUP). Esta unidade
curricular, objeto do relatorio pedagogico integrante das provas de agregacdo, visa proporcionar aos
estudantes uma compreensdo aprofundada do corpo humano, com énfase na correlagdo entre estrutura
(micro e macro) e fungdo. Este conhecimento é particularmente relevante na formagdo de estudantes das
ciéncias da saude, em especial das ciéncias farmacéuticas, na medida em que facilita a compreensdo da

existéncia e do papel de alvos terapéuticos na abordagem e tratamento de diversas patologias.

Além de se adequar ao plano de estudos da unidade curricular referida, o semindrio é igualmente
pertinente para outras dreas do saber, como Farmacologia, Fisiopatologia e Farmacoterapia, podendo
também ser adaptado a contextos académicos mais avangados, como cursos de pos-graduagdo, mestrados

e programas doutorais.

Do ponto de vista cientifico, 0 semindrio mostra-se igualmente relevante, podendo ser direcionado para a
atualizacdo de conhecimentos sobre a quantificacdo de elementos estruturais e funcionais. Neste dmbito,

destaca-se a aplicagdo de técnicas como a imunohistoquimica e/ou imunocitoquimica, bem como a
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respetiva andlise quantitativa, que permitem complementar a informagdo funcional relativa ds proteinas
ou aos alvos terapéuticos em estudo. O contetido pode ainda ser adaptado a interesses mais especificos,
como o estudo da importdncia dos recetores (ou outras proteinas-alvo) na resposta terapéutica em

determinadas condigcées clinicas.

A atividade docente universitdria e a investigacdo cientifica constituem um bindmio indissociavel e
sinérgico, representando uma mais-valia fundamental para o processo de ensino-aprendizagem no ensino
superior. Este tipo de semindrio, que integra elementos de ambos os dominios, contribui para estimular
a curiosidade cientifica dos estudantes e promover o interesse pela investigagdo, aproximando-os do

trabalho desenvolvido na FFUP.

Nesse sentido, um dos objetivos adicionais deste semindrio é divulgar e contextualizar a investigagdo
desenvolvida pela autora ao longo do seu percurso cientifico, nomeadamente enquanto docente e

investigadora no Laboratorio de Farmacologia do Departamento de Ciéncias do Medicamento da FFUP.
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Breve Contextualizacdo e Estrutura

Os alvos terapéuticos sao componentes biologicos especificos que, quando modulados
(inibidos, ativados ou alterados), produzem o efeito terapéutico desejado. Estes alvos estao
frequentemente associados a processos celulares fundamentais e, portanto, a sua localizagao,
distribuigdo e organizac¢ao estrutural na superficie e/ou no interior da célula sao cruciais para
a compreensao da sua fungao [1]. A relagao entre os alvos terapéuticos e a estrutura celular é
um critério relevante na investigacao biomédica e nas ciéncias farmacéuticas, uma vez que a
eficacia e a especificidade de um farmaco dependem diretamente da sua interagdo com
componentes celulares especificos, como recetores, enzimas, canais 16nicos ou
transportadores, localizados em diferentes compartimentos da célula [2,3]. De facto, a
compreensdao da estrutura celular é essencial para identificar e validar alvos terapéuticos
precisos, permitindo o desenvolvimento de medicamentos mais seletivos, com menor
incidéncia de efeitos secundarios e maior potencial terapéutico [4]. Nesse contexto, as
técnicas morfologicas desempenham um papel fundamental, incluindo a microscopia 6tica,
a microscopia de fluorescéncia, a microscopia eletrénica, a imunohistoquimica, a
imunocitoquimica e outras técnicas de imagem de alta resolu¢ao [5,6], permitindo: 1)
identificar e localizar alvos terapéuticos no contexto celular ou tecidual, permitindo uma
melhor compreensao da sua relevancia bioldgica; ii) correlacionar a localizagao subcelular
com a fung¢ao do alvo, o que é crucial para entender como a sua modulagdo pode afetar vias
de sinalizac¢ao fisioldgicas ou patologicas; e iii) avaliar alteracdes morfoldgicas induzidas por
terapias direcionadas, que podem atuar como marcadores de eficacia terapéutica ou de
toxicidade potencial [7,8].

Nesse contexto, a imunohistoquimica (IHQ) — quando aplicada a tecidos — e a
imunocitoquimica (ICQ)— quando aplicada a células isoladas — sdo técnicas versateis que
permitem, através da utilizacdo de anticorpos especificos marcados, detetar com precisao
proteinas-alvo, possibilitando a analise do seu padrao de expressao nos diferentes
compartimentos celulares, como organelas ou membrana plasmatica, e simultaneamente,
estimar/discriminar, pela sua localizagdo, potenciais efeitos funcionais nas mais variadas

condi¢des quer em contextos fisioldgicos quer patologicos [9-11]. Além disso, a andlise
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quantitativa de imagens obtidas por ITHQ/ICQ permitem a identificacio de padrdes, a
discriminag¢do de diferengas sutis e a revelagao de alteragOes estruturais que complementam
a informacao funcional revelando o contributo de uma proteina em particular para o processo
fisiopatoldgico [12-14], e desse modo, a sua identificagdo como potencial alvo terapéutico.
Essa intersec¢ao entre a caracterizagao morfoldgica e a identificagao de alvos farmacolégicos
estabelece uma ponte clara com as Ciéncias Farmacéuticas, sendo justamente essa conexao
o foco do presente seminario.

O semindrio propde evidenciar a importdncia crescente da identificagdo e
caracterizacao de alvos terapéuticos no avan¢o da medicina personalizada e no
desenvolvimento de terapias mais eficazes e seguras. Através da integracdo entre
metodologias morfologicas, como a imunohistoquimica e a imunocitoquimica, e abordagens
funcionais, foi possivel demonstrar como a analise da localizagdo, expressao e fungao de
proteinas especificas pode esclarecer mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes a diversas
doengas. Ao longo das diferentes secgOes, ficou patente que o estudo da estrutura celular e da
distribuig¢do subcelular de recetores e transportadores ¢ fundamental nao s6 para compreender
o seu papel biologico, mas também para validar a sua relevancia clinica como potenciais alvos
farmacologicos. Exemplos concretos — desde patologias cardiovasculares como a
hipertensao, até a doengas oncoldgicas como o cancro da mama triplo negativo — reforcaram
o impacto real e potencial desta abordagem multidisciplinar. Além disso, a exploragdo de
novos compostos bioativos, sejam de origem natural, sintética ou resultantes da valorizacao
de subprodutos industriais, abre portas para estratégias terapéuticas inovadoras e sustentaveis,
com implicagdes relevantes para a saude publica e para a industria farmacéutica.

O semindrio encontra-se organizada em trés secgdes principais: uma primeira parte mais
metodoldgica em que se explica utilizando como exemplo um recetor(s)(alvo), a metodologia
de marcagao por IHQ e a analise quantitativa, realcando a capacidade de visualizagao da
proteina/recetor(s)(alvo) e, simultaneamente, a capacidade de se fazer a identificacdo de
padrdes estruturais e a sua correlagdao com dados funcionais; uma segunda parte em que se
aplica a THQ para determinar altera¢des estruturais que em conjunto com abordagens
funcionais permite um estudo amplo dos mecanismos fisiopatologicos induzidos por doengas;
uma terceira parte em que se explora, em condigdes patoldgicas, a capacidade de novos

compostos (naturais ou sintéticos) alterarem a expressdo e/ou fun¢do reduzindo a
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progressao/tratando a doenca, incluindo em situagdes em que se verifica resisténcia a
farmacos atualmente disponiveis na clinica.

Ao longo do seminario serao apresentados exemplos de trabalhos da autora referentes
a cada uma das partes do seminario e que refletem ndo s6 o contributo para o conhecimento
nesta area bem como as dificuldades inerentes subjacentes a propria metodologia e/ou
associagao com metodologias funcionais. O conhecimento aqui partilhado visa, assim, nao
sO transmitir conceitos fundamentais, mas também inspirar o aprofundamento da
investigacao e a aplicagdo pratica desses conhecimentos em beneficio da sociedade. O
seminario termina com uma reflexao sobre os desafios emergentes e a inovagao, estimulando

nos estudantes o seu espirito critico, a sua sede de conhecimento e de aprendizagem.
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Imuno(histo/cito)quimica Aplicada a Caracterizacdo Estrutural e
Funcional de Alvos Terapéuticos

Os alvos terapéuticos sdo essenciais no desenvolvimento de tratamentos direcionados,
e a compreensdo de sua estrutura e fungao é fundamental para o desenvolvimento de terapias
mais eficazes e com menos efeitos adversos [15]. No contexto dos recetores metabotrdpicos,
que representam uma grande parte dos alvos terapéuticos, sua agdo ocorre principalmente
por meio da ativagdo de proteinas G, conhecidas como GPCRs (G protein-coupled receptors),
que iniciam uma cascata de sinalizag¢dao intracelular, modulando diversas fungdes celulares
[16,17]. Recetores de adenosina e recetores [18] de angiotensina [19] sao dois exemplos de
recetores metabotrdpicos, com papéis significativos em sistemas fisiologicos variados, pelo
que se efetua uma breve descricdo dos seus diferentes subtipos e respetivas fungdes mais
relevantes para melhor enquadramento e compreensao.

Desde o inicio do século XX, a imunohistoquimica (IHQ) tem desempenhado um
papel fundamental na visualizacdo de antigenos em tecidos [10,20]. Um marco significativo
ocorreu na década de 1940, quando Coons e colaboradores [21] introduziram o uso de
anticorpos marcados com isotiocianato de fluoresceina (FITC) para localizar antigenos,
estabelecendo os fundamentos da imunofluorescéncia [22,23]. A especificidade das reagdes
antigeno-anticorpo tornou possivel a identificagdo precisa de moléculas como citocinas,
enzimas, fatores de transcricdo, recetores e transportadores, diretamente em tecidos
biologicos [24].

Inicialmente utilizada de forma predominantemente qualitativa, a IHQ servia como
complemento a coloragdes histologicas. Um exemplo relevante €é o trabalho da autora,
publicado em 2003, que descreve a presenca e o padrao de distribuicao de recetores de
adenosina do tipo A2 no canal deferente de rato, estabelecndo uma relagao entre a informacgao
obtida com a modulagao exercida por estes recetores sobre a contragdo muscular induzida
por estimulagdo elétrica — sendo este um dos primeiros estudos a explorar uma abordagem
em que se relaciona o bindomio estrutura e fungao [25].

Com os avangos tecnologicos, a IHQ passou a ser aplicada também em analises
quantitativas, especialmente na avaliacao de biomarcadores, proteinas de diagnostico e alvos
terapéuticos. A quantificagdo de elementos imunomarcados em tecidos permite uma

compreensdao mais aprofundada de dados funcionais, enriquecendo consideravelmente a
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informagdo obtida por analise qualitativa. Essa abordagem sera ilustrada com diversos
trabalhos da autora [26-30].

A descoberta pioneira de que a angiotensina II (Ang II) pode induzir altera¢des
ultraestruturais nas células apds ser injetada na zona nuclear, observada em 1971 [31],
desafiou a visao tradicional de que os GPCRs estavam restritos a membrana plasmatica.
Desde entdo, evidéncias acumuladas demonstraram que diversos GPCRs podem translocar-
se para o nucleo celular, onde desempenham fun¢des regulatorias essenciais [32].

Uma das principais limitagdes na investigacdo dos GPCRs nucleares ¢ a dificuldade em
distinguir claramente entre a marcacdo nuclear e a membranar. Muitas metodologias
utilizadas para estudar os GPCRs foram desenvolvidas para os receptores localizados na
membrana plasmadtica, como células permedveis a corantes fluorescentes ou biossensores
direcionados adequadamente. Isso torna a segmentacao precisa entre as marcagdes nuclear e
membranar um desafio técnico significativo [32,33]. Para superar estas limitagdes, a autora
usou uma estratégia [34] que envolve o isolamento prévio dos nucleos a partir de células em
cultura, permitindo a analise direta de proteinas de interesse no nucleo. Esse método de
imunomarag¢ao segue um protocolo semelhante ao utilizado nas células, mas com a vantagem
de proporcionar uma separa¢ao mais clara entre as estruturas nucleares e membranares.
Assim, a IHQ aliada a técnicas aprimoradas de isolamento de ntcleos e analise de proteinas,
tem permitido avangos significativos na compreensao da localizag¢do e fungao dos GPCRs no
nucleo celular. Essas abordagens oferecem informa¢ao valiosa sobre os mecanismos
moleculares subjacentes a processos fisioldgicos e patologicos, abrindo novas perspectivas

para o desenvolvimento de terapias direcionadas e personalizadas.
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Avaliacdo Morfofuncional de Alvos Terapéuticos em Modelos
Fisiopatologicos

O semindrio prossegue explorando a aplicagdo da IHQ para determinar alteragdes estruturais
em contexto fisiopatoldgico. Recorrendo a modelos experimentais de doenga, in vivo ou in
vitro, a utilizagao das metodologias descritas na se¢ao anterior permite estabelecer padroes,
discriminar diferencas e revelar alteragdes estruturais, complementando informagdo
funcional e revelando o contributo de uma proteina/alvo) no processo fisiopatoldgico
(quando se comparam situagdes na auséncia e na presenca de patologia). A combinagdo de
métodos funcionais e morfolégicos permite avaliar as alteragdes verificadas ao nivel dos
recetores em estudo e estabelecer uma razao causal para as alteragdes funcionais observadas.

Na hipertensao arterial — uma condi¢do cronica que representa um fator de risco
significativo para doengas cardiometabdlicas — foram estudadas alteragdes na expressdao dos
recetores de adenosina e dos transportadores de nucledsidos [35]. Estas alteracdes
influenciam diretamente a interacdo entre os recetores de adenosina e o sistema nervoso
simpatico, com implicagdes importantes na regulacao da pressao arterial e da resposta
inflamatoéria [36-40]. A adenosina, uma molécula sinalizadora chave no sistema
cardiovascular, possui efeitos vasodilatadores, anti-inflamatérios e citoprotetores
reconhecidos, regulando o fluxo sanguineo, a inflamag¢ao e o metabolismo. No entanto, na
hipertensao, a disfun¢ao das suas vias de sinalizagao pode contribuir para o dano endotelial
[30,39], disfungao vascular e progressao de lesdes em Orgaos. Esta disfungdo esta também
associada a um aumento do risco de doengas metabdlicas, como a diabetes tipo 2 [41,42]
agravando o quadro clinico.

Uma forma de hipertensdo que tem vindo a ser cada vez mais estudada nos ultimos
anos diz respeito ao aumento da pressao arterial como resposta tardia a condigdes adversas
durante o desenvolvimento fetal. Esta condigdo foi inicialmente descrita por Barker na década
de 1990 [43], no contexto da hipotese da origem fetal das doengas do adulto (“Developmental
Origins of Health and Disease” - DOHaD). Durante o desenvolvimento fetal, exposi¢oes
adversas — como restricao do crescimento intrauterino, desnutricdo materna, hipéxia ou
exposicao a glucocorticoides — podem induzir alteragcdes epigenéticas e estruturais nos

orgaos e sistemas em desenvolvimento. Estas modificagdes, muitas vezes silenciosas até a
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idade adulta, contribuem para uma maior suscetibilidade ao desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, em particular hipertensao arterial. Neste contexto, a autora tem vindo a
caracterizar, em diferentes modelos experimentais e faixas etarias, alterages estruturais e
funcionais associadas a programacao fetal da hipertensdo [44-50]. Especial atengao tem sido
dada a interagdo entre o sistema nervoso simpatico e os recetores acoplados a proteina G
(GPCRs), cuja desregulagao pode amplificar a resposta vasoconstritora e contribuir para o
aumento sustentado da pressao arterial [45]. Adicionalmente, estas alteracdes repercutem-se
no funcionamento do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), exacerbando os
efeitos pro-hipertensivos deste sistema. Paralelamente, tem sido observada uma acentuagao
do stresse oxidativo (inclusive observado na sequéncia da ativacao de recetores a AT1 e AT2
nucleares [50]), associada a uma modulagao endotelial comprometida [46,47]. Estes fatores,
em conjunto, contribuem para um fenotipo cardiovascular disfuncional e aumentam o risco
de hipertensdo e outras comorbilidades ao longo da vida.

Para além do seu envolvimento em doengas cardiovasculares como a hipertensao, os
recetores de adenosina tém sido objeto de crescente interesse em outras condigdes patologicas,
incluindo o cancro. Particularmente no cancro da mama triplo negativo (TNBC, Triple-
Negative Breast Cancer), estes recetores emergem como alvos terapéuticos promissores
devido ao seu papel critico na progressao tumoral, resisténcia aos tratamentos e modulagao
do microambiente tumoral. O TNBC ¢é uma forma agressiva de cancro da mama,
caracterizada pela auséncia de expressdo dos recetores hormonais de estrogénio (ER) e
progesterona (PR), bem como do recetor do fator de crescimento epidérmico humano 2
(HER2). Esta auséncia limita significativamente as opgdes terapéuticas atualmente
disponiveis, tornando o TNBC particularmente desafiante do ponto de vista clinico. Neste
contexto, a comparagao entre o padrao de marcacao dos recetores de adenosina de células

mamarias saudaveis e de células TNBC foi estudado [51].
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Potencial Terapéutico de Novos Compostos: Interacdo com Vias de
Sinalizacdo e Alvos Celulares

Dando continuidade ao trabalho desenvolvido até a data, e com o objetivo de avaliar o
impacto na expressao e/ou fung¢do de alvos terapéuticos especificos, foram analisados
compostos naturais e sintéticos obtidos através de colaboragdes com diversos laboratorios e
instituicdes. O proposito € identificar estratégias inovadoras que permitam restringir a
progressdo ou tratar patologias em estudo, nomeadamente doengas nao transmissiveis com
elevada prevaléncia, como as doengas cardiovasculares, ou com mau prognéstico, como o
TNBC ou melanoma. Esta parte do seminario foca-se, assim, no estudo do efeito de novos
compostos — de origem natural ou sintética — com potencial para promover a saude,
explorando a sua interagdo com alvos moleculares envolvidos em mecanismos
fisiopatoldgicos e/ou vias de sinalizacdo celular (em relagdo a controlos, positivos e
negativos). Através de uma abordagem integradora, que combina amostras clinicas, sistemas
celulares e modelos animais, utilizados isoladamente ou em associagdo, procurou-se avaliar
o efeito de novos compostos na melhoria de estratégias terapéuticas existentes e identificar
novas aplica¢des ou possibilidades de reutilizagao de subprodutos industriais.

O potencial de novos compostos na otimizacao de abordagens terapéuticas foi
avaliado, com especial foco no tratamento oncologico. Entre os candidatos promissores
destacam-se os complexos metalicos a base de paladio, constituidos por aminas biogénicas
associadas a um centro metalico. Estes compostos demonstraram atividade antitumoral e
anti-invasiva significativa em modelos de cancro, incluindo TNBC e suas formas resistentes,
oferecendo uma alternativa eficaz face a resisténcia observada a quimioterapia convencional
[52-58]. Adicionalmente, foi caracterizado o perfil farmacocinético do complexo paladio-

poliamina, refor¢ando a sua viabilidade como futuro agente anticancerigeno [59,60].

Ainda com o objetivo de desenvolver novas estratégias para combater o cancro,
polifenois extraidos de plantas e frutos demonstraram efeitos adjuvantes ou anticancerigenos
em modelos de TNBC, representando uma abordagem complementar promissora [61-63].
Por outro lado, compostos sintéticos da familia dos isoxazois foram avaliados em modelos
de doencgas hematoldgicas [64], tendo sido identificado um composto com atividade seletiva

contra células tumorais hematoldgicas e baixa toxicidade em células saudaveis. Estes dados
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refor¢cam o seu potencial enquanto agentes adjuvantes ou como base para o desenvolvimento

de novas terapias direcionadas.

No ambito da valorizagdao de subprodutos industriais e promog¢dao de praticas
sustentaveis, foram estudados péptidos bioativos obtidos a partir de subprodutos da industria
cervejeira [65,66]. Estes compostos demonstraram capacidade de inibicao da enzima de
conversao da angiotensina (ECA), com destaque para a sua agdo sobre a ECA vascular,
revelando uma eficdcia comparavel a do farmaco de referéncia captopril, amplamente
utilizado na terapéutica anti-hipertensiva [67-70]. Estes resultados apontam para o potencial
dos péptidos em estudo como adjuvantes em estratégias terapéuticas para o controlo da
hipertensdo. Para além desta avaliagdo, foi realizado um estudo sobre a administragao oral
dos péptidos, com especial enfoque na biodisponibilidade e nos efeitos do metabolismo de
primeira passagem. Os dados obtidos sugerem a viabilidade da sua utilizagdo como

compostos bioativos com eficacia sistémica otimizada.
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