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RESUMO/ABSTRACT






As células tumorais recorrem essencialmente a glicdlise aerdbia para a obtengdo da
energia necessaria para a sua proliferacdo celular, sendo esta adaptagdo metabolica
designada por “Efeito de Warburg”. O lactato produzido neste processo ¢ transportado
para o exterior das células pelos transportadores de acidos monocarboxilicos (MCTs),
aumentando dessa forma a acidez do microambiente tumoral e permitindo a
sobrevivéncia das células tumorais. Recentemente, foram identificados Single
Nucleotide Polymorphisms (SNPs) nos genes codificantes dos MCTs, nomeadamente
no MCT1 e MCT4, que podem originar alteracdes na atividade destes transportadores,
em particular no que se refere ao efluxo de lactato. Nos ultimos anos tém sido
desenvolvidos varios compostos com agdo antitumoral, com diversos alvos terapéuticos,
sendo a atividade metabolica da célula tumoral, um excelente alvo no desenvolvimento
de terapias mais direcionadas. Entre esses compostos encontra-se o 3-bromopiruvato (3-
BP), um inibidor metabolico derivado do piruvato, presumivelmente transportado pelos
MCTs e que tem como alvo principal a enzima hexocinase II (HK II). A inibi¢ao da HK
II, pela a¢do do 3-BP, reduz os niveis de ATP ¢ NADPH e bloqueia o processo de
glicolise em células tumorais, diminuindo ou impossibilitando a sua proliferacgao.

No presente estudo, foi realizada a genotipagem dos polimorfismos T1470A (presente
no gene MCTI1) e C44T (presente no gene MCT4) num painel alargado de linhas
celulares tumorais. Uma vez que as células tumorais apresentam elevadas taxas
glicoliticas e os MCTs desempenham um papel fundamental no seu metabolismo e na
acdo do 3-BP, pretendeu-se avaliar o efeito citotoxico deste composto nas linhas em
estudo e correlacionar esse efeito com a expressdo dos MCTs e com a presenca dos
polimorfismos referidos.

Os resultados obtidos através da avaliagdo da toxicidade do 3-BP mostraram que a
sensibilidade ao composto foi distinta entre os diferentes tipos de cancro em andlise. As
linhas tumorais HCT-15 de adenocarcinoma colorretal ¢ HeLa de adenocarcinoma
cervical mostraram ser as mais sensiveis ao composto. Pelo contrario, as linhas SCC09
e SCC25 de adenocarcinoma da cavidade oral, apresentaram-se como as mais
resistentes ao 3-BP, sendo que em ambas foi impossivel determinar o valor exato de
ICso. Relativamente a expressdo das proteinas MCT1 e MCT4, todas as linhas tumorais
utilizadas apresentaram expressdo destes transportadores, a exce¢do da linha MDA-MB-
231 que ndo apresentou expressdo de MCT1. Os niveis de expressdo das proteinas
MCT1/MCT4 mostraram ser significativos em todas as linhas tumorais, principalmente

nas linhas tumorais de carcinoma da cavidade oral e de adenocarcinoma hepatocelular.

IX
Influéncia dos polimorfismos dos genes MCT1 e MCT4 e da sua expressdo no
efeito do 3-BP em células tumorais



Assim, as linhas tumorais com maior sensibilidade ao 3-BP deveriam exibir elevada
expressao de MCTs, visto estes mediarem o transporte do composto para o interior da
célula tumoral. Contudo, estes resultados nao se correlacionaram com a toxicidade do 3-
BP. A auséncia de correlagdo observada no presente trabalho pode ser atribuida a outras
causas, como por exemplo, a localizagdo destas proteinas na célula ou defeitos genéticos
que afetem a sua atividade normal mas ndo a sua expressao.

Em relagdo a genotipagem dos polimorfismos T1470A e C44T, também ndo se
observou nenhum efeito direto da sua influéncia na expressio dos MCTs e na
sensibilidade das células ao 3-BP. No entanto, demonstrou-se que a linha tumoral SK-
BR-3, homozigota mutante para ambos os polimorfismos, apresentava um menor efluxo
de lactato, bem como uma maior resisténcia ao composto, consistente com o gendtipo
apresentado, apesar de apresentar expressdo global relevante de ambas as proteinas.
Assim, a presenca dos polimorfismos podera afetar ndo a expressdao dos MCTs, mas sim
a sua localizacdo e/ou atividade, sendo que a toxicidade do 3-BP poderd também estar
dependente do patrimdnio genético de cada linha celular, uma vez que esta associagao
ndo foi consistente para todas as linhas celulares analisadas.

Perante os resultados obtidos, pode-se concluir que nao foi possivel observar nenhuma
associagdo direta entre a expressao global dos MCTs, a presenga de polimorfismos nos
genes destes transportadores e o efeito citotoxico do 3-BP nas células tumorais. Estudos
complementares deverdo ser realizados, nomeadamente estudos da atividade da
proteina, medindo o transporte de substratos dos MCTs e de localizagio celular. E de
salientar no entanto, que este trabalho permitiu observar que o 3-BP apresentou efeito
citotdxico num painel alargado de linhas celulares tumorais correspondendo a diversos
tipos de cancro, podendo ser considerado no futuro a sua utilizacdo ao nivel de terapia

antitumoral.

Palavras-chave: “Efeito de  Warburg”, 3-bromopiruvato (3-BP), 4cidos

monocarboxilicos, transportadores de monocarboxilatos (MCTs).
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Cancer cells rely mainly on aerobic glycolysis to obtain the energy required for their
proliferation, a process also known as "Warburg Effect". The lactate produced in this
process is transported outside the cell by the monocarboxylate transporters (MCTs),
thereby increasing the tumour microenvironment acidity and favouring tumour survival.
Recently, single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the genes coding for MCTs, in
particular in MCT1 and MCT4, have been identified, which can alter the transporters

activity, namely concerning the lactate efflux.

In the last years, several antitumor compounds with different therapeutic targets have
been developed, being cancer metabolic activity one of the emergent and promising
targets. One of such compounds is 3-bromopyruvate (3-BP), a metabolic inhibitor
derived from pyruvate that targets hexokinase II (HK II) enzyme and that is probably
transported by MCTs. The HK II inhibition by 3-BP reduces ATP and NADPH levels
and block the glycolysis pathway in cancer cells, reducing or preventing their
proliferation.

In the present study the polymorphisms T1470A present in the gene MCT1 and C44T
present in the gene MCT4 were genotyped in several cancer cell lines. As cancer cells
have high glycolytic rates and MCTs play a key role in their metabolism and in 3-BP
action, it was aim of this work to assess the cytotoxic effect of this compound in a
panel of cancer cell lines, correlate this effect with the MCTs expression and with the

presence of the referred polymorphisms.

The different cancer cells lines analyzed in this work presented different sensitivity to 3-
BP, being the cancer cell lines HCT-15 of colon adenocarcinoma and HeLa of cervical
adenocarcinoma the most sensitive ones. In contrast, SCC09 and SCC25 lines of oral
cavity adenocarcinoma, were the most resistant cell lines to the compound, and it was
not possible to determine the exact ICs value. All cancer cell lines presented MCT1 and
MCT4 expression, except MDA-MB-231 cells where no expression of MCT1 was
observed. The expression levels of the MCT1/MCT4 were considerable in all cancer
lines, namely in the oral cavity carcinoma cells and hepatocellular adenocarcinoma.
Therefore, it was expected that the cancer lines with higher sensitivity to 3-BP exhibit
high expression of MCTs, as they mediate the transport of the compound into the cancer
cell. However, no direct correlation between MCTs expression and 3-BP toxicity was

observed. The lack of correlation found in this study can be possibly attributed to other
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causes, including protein all localization or genetic defects leading to the alteration of

their normal activity, but not affecting their expression.

Regarding the genotyping of T1470A and C44T polymorphisms, it was also not
observed a direct association between the presence of the polymorphisms and the MCTs
expression or the cells' sensitivity to 3-BP. However, it has been demonstrated that the
cancer line SK-BR-3, homozygous mutant for both polymorphisms, present a lower
efflux of lactate as well as higher resistance to 3-BP, consistent with the respective
genotype, although this cell line presented relevant expression of both MCT1/MCT4.
Thus, the presence of polymorphisms may affect not the MCT expression, but its
localization and/or activity, being 3-BP toxicity probably also dependent of the genetic
heritage of each cell line, as this association was not consistent for all cell lines

analysed.

The results obtained in this project did not show a direct association between the
expression of MCTs, the presence of polymorphisms in MCTs genes and the 3-BP
cytotoxic effect in cancer cells. Further studies should be performed, including
determination of MCTs activity and their cellular localization. Nevertheless, this study
demonstrated the cytotoxic effect of 3-BP in a vast panel of cancer cell lines, indicating

that its use can be valuable in the future as co-adjuvant in antitumor therapy.

Keywords: "Warburg effect", 3-bromopyruvate (3-BP), monocarboxylic acids,

monocarboxylate transporters (MCTs).
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1.1. METABOLISMO DO CANCRO

O cancro ¢ um problema de satde publica, principalmente nos paises desenvolvidos.
Atualmente, ¢ a segunda causa de morte nos Estados Unidos da América, e pensa-se que
possa ultrapassar as mortes relacionadas com doengas coronarias nos proximos anos (1).
Em 2006, 21% da populagdo mundial ja possuia um registo clinico de pelo menos um
tipo de cancro. Porém, a sua frequéncia na Asia (8%) e em Africa (11%) é menor do
que no resto do mundo (1). Num estudo de 2008 estimava-se que iriam ocorrer 12,7
milhdes de novos casos de cancro e 7,6 milhdes de mortes por ano, sendo que 56%

eram novos casos € 63% das mortes ocorriam nos paises em desenvolvimento (1).

A nivel mundial, os tipos de cancro diagnosticados com maior frequéncia sdo o cancro
do pulmao (12,7%), o cancro da mama (10,9%) e o cancro colorretal (9,7%). Em
Portugal, dados entre 2009 e 2014, indicam que os tipos de cancro com maior taxa de
incidéncia sdo o cancro da prdstata, da mama e colorretal. Em 2012, os cancros que se
revelaram mais letais foram o cancro da prostata, em que a taxa de mortalidade fixou-se
em 36,6 por cada 100 mil habitantes; seguido do cancro da traqueia, bronquios e
pulmio, com uma taxa de mortalidade de 34,5 por cada 100 mil habitantes; e o cancro
da mama, com uma taxa de mortalidade de 31,8 por cada 100 mil habitantes. Os dados

obtidos em Portugal estdo de acordo com os numeros obtidos na Unido Europeia (2).

Tendo em conta estes dados epidemioldgicos, que apresentam o cancro como um
problema com elevada taxa de incidéncia e mortalidade na popula¢do mundial, torna-se
de extrema relevancia a investigacdo cientifica nesta area. Apesar do continuo avango
na investigagdo de terapias antitumorais, verificam-se ainda hoje, inimeros casos de
ineficacia do tratamento devido em grande parte, a mecanismos de resisténcia por parte
do tumor. Assim, torna-se urgente o conhecimento profundo da biologia da célula
tumoral e a descoberta de novos alvos terapéuticos, que conduzam a conce¢do de novos

farmacos e a tratamentos mais eficazes.

Durante o processo de carcinogénese, as c€lulas adquirem diferentes propriedades que
estdo na base da sua elevada capacidade proliferativa e malignidade. Em 2000, Hanahan
e Weinberg propuseram um conjunto de seis marcos caracteristicos do cancro, que nao

sd0 mais do que seis alteragdes essenciais na fisiologia celular, responsaveis pelo
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crescimento e sobrevivéncia das células tumorais (Figura 1) (3). Tais marcos
caracteristicos incluem a resisténcia a morte celular programada; a vascularizagdo
sustentada que permite a inducdo da angiogénese; o potencial replicativo ilimitado e a
invas@o dos tecidos e metastizagdo; a resisténcia aos supressores de crescimento e a

sustentacdo da sinalizagdo proliferativa (3, 4).

Sustentacdo da
sinalizac@o proliferativa

Resisténcia a morte Resisténcia aos supressores
celular de crescimento

Inducio da Invasdo de tecidos e
angiogénese metastizacdo

Potencial replicativo
ilimitado

Figura 1: Caracteristicas do cancro. A distin¢éo dos seis marcos caracteristicos do cancro fornecem uma base so6lida
para a compreensao da biologia do cancro, nomeadamente na capacidade que o cancro dispde para o crescimento e
para a metastiza¢do. Os marcos caracteristicos do cancro sdo a resisténcia a morte celular; inducdo da angiogénese;
potencial replicativo ilimitado; invasdo de tecidos e metastizagdo; resisténcia aos supressores de crescimento e

sustentagdo da sinalizagdo proliferativa Adaptada de (3).

As células normais que progressivamente vao sofrendo transformagdes, adquirem
algumas destas altera¢des, dando origem a células tumorais. Apds varios processos de

transformacgao, as células tumorais progridem originando um cancro.

No seguimento da investigagdo da biologia da célula tumoral, Hanahan e Weinberg
realizaram um estudo posterior onde indicaram quatro marcos caracteristicos adicionais
(Figura 2): 1) o desenvolvimento da instabilidade gendmica nas células tumorais,

desencadeando mutagdes aleatérias incluindo rearranjos cromossomicos, que
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desencadeiam a progressdo do tumor; 2) inflamacdo por células imunitarias inatas,
destinadas a combater infe¢des, em lesdes pré-malignas ou malignas, sendo responsavel
pela resposta inflamatéria do tumor e consequente progressio do mesmo; 3) a
capacidade de modificar ou reprogramar o metabolismo celular, a fim de mais
eficazmente conseguir a proliferacdo neoplasica, 4) a capacidade das células tumorais
para escapar a destruicdo imunoldgica, em particular através dos linfocitos T e B, dos

macrofagos e células natural killer (5).

Marcos emergentes ﬁ

Resisténcia ao sistema

Desregulagfo energética

celular imune

Instabilidade do genoma Indug@o da inflamagao

e mutacdes de tumores

Caracteristicas adquiridas

Figura 2: Novos marcos caracteristicos emergentes do cancro. Os novos marcos emergentes representam
capacidades que as células tumorais adquirem para poderem proliferar, metastizar e sobreviver ao sistema
imunoldgico. Os marcos caracteristicos envolvem a desregulagdo energética celular, a instabilidade do genoma e

mutagdes, resisténcia ao sistema imune e a indugio da inflamag@o de tumores. Adaptado de (5).

Entre os novos marcos emergentes do cancro, a alteracio do metabolismo energético,
tem vindo a ser alvo de um crescente nimero de estudos por parte da comunidade
cientifica. A reprogramacio metabdlica da célula tumoral pode contribuir para o seu
potencial replicativo e invasivo. Assim, o conhecimento detalhado do metabolismo da
célula tumoral pode levar a identificagdo de novos alvos terapéuticos e desenvolvimento
de novos compostos, que podem ser utilizados num tratamento mais especifico e eficaz

contra o cancro, evitando a proliferagdo neoplasica (5).

No organismo humano, os nutrientes sdo fornecidos as células por forma a garantir a
sua sobrevivéncia. Caso a disponibilidade de nutrientes exceda os niveis necessarios

para suportar a divisdo celular, o organismo possui sistemas de controlo que impedem a
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proliferagdo celular descontrolada. As células tumorais ultrapassam esses sistemas de
controlo, através da aquisicdo de mutagdes genéticas que alteram a funcionalidade das
vias de sinalizacdo (4, 6). As células tumorais apresentam diferentes exigéncias
metabolicas em relagdo a maioria das células diferenciadas normais. Estas exigéncias de
reprogramacdo bioquimica visam satisfazer as necessidades das células para abastecer
as reacOes anabolicas, de forma a sustentar a sua elevada taxa de crescimento e

proliferagdo (7).

1.1.1. “EFEITO DE WARBURG”

Em condi¢gdes de hipdxia ou na auséncia de sistemas mitocondriais, as células
diferenciadas normais consomem a glicose transformando-a em lactato, num processo
denominado de glicdlise anaerdbia ou fermentacdo latica. Contudo, se a mitocondria
estiver funcional, a presenca de oxigénio inibe a fermentagdo latica (“Efeito de
Pasteur”), e a célula recorre a fosforilagdo oxidativa para a obten¢do de energia. A
glicose ¢ convertida em piruvato, sendo este totalmente oxidado na mitocondria através
do ciclo de Krebs e da cadeia respiratdria, com formacgdo de 36 moléculas de ATP por

cada molécula de glicose, sendo um processo mais rentavel energeticamente para a

célula (Figura 3) (8-10).

@S 0
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Figura 3: Metabolismo da glicose em células mamiferas. A corrente sanguinea fornece glicose e oxigénio para os
tecidos. A glicose € incorporada na célula através de transportadores especificos, sendo convertida inicialmente em
glicose-6-fosfato pela hexocinase e, em seguida a piruvato, originando 2 moléculas de ATP por cada molécula de
glicose. Na presenga de oxigénio, o piruvato ¢ totalmente oxidado, com formagado de 36 moléculas de ATP por cada

molécula de glicose. Na auséncia de oxigénio, o piruvato ¢ reduzido a lactato, que ¢ exportado a partir da célula.
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Note-se que ambos os processos produzem ides de hidrogénio (H") exportados para o exterior da célula, provocando

a acidificagdo do meio extracelular. Abreviaturas: HbO, - hemoglobina oxigenada; HCO;™- bicarbonato (9).

As células tumorais apresentam uma adaptacdo do metabolismo da glicose,
relativamente as células normais diferenciadas, que consiste no recurso a glicolise
aerdbia, mesmo na presenga de oxigénio. Este processo também denominado “Efeito de
Warburg” desvia o piruvato do processo oxidativo, levando ao aumento da producido de
lactato, um processo menos rentavel energeticamente para a célula tumoral, com uma

molécula de glicose o rendimento energético € de apenas 2 moléculas de ATP (Figura 4)

(6).

Células diferenciadas normais Células
proliferativas Tumor
ou X -y
+0, -0, .
+/- 0,
Glicose Glicose Glicise
0, Piruvato pi . Piruvato
iruvato
%’ & \ \x / \
¢ Lactato l Lactato
Lactato
COZ COZ
Fosforilacao Glicolise Glicolise aerobica
oxidativa anaerobica 4 mol ATP/mol
36 mol ATP/mol 2 mol ATP/mol glicose
glicose glicose

Figura 4: Representagdo do metabolismo através de fosforilagdo oxidativa ou glicdlise anaerdbica em células
diferenciadas normais (painel da esquerda) e por glicolise aerdbica ou “Efeito de Warburg” em células tumorais
(painel da direita). Na presenca de oxigénio, as células diferenciadas normais metabolizam a glicose em piruvato,
sendo que a maior parte deste entra na mitocondria, onde € totalmente oxidado pelo processo de fosforilagdo
oxidativa. O oxigénio ¢ necessario neste processo, por funcionar como aceitador final de eletrdes. Quando o oxigénio
estd ausente, as cclulas metabolizam a glicose em piruvato e transformam-no em lactato através da glicdlise
anaerobica. Este processo resulta na diminuig¢@o da produgdo de ATP em comparag@o com a fosforilagdo oxidativa,
sendo menos rentavel para a célula. Nas células tumorais, a maior parte da glicose é convertida em lactato, processo

denominado de glicolise aerdbica, independentemente da presenca de oxigénio (“Efeito de Warburg”) Adaptado de

(©).

Apesar do menor rendimento energético, o “Efeito de Warburg” apresenta vantagens
para a sobrevivéncia e prolifera¢do das células tumorais. Estas estdo sujeitas, na maioria

das vezes, a condi¢des flutuantes de disponibilidade de oxigénio, ocorrendo
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frequentemente situagdes de hipoxia, devido a elevada proliferagdo celular e
crescimento tumoral e ao seu consequente afastamento dos vasos sanguineos. Este facto
poderia ser letal para as células tumorais, se recorressem apenas a fosforilagao
oxidativa, processo dependente de oxigénio para gerar energia para 0S S€US processos
metabolicos (11). Assim, o “Efeito de Warburg” assegura uma maior sobrevivéncia das
células tumorais, se o oxigénio se tornar limitado. Além disso, este metabolismo
apresenta outras vantagens, como por exemplo o acesso a percursores biossintéticos
(12). As células tumorais quando proliferam rapidamente necessitam de percursores
biossintéticos, nomeadamente de percursores de carbono envolvidos na biossintese de
novas células. A via glicolitica e a via das pentoses fosfato sdo ricas em fontes de
percursores essenciais para a biossintese de acidos nucleicos, fosfolipidos, acidos
gordos, colesterol e porfirinas. Alguns intermedidrios da via glicolitica sdo ainda
utilizados na sintese de triglicerideos e fosfolipidos, bem como na producio de alguns
aminodcidos e percursores de nucleotidos, sendo todas estas moléculas necessérias a
proliferacdo celular (13, 14). A glutamina, um dos aminoacidos mais abundantes na
corrente sanguinea ¢ fundamental no metabolismo da célula tumoral, tem como
principais fungdes a sintese de nucledtidos, a oxida¢do para a produgdo de energia
celular sob a forma de ATP, o fornecimento de carbono e azoto para a proliferacao
celular e funciona ainda como percursor da gluconeogénese e da lipogénese (6, 13, 15).
Desta forma, a elevada taxa glicolitica na célula tumoral, mesmo na presenca de

oxigénio, garante a sua sobrevivéncia, bem como a sua répida proliferagdo (16).

O aumento da taxa glicolitica e o rdpido consumo de glicose permite ainda que a célula
consiga obter a energia necessaria, apesar do menor rendimento do processo utilizado
para oxidagdo da glicose. Adicionalmente, o aumento da taxa glicolitica para obtengao
de energia, mesmo na presenca de oxigénio, aumenta a produgdo de lactato no seu meio
intracelular. O acido latico € exportado para o exterior das células tumorais, através de
transportadores especificos, sendo responsavel pela acidificacdo do meio extracelular,
caracteristico do microambiente tumoral (17). Este microambiente acido ativa
metaloproteinases que sdo responsaveis pela degradagdo da matriz extracelular,
aumentando consequentemente a capacidade de migracdo e invasdo das células
tumorais, ¢ sendo também responsavel pela resisténcia ao sistema imune e a tratamentos

quimioterapicos e radioterapicos (18, 19).
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Otto Warburg, foi um cientista alemao na area da fisiologia, bioquimica e medicina do
século XX, que descreveu as alteracdes metabolicas da célula tumoral anteriormente
descritas. Verificou que as células tumorais apresentavam taxas glicoliticas muito
superiores ao normal, mesmo quando mantidas na presenca de oxigénio, em
comparacao com células saudaveis. Esta observagdo foi a primeira alteragdo especifica
do metabolismo de uma célula tumoral a ser descrita. Warburg mencionou ainda que, as
células tumorais recorriam a glicolise aerdbia como método de obtencdo de energia
preferencial, devido a possiveis defeitos no metabolismo energético da mitocondria, que

poderiam estar na base da progressao do cancro (8, 13).

Apesar de inicialmente se ter atribuido estas alteracdes metabolicas das células tumorais
a danos mitocondriais que impediriam dessa forma a fosforilacdo oxidativa, varios
estudos posteriores atribuiram o aumento das taxas glicoliticas nas células tumorais ndo
sO a estes danos (as mitocondrias estdo funcionais em vdarios casos), como também a
alteracdes em alguns oncogenes e genes supressores tumorais € a uma desregulacido da
glicolise (muitas das células tumorais com “Efeito de Warburg” mantém a
funcionalidade da mitocondria) (6, 10, 20). Apesar destes recentes estudos contrariarem
o que foi anteriormente postulado por Warburg (do metabolismo glicolitico tipico das
células tumorais se dever a ndo funcionalidade mitocondrial), é de salientar que ainda
hoje, os seus principios estdo na base de muita investiga¢do relacionada com o
metabolismo do cancro. A glicolise aerdbia e o aumento de expressdo de genes
envolvidos no metabolismo glicolitico sdo duas caracteristicas comuns a maior parte das

c¢lulas tumorais (4).

A desregulacdo das vias energéticas por parte das células tumorais é devido a ativagéo
de determinados oncogenes, entre os quais se inclui o fator de transcri¢gdo HIF-1 (21). O
HIF-1 ¢ responsavel pela regulacdo e ativacdo de varios genes associados ao
metabolismo da glicose, incluindo genes codificantes do transportador de glicose
(GLUT); diversas enzimas envolvidas no metabolismo celular (nomeadamente a lactato
desidrogenase A (LDHA), a piruvato desidrogenase cinase 1 (PDK1) e a hexocinase
(HK)) e o transportador de acidos monocarboxilicos 4 (MCT4) (9). A glicose-6-fosfato,
proveniente da primeira reagdo da glicdlise, € produzida em abundéncia nas células
tumorais, devido ao aumento da expressdo quer de transportadores GLUT, quer da

hexocinase (responsavel pela conversdao de glicose a glicose-6-fosfato), podendo além
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da sua utilizagdo na via glicolitica ser desviada para a via das pentoses fosfato,
produzindo NADPH. Este garante a sintese de lipidos e constituintes celulares, e ainda a
producdo de antioxidantes que protegem a célula contra o stress oxidativo, encontrado

em tumores (Figura 5) (13).
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Figura 5: Enzimas glicoliticas e transportadores da glicdlise. As enzimas glicoliticas estdo representadas a letra
italico azul e os substratos a preto. As setas verdes apontam para elemento alvo pelo fator de transcrigdo 1 (HIF-1)
diretamente envolvido na aceleracdo do fluxo glicolitico. Abreviaturas: GAPDH - Gliceraldeido 3 Fosfato
Desidrogenase; GLUT - transportador de glicose; MCT4 - transportador de dcidos monocarboxilicos 4; PPP - via das

pentoses fosfato; TCA cycle — Ciclo de Krebs (22).

Viérios estudos correlacionam os niveis de GLUT com o comportamento agressivo do
tumor, assim como o seu potencial invasivo e metastatico nas c€lulas tumorais,
especialmente o GLUT1 e o GLUT3 (22). Tem sido referido o aumento da expressdo de
GLUT1 em muitos tipos de cancro, nomeadamente, cancro pancreatico, hepatico, renal,

pulmonar, colorretal, cervical, cerebral, da mama, do eséfago e do ovario (23). O
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GLUT3 ¢ a isoforma predominante nas células da glia que apresentam um
comportamento bastante agressivo do tumor. Sabe-se ainda, que esta isoforma pode
estar presente no cancro da laringe (24, 25). Existem evidéncias, em células tumorais,
de que o controlo principal do fluxo glicolitico é efetuado ndo s6 pelo GLUT, mas
também pela HK, como referido anteriormente. Nas células tumorais, a isoforma
predominante da HK ¢ a hexocinase II (HK II), que se encontra ligada & membrana
externa das mitocondrias por um canal dependente da voltagem (13, 22). A HK II esta
ligada diretamente a mitocondria, capturando o ATP recém sintetizado. Além da HK II
escapar a inibicdo pelo produto da reacdo glicose-6-fosfato, ao contrario do que
acontece com a isoforma hexocinase I (HK I), a sua localizagdo mitocondrial ¢
considerada um ponto crucial, pois permite utilizar ndo s6 o ATP citosdlico, como
também o mitocondrial, levando assim a rdpida formacdo de glicose-6-fosfato e a

ativagdo do fluxo glicolitico (13, 14).

O aumento de fluxo glicolitico conduz a uma elevada produ¢do de piruvato que ¢
posteriormente reduzido a lactato pelas células tumorais. A reducdo ¢ conseguida
através do aumento da expressdo da lactato desidrogenase (LDH), bem como da
atividade reduzida do transportador de piruvato mitocondrial e da enzima piruvato
desidrogenase. Devido ao aumento dos niveis de lactato nas células tumorais, torna-se
necessario que este seja transportado para o meio extracelular. O transporte de lactato
para o meio extracelular através da membrana plasmatica ocorre por um simporte com
protdes, através dos MCTs, principalmente o MCT4, de modo a evitar a acidificagdo do
meio intracelular. A sua expressdo ¢ mais evidenciada no desenvolvimento do cancro
em condic¢des de hipoxia. A diminui¢do da quantidade de piruvato oxidado, via ciclo de
Krebs e fosforilagdo oxidativa, e o aumento da produgdo de lactato sdo fundamentais
para o crescimento e sobrevivéncia dos tumores. Este facto permite que a biossintese de
lactato regenere o NAD" para sustentar o fluxo glicolitico e evitar a produgio de NADH

mitocondrial, € consequentemente a fosforilagao oxidativa (7).

O lactato produzido em grandes quantidades pelas células glicoliticas pode ser utilizado
como combustivel energético pelas células tumorais com disponibilidade em oxigénio.
Estas fazem o influxo do lactato através dos MCTs, transformando-o em piruvato e
utilizam-no no metabolismo oxidativo (13, 26). Este processo denomina-se por

simbiose metabdlica, entre células tumorais em hipoxia e células tumorais mais
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oxidativas, através da glicolise aerdbica, que permite a producido de moléculas de ATP,

tdo importantes para as reacdes anabodlicas que intervém na proliferacao celular (14).

1.1.2. INFLUENCIA DOS TRANSPORTADORES DE ACIDOS
MONOCARBOXILICOS NO METABOLISMO DO CANCRO

Como referido, as células tumorais apresentam uma elevada taxa glicolitica com
consequente aumento da producdo e efluxo de lactato, tornando o ambiente extracelular
mais acidico. As cé€lulas tumorais sobrevivem e proliferam, evitando a apoptose, gragas
a esse efluxo de lactato e de protdes, gerando-se assim um gradiente de pH entre o meio
intracelular (>7,4) e o meio extracelular (6,7-7,1) (27). Este gradiente ¢ mantido através
da expressdo de transportadores de protdes, entre os quais se incluem os MCTs, que
fazem o efluxo dos mesmos para o meio extracelular, tornando assim o meio

intracelular mais alcalino e o meio extracelular mais acido. (13).

Em alguns tecidos com elevadas taxas glicoliticas, como por exemplo o musculo
esquelético branco (principalmente em condigdes de exercicio fisico intenso) e as
hemacias, que obtém energia através da glicolise, ocorre produg¢do de grandes
quantidades de lactato (28). Em outros tecidos do organismo humano, como o coragdo e
o musculo esquelético vermelho, o lactato pode por sua vez ser utilizado como fonte de
energia, onde os MCTs realizam o influxo de lactato para célula. O mesmo acontece nos
rins e no figado, em que o transporte de lactato ¢ realizado através dos MCTs, sendo
depois utilizado no processo de gluconeogénese (28). Nas células tumorais, a producao
de lactato também ¢ elevada, uma vez que as células obtém energia essencialmente
através da glicolise aerobica (13). A acumulagdo de lactato intracelular resulta num
feedback negativo inibindo a glicdlise, e consequente apoptose celular. Assim, o
transporte de lactato, para o exterior da célula é fundamental para a funcionalidade das

c¢lulas tumorais (13).

Duas familias de transportadores de lactato ja foram identificadas: os MCTs e os
transportadores de 4acidos monocarboxilicos com transporte de sddio acoplado
(SMCTs). Os SMCTs constituem uma familia com apenas dois membros descritos, o
SLC5A8 e o SLC5A12 e encontram-se expressos principalmente nos rins € no intestino

(29). Quanto aos MCTs, constituem uma familia de 14 membros designada por
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SLC16A (Tabela 1). Cada uma das proteinas membro desta familia contém 12 dominios
transmembranares. Esta estrutura apresenta um grande Jloop entre os dominios
transmembranares 6 e 7, que possui uma gama de 29 a 105 residuos de aminoacidos
(30). As regides transmembranares sdo altamente conservadas, ao passo que as regides
hidrofilicas apresentam pouca conservacdo (N- e C- terminais), o que indica que nao
serdo responsaveis pelo transporte (Figura 6). A variabilidade ¢ comum no dominio 12
dos transportadores, e pensa-se que essas variagcdes na sequéncia estdo relacionadas com

o0 substrato especifico ou com a regulagdo da atividade de transporte (29).

N-terminus &

PO C-terminus ¥
O

508 00!

Figura 6: Topologia da membrana proposta da familia MCT (28).

A familia de genes SLC16 humano tem uma nomenclatura descompassada, devido aos
MCTs terem sido nomeados na ordem da sua caracterizagdo funcional, enquanto que os
genes SLC16 foram enumerados de acordo com as sequéncias de DNA complementar

(DNACc) que foram sendo disponibilizadas (31).

Virios compostos exdgenos e enddgenos sao substratos dos MCTs, incluindo o lactato,
0 piruvato, o butirato, os corpos cetonicos, o acetato e y-hidroxibutirato (29, 32). Dos 14
membros da familia dos MCTs, apenas quatro sdo considerados transportadores de
acidos monocarboxilicos como o lactato, o piruvato e os corpos cetonicos, sendo estes
os MCTI1, MCT2, MCT3 e MCT4. Os restantes transportadores sdo descritos no
transporte de outros substratos, como por exemplo hormonas da tiroide T3 e T4 ou
acidos aromaticos (31). Dos MCTs que sdo transportadores de acidos monocarboxilicos,
apenas serdo abordados o MCT1 e MCT4, uma vez que sdo estes que apresentam uma
maior ubiquidade e uma maior expressdo em células tumorais, e s2o alvos do presente
estudo. Recentemente, foram realizados estudos para ambos os genes, relativos a
polimorfismos existentes que podem interferir no transporte dos acidos

monocarboxilicos, nomeadamente no transporte do lactato.
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Tabela 1: Familia de transportadores de &cidos monocarboxilicos (MCTs). Abreviaturas: RPE - Epitélio

pigmentar da retina; CPE - Epitélio do plexo coroide. Adaptado de (29).

Principais

Proteinas Gene Expressao em tecidos
substratos

Lactato,
MCT1 SLC16A1 Ubiqua piruvato,
corpos cetonicos

Lactato,
MCT2 SLC16A7 Rim, Cérebro piruvato,
corpos cetonicos

Epitélio pigmentar da retina (RPE),

MCT3 SLCI6A8 Epitélio do plexo coroide (CPE) Lactato
Musculo esquelético, condrocitos, leucdcitos Lactato,

MCT4 SLC16A3 > €54 g > Jeucoctios, piruvato,

testiculos, pulméo, placenta, coragdo ..
corpos cetonicos
MCT5 SLC16A4 Cérebro, rim, musculo, pulmao, ovario, .
placenta, coracéo
MCT6 SLCI6A5 Rim, mUSC}llo, cerebroj coragdo, pancreas, .
préstata, pulméao, placenta
MCT7 SLC16A6 Cérebro, pancreas, misculo -
MCTS SLC16A2 F 1gad,o? corag:ao, ceretgro, timo, intestino, T3 e T4
ovarios, prostata, pancreas, placenta
MCTO SLCI16A9 Endométrio, tesylculos, ovarios, mama, cérebro, N
rim, adrenal, RPE
MCT10 SLC16A10 Rim, intestino, musculo, placenta, coragdo An’lan’a(.:ldOS
aromaticos
MCT11 SLCI6AL1 Pele, pulméao, ovarios, mama, pancreas, RPE, .
CPE

MCT12 SLC16A12 Rim ---

MCT13 SLC16A13 Mama, células da medula dssea -—-

MCT14 SLC16A14 Cérebro, coragdo, ovarios, mama, pulmao, N

pancreas, RPE, CPE
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1.1.2.1. TRANSPORTADOR DE AcIDos
MONOCARBOXILICOS 1 (MCT1)

O MCTI ¢ o membro da familia dos MCTs mais estudado e estd presente na maioria
dos tecidos (29, 33). O gene humano SLC16A1, que codifica para o MCT1, localiza-se
no cromossoma 1. A proteina é composta por 494 aminoécidos e apresenta um peso
molecular de ~ 54kDa (34). A principal fungdo do MCT1 ¢ permitir o influxo e efluxo
de lactato em funcdo do estado metabdlico da célula. No figado e no rim, o MCT]1 ¢
responsavel pela entrada de lactato nas células, visto ser um substrato da
gluconeogénese, processo importante na formagao de glicose, em situagcdes em que esta
escasseia no sangue (32, 35). No coragdo e no musculo esquelético vermelho, o MCT1 ¢
responsavel por fazer o influxo de lactato e corpos cetonicos para o interior dos
midcitos, sendo estes depois oxidados na mitocondria. Estes compostos sdo importantes
combustiveis, quando se encontram em concentra¢des elevadas, podendo ser utilizados
como fonte de energia. Assim, existe uma forte correlacdo entre a quantidade de MCT1

que ¢ expressa nas fibras musculares e a sua capacidade oxidativa (35).

Além do coracdo e do musculo esquelético vermelho, o MCT1 também ¢ responsavel
pelo influxo dos mesmos 4cidos monocarboxilicos através da barreira hematoencefalica
para serem utilizados pelos neurdnios como combustiveis respiratorios, sendo ai
transportados através do MCT1 ou MCT2. Ambas as isoformas usam os dacidos
monocarboxilicos como substratos, nomeadamente o piruvato e o lactato, sendo que o
MCT2 apresenta maior afinidade para os mesmos. Tanto no caso do musculo
esquelético como no cérebro, existe cooperagdo entre as duas isoformas MCT (MCT1 e
MCT?2) envolvidas no fluxo de 4cido latico. Em alguns casos, a afinidade mais elevada
para o piruvato e o lactato pode levar a que esta funcdo seja cumprida pelo MCT2 (35).
Em tecidos como os linfécitos T, o metabolismo energético € na sua maioria glicolitico,
com grande produgdo de lactato. O MCT1 € quem medeia o efluxo deste
monocarboxilato para o meio extracelular. Dados recentes realcam a importancia do
MCTI durante a ativagdo e proliferagdo dos linfocitos T em repouso. Esta proliferacao ¢
acompanhada pela ativacdo do metabolismo glicolitico e consequente aumento da

producdo e efluxo de lactato (35).
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O MCT1 pode ser importante nas alteragdes redox que ocorrem entre o NADH (forma
reduzida) e o NAD" (forma oxidada) nas células. Mais especificamente, em situacdes
em que o racio NADH/NAD" citosélico leva a alteragdes no réacio [lactato]/[piruvato] e
vice-versa. Como os acidos monocarboxilicos sdo rapidamente transportados, quer para
o interior, quer para o exterior das células pela forma MCT1, este racio depende da
atividade deste transportador (35). Foram ainda apresentadas propostas adicionais de
fungdes para o MCTI1, como mediar o transporte de alguns farmacos através da
membrana plasmatica das células epiteliais no rim e no intestino e através da barreira

hematoencefalica (36).

Em tecidos como as células tumorais em condi¢des de hipdxia, que dependem mais da
glicolise como método de obtencdo de energia, observa-se elevada produgdo de lactato,
(resultado da glicdlise) que serd exportado juntamente com os protdes, através

essencialmente do MCT1, associado ao MCT4, para o microambiente tumoral (35).

1.1.2.2. TRANSPORTADOR DE AcIDOS
MONOCARBOXILICOS 4 (MCT4)

O gene humano SLC16A3 que codifica para o MCT4 localiza-se no cromossoma 17
(37). A proteina contém 465 aminodacidos, correspondendo a um peso molecular de ~
49kDa. O MCT4 ¢ predominantemente expresso em células com elevadas taxas
glicoliticas, tais como o musculo esquelético branco e as hemécias, sugerindo que a sua
funcdo fisioldgica esta relacionada essencialmente com o efluxo de lactato (37, 38). O
papel do MCT4 ¢ suportado pela sua elevada expressdo na placenta, onde esta

envolvido na transferéncia de lactato para a circulagdo materna (29).

Embora o MCT1 e MCT4 estejam presentes nas membranas das células normais, existe
indicacdo da sua expressdo estar aumentada nas células tumorais. Este facto deve-se a
elevada producdo de lactato e do seu consequente efluxo pela célula (39, 40). O efluxo
de lactato ¢ mediado principalmente pelo MCT4, enquanto que o MCT1 ¢ responsavel
por reintroduzir o lactato nas células tumorais com maior disponibilidade de oxigénio
(Figura 7) (26, 31, 41). Assim, observa-se que os transportadores MCT1 e MCT4
apresentam expressao distinta nas células tumorais, relacionado com o facto de estes

permitirem uma simbiose metabolica entre as células aerdbias e células em hipoxia. O
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MCT4 ¢ mais expresso em células altamente glicoliticas, que exportam elevada
quantidade de lactato para o meio extracelular, sendo este utilizado pelas células

tumorais com metabolismo oxidativo, que possuem maior expressdo de MCT1 (26).

A funcdo do MCT1 e MCT4 ¢ assim, reduzir a acidifica¢do intracelular durante as
condigdes de elevado fluxo glicolitico, restabelecendo o pH intracelular durante a
reoxigenacdo, apds um periodo de hipdxia (35). A regulacdo funcional dos MCTs esta
associada a uma proteina auxiliar, a chaperona CD147, que funciona como regulador da
localizagdo e expressdo das isoformas MCT1, MCT3 e MCT4. A chaperona, associada
aos MCTs localizados na membrana celular permite o transporte de substancias para
locais especificos, nomeadamente do 4cido latico (33). Foi descoberto que a
glicoproteina CD44 e o seu ligando principal, o acido hialurénico, também estdo
envolvidos na associacdo dos MCT1/MCT4 com a chaperona CD147 na agressividade
do tumor e na resisténcia a tratamentos quimioterapicos (42).

Poorly oxygenated Glucose
tumor cell

Blood vessel

Nucleus

PO, Well-oxygenated
tumor cell

Figura 7: Simbiose metabolica entre células tumorais expostas a diferentes pressdes de oxigénio. Dependendo da
localizagdo do tumor e a distancia aos vasos sanguineos, as células tumorais podem estar sujeitas a varios niveis de
exposicdo ao oxigénio. As células tumorais mais afastadas dos vasos sanguineos encontram-se normalmente em
hipdxia, apresentando uma elevada expressdo do fator de transcrigdo HIF-1, bem como de enzimas glicoliticas. Esse
aumento conduz a uma elevada formacdo de acido latico, o qual é exportado pelo transportador MCT4. Pelo

contrario, as células tumorais com maior disponibilidade de oxigénio captam o lactato produzido pelas células em
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hipdxia, normalmente através do transportador MCT]1, sendo este utilizado como fonte energética por estas células.
Abreviaturas: LDHA/B - lactato desidrogenase A/B; PDKI1 - piruvato desidrogenase cinase 1; MCT1/4 -
transportadores de acidos monocarboxilicos 1/4; CA9 - anidrase carbdnica 9; NHE!1 - permutador Na+/H+ 1; HIF - 1-

fator indutivel por hipoxia. Figura adaptada de (41).

1.1.3. POLIMORFISMOS GENETICOS NOS GENES
ENVOLVIDOS NO METABOLISMO DAS CELULAS TUMORALIS:
IMPLICACOES NA SUSCETIBILIDADE E NO TRATAMENTO

Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) sdo polimorfismos com alteragdo de um tnico
nucleotido, sendo a forma mais frequente de variagdes genéticas. Ha evidéncias de que
0os SNPs podem ser usados como promissores biomarcadores com base na genética
individual, de forma a antever respostas terapéuticas e o progndstico em doentes com

cancro (43).

Mutacdes nos MCTs podem fornecer uma explicagdo para algumas condigdes
fisiopatoldgicas observadas (32). Defeitos na isoforma MCT1 podem estar associados a
deficiéncias no transporte de lactato nas hemacias e tecidos musculares. Na literatura,
um estudo efetuado por Merezhinskaya revelou a existéncia de trés mutacdes missense
no gene MCT1, em cinco doentes com deficiéncia sintomadtica no transporte de lactato.
Este estudo parece ter sido a primeira pesquisa realizada ao nivel de mutagdes
clinicamente relevantes no gene do transportador MCT1 (44). Estudos posteriores, de
genotipagem de polimorfismos no gene MCT1 na populacdo chinesa, detetaram sete
novas variantes genéticas no gene SLC16A1, das quais, quatro eram consideradas novas

variantes (32).

Um estudo de Pértega-Gomes e os seus colaboradores, revelou o aumento da expressdo
do transportador MCT4 nas células com lesdo no cancro da prostata, relacionando o
aumento da expressdo desta proteina com um mau progndstico (45). Um estudo
posterior, com base na populagdo chinesa, revelou que foram identificadas 46 variagdes
genéticas no gene MCT4, das quais 33 eram novas mutacdes, com 5 variantes
nonsynonymous (mutagdo de um nucledtido que leva a alteragdo da sequéncia de
aminoacidos da proteina). No entanto, dessas 5 variantes nonsynonymous, apenas uma
compromete a funcdo da proteina (37). Tendo em conta que a fungdo do transportador

MCT4 ¢ permitir o efluxo de acido latico a partir de tecidos glicoliticos no sangue,
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mutagdes neste gene podem levar a diminui¢do da exportacdo de lactato, apresentando
consequéncias prejudiciais. Estas consequéncias sdo nomeadamente a acidificacdo do
meio intracelular, a diminui¢do da simbiose metabdlica e, em ultima instancia, a morte

da célula.

1.1.3.1 PREVALENCIA E IMPLICACOES DOS POLIMORFISMOS

NOS TRANSPORTADORES DE ACIDOS MONOCARBOXILICOS
MCTI1 E MCT4

MCT1

O polimorfismo do gene MCT1 genotipado no presente estudo foi o T1470A (que
consiste na troca de uma timina (T) por uma adenina (A) na posicdo 1470 do gene e
leva a substitui¢do do aminoacido acido aspartico, na posi¢ao 490, por acido glutamico
(Asp490Glu)) (32). O polimorfismo localizado no gene MCT1, designado por T1470A
no presente estudo, possuiu anteriormente a nomenclatura de A1470T. Alguns estudos

mais antigos utilizam a anterior nomenclatura.

Num estudo realizado em 2000, Merezhinskaya e colaboradores ndo atribuiram
qualquer efeito patologico a presenga do polimorfismo T1470A, apesar da velocidade
de transporte do lactato ser abaixo do normal nos individuos heterozigotas,
considerando estas alteragdes variagdes normais (44). Num estudo posterior, onde foi
efetuado um estudo populacional num grupo étnico chinés da populagido de Singapura,
verificou-se que a frequéncia alélica de base nucleotidica T e A eram de 34,7% e 65,3%
respetivamente, com uma percentagem de heterozigotas de 51% (n=95). Como o &cido
glutamico e o acido aspdartico sdo ambos grupos amino, com propriedades fisico-
quimicas semelhantes, os autores sugerem que a substituicdo ndo resultaria numa
alteracdo prejudicial. Isto é consistente com os resultados obtidos utilizando o sofiware
Poli-Phen que presumiu que este SNP seria benigno e improvavel de ter qualquer efeito
significativo sobre a fun¢ao da proteina (32). No entanto, outros estudos relativamente a
influéncia da presenga deste polimorfismo na atividade do MCT1, vieram contradizer o
estudo anterior, onde revelaram que o polimorfismo esta associado a uma redugdo de
transporte de lactato nas células musculares, utilizando atletas como modelo de estudo

(46-48). Na literatura, existem muitos artigos que fazem referéncia a estudos com
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desportistas e que correlacionam o polimorfismo T1470A com os niveis de lactato
exportado pelas células musculares. Durante o exercicio fisico, nomeadamente
anaerdbico, o transporte de lactato ¢ fundamental para o metabolismo e regulacdo do pH
intracelular. O efluxo de 4dcido latico permite que outras células possam usufruir dele,
nomeadamente células que realizem a gluconeogénese, como por exemplo, o rim € o
figado, ou que usem o lactato como combustivel respiratério, como € o caso do coragdo.
Num estudo de Raul Pérez Prieto, foi estudada a recuperag@o ativa por parte de atletas,
através da capacidade de transporte do lactato acumulado para o exterior das células
musculares. Verificou-se que os individuos que possuiam o alelo selvagem
apresentaram significativamente maior capacidade no transporte do lactato na
recuperagdo ativa do que os individuos portadores do alelo para a mutacdo. Como
individuos homozigotas mutantes apresentaram menor capacidade no efluxo do lactato,
sdo mais suscetiveis a apresentarem lesdes musculares. Neste estudo concluiu-se que o
MCT]1 era determinante na mobilizacdo do lactato sanguineo nos periodos de maxima

velocidade de efluxo (49).

Num outro estudo de Fedotovskays, foi demonstrado que existe uma frequéncia
significativamente maior do alelo selvagem em atletas de resisténcia do que no grupo
controlo (cidaddos saudaveis sem qualquer experiencia de desporto competitivo). Os
atletas masculinos de remo que possuem o alelo para a mutacdo mostraram reduc@o na
capacidade do transporte de lactato para a corrente sanguinea. Os elevados niveis de
lactato nas células musculares esqueléticas podem induzir a expressdo de genes
associados a hipertrofia muscular, como IGF-1 e a hormona de crescimento. Varios
estudos indicam que a acumulagdo de lactato nos musculos esqueléticos € na corrente
sanguinea podem auxiliar os atletas a alcangar um maior nivel de hipertrofia muscular.
Consequentemente, os atletas adquirem um nivel atlético de alta performance, podendo

nestes casos o polimorfismo T1470A nao ter efeito prejudicial no exercicio fisico (47).

Foi também avaliado o efeito de alguns polimorfismos nos genes MCTs no prognostico
de doentes com cancro de pulmao na populagdo chinesa. Para o polimorfismo T1470A,
os doentes que apresentam os gendtipos AA ¢ TA mostraram uma sobrevivéncia global
(OS) e um intervalo livre de recidiva (RFS) superiores aos doentes homozigoticos
normais que revelaram menores beneficios na quimioterapia adjuvante. A OS consiste

no periodo de tempo, a partir da data de diagndstico, que os doentes com cancro
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conseguem sobreviver a doenca. A RFS consiste no periodo de tempo, a partir do inicio
do tratamento, que os doentes com cancro sobrevivem sem quaisquer sinais e/ou
sintomas de cancro. A quimioterapia adjuvante melhorou significativamente o
progndstico de doentes homozigotas mutantes e heterozigotas, o que ndo se verificou
em doentes que apresentam o alelo selvagem (50). Fei e Guo e colaboradores, também
avaliaram os efeitos de alguns polimorfismos nos genes que codificam para MCTs, mas
em relagdo ao prognostico de doentes com cancro colorretal. Os doentes que apresentam
gendtipo homozigota mutante e heterozigota demonstraram uma OS e um RFS
significativos. A auséncia do polimorfismo nestes doentes podera contribuir para a
progressdao do cancro colorretal. Em ambos os estudos com doentes com cancro de
pulmdo e colorretal em que se avaliou o efeito nomeadamente do polimorfismo
T1470A, verificou-se que este pode afetar os resultados clinicos esperados, em relacdo a

quimioterapia (43).

MCT4

O polimorfismo C44T presente no gene MCT4 (responsavel pela troca de uma citosina
(C) por uma timina (T) na posicdo 44 do gene) leva a substituicdo do aminoécido
alanina, na posi¢dao 44 por valina (Alal5Val), e localiza-se na parte N-terminal da
proteina. Esta mutacdo ¢ suscetivel de afetar o funcionamento do transportador no
acoplamento energético, sendo provavelmente prejudicial, de acordo com o previsto
com o software Polyphen. Num estudo de 2012, onde se efetuou um estudo
populacional na populagdo de Singapura, foi revelado que a frequéncia alélica da base
nucleotidica T (especifica para a mutagdo) ¢ de 0,011 na populagdo chinesa e de 0,042
na populacdo indiana (37). Sdo praticamente inexistentes os estudos realizados até ao
momento referentes a analise funcional de polimorfismos do MCT4, sendo esta a nica

publicacdo que refere um possivel efeito deletério deste polimorfismo em humanos (37).

O estudo do polimorfismo T1470A (presente no gene MCT1) e do polimorfismo C44T
(presente no gene MCT4), bem como de outros polimorfismos, pode ajudar a prever a
resposta a quimioterapia em doentes com cancro. O estudo da genotipagem pode
auxiliar na resposta aos tratamentos quimioterapicos, embora apds validacdo em estudos

futuros (43, 50).
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1.2. TERAPIAS ANTITUMORAIS DIRECIONADAS AO
METABOLISMO DO CANCRO

O “Efeito de Warburg” ¢ uma caracteristica das células tumorais, que lhes possibilita a
obtencdo de energia, bem como de percursores biossintéticos para a proliferacdo de
novas células. A reprogramac¢ao do metabolismo celular que suporta a sobrevivéncia e a
proliferacdo das células tumorais ¢ reconhecida como um marco caracteristico do
cancro. Este marco ¢ um alvo terapéutico especifico, uma vez que as células normais
diferenciadas apresentam uma taxa metabolica inferior comparativamente as células
tumorais (51). O dcido latico tem um papel importante nas caracteristicas do tumor,
pelos seus niveis elevados estarem associados a um pior progndstico, contribuindo
diretamente para a progressio do tumor (52). Assim, tém surgido terapéuticas
antitumorais tendo como alvo as vias metabdlicas, incluindo enzimas metabolicas, vias
de sinalizagdo que regulam o metabolismo celular e inibidores de transportadores
incluindo MCTs, sendo que algumas destas terap€uticas estdo ja em fase préclinica (53-
55). No entanto, tal como referido neste capitulo, no ponto 1.1, as células tumorais
apresentam outros marcos que as caracterizam, que sdo também elas alvos terapéuticos

(Tabela 2).

De entre os compostos desenvolvidos destaca-se o 3-bromopiruvato (3-BP), um potente
agente alquilante que tem como fungdo inibir a proliferagdo das células tumorais,
através da inibicao da HK II, que por sua vez inibe a glicélise e consequentemente induz
a morte celular (56). Um dos estudos existentes acerca deste composto refere que este ¢
capaz de induzir a apoptose em carcinomas hepatocelulares, quer in vitro, quer in vivo
(20). Encontra-se descrito que os MCTs estdo envolvidos no mecanismo de acdo do 3-
BP, nomeadamente mediando o influxo do composto para o interior das células
tumorais, podendo assim a sua agdo citotoxica e antitumoral ser influenciada pela
expressao e atividade destes transportadores, os quais poderdo depender da presenga dos

polimorfismos anteriormente referidos (57).
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Tabela 2: Alvos moleculares atualmente explorados com potencial atividade antitumoral (20, 26, 58, 59).

Alvo molecular

Grupo alvo Compostos Efeitos
especifico
Via o
L 2-desoxiglicose Inibi¢do da via da glicose
glicolitica
Hexocz%aﬁe Tell 3-bromopiruvato Inibi¢do da atividade enzimética e
Tell) (3-BP) dissocia¢@o da mitocondria
Glicélise Piruvato S o .
. . Diminuigéo da inibi¢ao da piruvato
desidrogenase Dicloroacetato desidrogenase pela PDK 1
cinase 1 (PDK1) & p
Lactato
desidrogenase A siRNA Inibigdo
(LDHA)
Acetil-CoA
Sintese de scidos carboxilase Sorafen A Inibigdo
(ACO)
gordos ; e
Sintese de dcidos Cerulenin Inibigdo
gordos (FASN) ¢
HIF-1a prolil ) o
) ) Ativagdo de PHDs para a inibigdo do
hidroxilases a-cetoglutarato
HIF
HIF (PHDs)
HIF-1a Equinomicina Inibicdo da sua ligagdo ao DNA
N-acetilcisteina, A neutralizagdo das ERO reduz a
ERO vitamina C atividade da HIF-1
a-ciano-4-
hidroxicinamato o
MCTI1 (CHC) Inibigdo
Bioflavonoides
Lonidamine
Efluxo de MCT4 S‘j"mdatmt‘.“e Inibigao
protdes s - imvastatina
ermutador . . Inibicdo
Na+/He 1 Cariporide
Anidrase Indisulam Tnibigdo
carbdnica 9 sulfonamida
Permutador Inibica
- cdo
HCO3-/Cl- 5-3705
Biguanidas L
AMPK (metformina) e Ativagio
Out hiazolidinediones
utros . . Inibigdo da translacdo
IFAE Oligonucleotido
antisense mediada por eIF4E
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1.2.1. 3-BROMOPIRUVATO

O 3-BP ¢ um agente alquilante derivado do piruvato, que piruvila proteinas na maioria
no grupo SH de residuos de cisteina, tendo como consequéncia a sua perda de
funcionalidade (Figura 8) (60-62). O 3-BP tem a particularidade de ser uma pequena
molécula que se liga covalentemente, com eficacia e especificidade aos locais ativos de

certas enzimas, inativando-as (62, 63).

Br~
0} 0
il i
Protein + BrCH,CCOO"~ _L. Protein-CH,CCOO~
3BP Pyruvylation

3BP - ‘w

Figura 8: Estrutura quimica do agente alquilante 3-bromopiruvato (3-BP) (63).

A maioria dos alvos conhecidos do 3-BP esta envolvida no metabolismo energético das
células, levando a diminui¢do do ATP, e consequentemente a morte das células
tumorais por autofagia (64), necrose (65) ou apoptose (66), dependendo do tipo de
cancro. Alguns dos alvos do 3-BP sdo enzimas da via glicolitica como a HK II e a
GAPDH, a succinato desidrogenase na mitocondria, e proteinas de organelos como o
reticulo endoplasmatico e os lisossomas (67-69). O 3-BP inibe a glicdlise através da
inativagdo da enzima chave desta via glicolitica, a HK II, tendo também ac¢ao inibitdria
ao nivel da fosforilagdo oxidativa, diminuindo consequentemente a producao de ATP de
forma drastica (Figura 9) (56, 63, 70). Como a glicolise é a fonte de energia mais
utilizada pelas células tumorais para sustentar o seu crescimento descontrolado,
observa-se a superexpressdo da HK II, que esta diretamente relacionada com um mau
prognostico (71). O 3-BP induz uma modificacdo covalente na HK II, provavelmente

em residuos de cisteina, dissociando-o a partir da mitocondria. O 3-BP reduz os niveis
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de ATP e NADPH, bloqueando a glicdlise e a via das pentoses fosfato em células

tumorais, diminuindo o seu crescimento ou desencadeando a apoptose (71, 72).

Glucose

ﬁ il Glucose
Cell

Glucose- B-P l
ucose

'“’\@/
FDP

(3-BrPA)

N
Lactate Mﬂocf‘;ahdrfoy

Lactate

Figura 9: Possiveis mecanismos de agdo do 3-bromopiruvato (3-BP) numa célula tumoral. O 3-BP, um composto
analogo ao piruvato, entra na célula através de transportadores especificos, os transportadores de &cidos
monocarboxilicos (MCTs) e inibe a producdo de ATP celular. A inibigdo de ATP pode ser efetuada através da

glicdlise, pela inibi¢do da hexocinase II, ou através da fosforilagao oxidativa (70).

As células tumorais apresentam elevada expressdo de HK II em relagcdo as células
normais, visto possuirem um metabolismo altamente glicolitico, por forma a manter os
elevados niveis de fornecimento de ATP para o desenvolvimento do tumor. Deste
modo, a utiliza¢do de inibidores glicoliticos como terapias antitumorais, nomeadamente
o 3-BP, que tem como alvo esta enzima, pode conduzir a uma terapéutica bastante

seletiva para as células tumorais, poupando as células normais (73).

Considera-se que o 3-BP é um agente anticancerigeno bastante promissor, visto que ao
contrario de muitos outros compostos utilizados em quimioterapia, ndo atua no
metabolismo dos acidos nucleicos, nem nas vias de transducdo de sinal, mas sim no
metabolismo energético da célula tumoral (70). Os quimioterapicos que tém os acidos
nucleicos como alvo sdo eficazes em alguns tipos de cancro mas nao em todos, apesar

de os acidos nucleicos serem sintetizados em todas as células tumorais. Este facto
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ocorre porque existem varios processos metabdlicos para suportar o metabolismo da

proliferagdo tumoral, e ndo apenas um unico, especifico de cada tumor (74).

Apesar de o 3-BP ser um composto bastante promissor com atividade antitumoral,
testado in vitro e in vivo, ainda ndo foi introduzido na pratica clinica em humanos, com
a exce¢do de um caso recente de um doente de 16 anos diagnosticado com carcinoma
hepatocelular em estado avangado. O doente apresentava dor abdominal, aumento dos
niveis das enzimas hepdticas no sangue, aumento do tamanho do bago e necrose.
Devido a gravidade da situagdo, o doente nido possuia requisitos para cirurgia. O
hospital juntamente com um grupo cientifico, que estudava o efeito antitumoral do 3-
BP, decidiram administrar o composto, em varias fases de tratamento. Apesar da sua
situagdo preocupante, o doente revelou sinais de recuperagdo. No entanto, foram
observados aumento dos niveis de amodnia devido a lise celular, por parte das células
hepaticas, pré ascite e edema, que revelaram ser os principais problemas para o doente.
Isto porque a fungdo hepatica estava sobrecarregada devido a répida destruigdo das
células tumorais, por desintoxicacdo do figado. Apesar das células hepaticas saudaveis
estarem a regenerar, ndo era suficiente para compensar a rapida destruicdo do tumor. A
morte do doente foi provocada pela sobrecarga da fungdo hepatica. Porém, o doente
sobreviveu por um periodo superior ao esperado (até¢ dois anos apds diagnodstico), com
melhor qualidade de vida, atribuida ao tratamento com o 3-BP (63). A falta de ensaios
clinicos prende-se com o facto de o 3-BP poder apresentar toxicidade sistémica, devido
a uma janela terapéutica relativamente estreita (75), pelo que mais estudos devem ser

realizados em rela¢do ao modo como deve ser realizada a sua administracao.

Os critérios fundamentais para selecionar um agente anticancerigeno direcionado para o
metabolismo energético sdo ter como alvo a proliferacdo exacerbada das células
tumorais, de forma a reduzir efeitos secundarios nas células normais que apresentam
uma taxa metabdlica inferior e recorrer na sua maioria a fosforilagdo oxidativa.
Contudo, esta andlise deve ser cuidada, uma vez que algumas células normais recorrem
também a glicélise como principal fonte de energia, embora numa taxa inferior. Em
suma, apesar de varios desenvolvimentos na terapia antitumoral tendo como alvo as vias
metabdlicas, o cancro ¢ um sistema complexo que depende de varios componentes para
proliferar, e todos eles devem ser tidos em conta no desenvolvimento de novas terapias

(63).
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1.3. OBIJETIVOS

As células tumorais estdo sujeitas, na maior parte das vezes, a condi¢cdes de hipoxia
devido a elevada proliferagdo celular, o que poderia ser letal para estas células, se
recorressem apenas a fosforilagdo oxidativa, processo dependente de oxigénio, para
produzir energia para os seus processos metabdlicos (11). Assim, as células tumorais
recorrem ao “Efeito de Warburg”, para desviarem o piruvato do processo oxidativo (8,
13). O piruvato € convertido posteriormente a lactato, sendo exportado para o exterior,
através dos MCTs, que sdo fundamentais para a sobrevivéncia das células tumorais
(13).

Recentemente, foram descritos SNPs nos MCTs que podem levar a algumas alteragdes
na sua atividade (32). Lean e Lee, realizaram um estudo na populagdo chinesa, que
revelou sete novas variantes genéticas no gene SLC16A1 pertencente ao transportador
MCTI, dos quais, quatro eram novas variantes. O polimorfismo T1470A, presente no
gene MCTI1, foi encontrado como sendo o SNP mais comum, apresentando uma
frequéncia alélica de base nucleotidica T e A de 34,7% e 65,3% respetivamente (32).
Em estudos recentes, foi avaliado o efeito de polimorfismos no gene MCT1, em doentes
com cancro do pulm@o e cancro colorretal apds cirurgia, sujeitos a tratamentos
quimioterapicos. Em ambos os estudos, em que se avaliou o efeito nomeadamente do
polimorfismo T1470A, verificou-se que os individuos homozigotas para a mutagdo nao
apresentam os resultados clinicos esperados, em relagdo a quimioterapia (43, 50). Em
relacdo a mutagdes genédticas no gene MCT4, um estudo de Lean e Lee, revelou a
existéncia de 46 variagdes genéticas, com 5 variantes nonsynonymous. O polimorfismo
C44T, presente no gene MCT4, apresenta uma frequéncia alélica da base nucleotidica T
(especifica para a mutagdo) de 0,011 na populagdo chinesa e de 0,042 na populagdo
indiana, tendo sido previsto um efeito deletério deste polimorfismo (37). Existem varias
terapias antitumorais, tendo como alvo a via glicolitica ou as vias de sinalizagdo que
regulam o metabolismo celular. O 3-BP ¢ um inibidor metabolico que inibe a producao

de ATP celular através da glicdlise e da fosforilagdo oxidativa mitocondrial (63, 70).

Neste trabalho procedeu-se a genotipagem do polimorfismo T1470A (presente no gene
MCT1) e do polimorfismo C44T (presente no gene MCT4) num painel alargado de
linhas celulares tumorais. Escolheram-se para a genotipagem células de diferentes tipos

de cancro, nomeadamente adenocarcinoma de mama, carcinoma hepatocelular,
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adenocarcinoma cervical, glioblastoma, adenocarcinoma colorretal e carcinoma da
cavidade oral. Uma vez que as células tumorais apresentam elevadas taxas glicoliticas, e
os MCTs desempenham um papel fundamental no seu metabolismo, pretendeu-se
avaliar o efeito citotoxico do 3-BP e correlacionar esse efeito com a expressdo e

atividade dos MCTs.

Neste sentido, o presente trabalho teve como principais objetivos:

i.  Avaliacdo do efeito citotdéxico do 3-BP num painel de diferentes linhas celulares

tumorais;

ii.  Avaliacdo da expressao proteica do MCT1 e MCT4 em linhas celulares tumorais

e posterior correlacdo desses resultados com o efeito citotdéxico do 3-BP;

iii.  Genotipagem do polimorfismo T1470A (presente no gene MCTI) e do
polimorfismo C44T (presente no gene MCT4) e posterior correlagdo desses
resultados com a expressao do respetivo MCT e com o efeito citotéxico do 3-

BP.
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CAPITULO 11 MATERIAIS E METODOS

2.1.LINHAS CELULARES TUMORAIS E CONDICOES DE
CULTURA

Neste trabalho foi usado um painel alargado de linhas celulares tumorais humanas,
descritas na tabela 3. Foram selecionadas as linhas MCF-7, MDA-MB-231, ZR-75-1 ¢
SK-BR-3 de adenocarcinoma de mama; Hep G2 e Hepa 1-6 de carcinoma
hepatocelular; HeLa de adenocarcinoma cervical; U251MG, U373MG e US7MG de
glioblastoma; HT-29, HCT-15 e Caco-2 de adenocarcinoma colorretal ¢ SCC09 e
SCC25 de carcinoma da cavidade oral. Todas as linhas tumorais foram obtidas através

da American Type Culture Collection (ATCC, EUA).

Tabela 3: Painel de linhas tumorais utilizadas no presente trabalho, respetivo meio base de cultura e tipo de cancro

do qual foram isoladas.

Tipo de cancro Linha tumoral Meio de cultura
MCF-7
Ad i d MDA-MB-231
enocarcinoma e Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
mama ZR-75-1
SK-BR-3
Carcinoma Hep G2 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
hepatocelular Hepa 1-6 (DMEM)
Ad i
enocarcmoma HeLa Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
cervical
U23IMG b dified Eagl d
. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
liobl
Glioblastoma U373MG (DMEM)
USTMG
, HT-29 .
Adenocarcinoma HCT-15 Dulbecco’s modified Eagle medium
colorretal (DMEM)
Caco-2
Carcinoma da cavidade SCC09 Meio DMEM~F12 suplement?do com
oral uma solugao de hidrocortisona
SCC25 (DMEM F12)

Para o crescimento e manutenc¢do das culturas celulares in vitro, estas foram cultivadas
em frascos de 25 cm’ (Invitrocell), designados daqui em diante por T25, e incubadas
numa incubadora humida a 37°C com 5% de CO, (Water Jacketed CO2 Incubators,
Shel Lab). Todas as experiéncias envolvendo cultura celular foram realizadas em
condigdes asséticas numa camara de fluxo laminar de seguranga bioldgica de classe 2

(Scanlaf, MARS). Todo o material usado foi pulverizado com etanol a 70% (v/v) e a
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camara de fluxo foi exposta a radiacdo ultravioleta por um periodo de 15 minutos antes

e apos a manipulacido do material bioldgico.

As linhas celulares MCF-7, MDA-MB-231, ZR-75-1, SK-BR-3 ¢ HelLa foram
cultivadas em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) (Lonza); as células de
carcinoma da cavidade oral foram cultivadas em meio Dulbecco's Modified Eagle’s
Medium (DMEM) F12 com L-glutamina e hidrocortisona para uma concentragdo final
de 40 ng/mL (DMEM F12) (Sigma-Aldrich), todas as outras linhas celulares foram
cultivadas em meio DMEM (Lonza) (Tabela 3). Todos os meios foram suplementados
com 10% de Soro Bovino Fetal (SBF, Gibco™, Invitrogen Corporation) e 1% de
solucdo de antibiotico (penicillin-streptomycin, Sigma- Aldrich). Estes meios serdo

designados, daqui em diante, por meio de cultura.

2.2.SUBCULTURA DE LINHAS CELULARES TUMORAIS

As linhas celulares tumorais foram crescidas no respetivo meio de cultura a 37°C e
numa atmosfera com 5% de CO,. Quando a cultura celular atingia cerca 80% de
confluéncia (trés ou quatro dias apos o plaqueamento, dependendo da linha celular), era
realizada uma passagem das células para um novo frasco para manter a cultura em fase
exponencial de crescimento, e para evitar o stress celular provocado pela competicio de
espaco e nutrientes. Para realizar a subcultura celular o meio foi removido, e as células
foram gentilmente lavadas com 2 mL de tampdo fosfato salino (PBS)'. De seguida,
foram adicionados 300 ul de tripsina (TrypLETM Express) (Gibco™, Invitrogen
Corporation) e as células foram incubadas a 37°C durante 2 a 5 minutos, até se observar
o seu destacamento do frasco. Para inativar a acdo da tripsina, foi adicionado 1 mL de
meio de cultura e as células destacadas foram ressuspensas no meio. Todos os reagentes
foram pré-aquecidos a 37°C num banho termostatizado (Precisterm, Selecta), de forma

a evitar um choque térmico nas células.

Para determinar a densidade celular da cultura, um volume de suspensio celular (20 pL)
foi adicionado a um volume igual de azul de tripano (Sigma-Aldrich) e as células foram
contadas numa camara de Neubauer. A determinag¢do do nimero de células vidveis/mL

da suspensdo celular foi efetuada através da contagem das células incolores, sendo que

' PBS: 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 6,4 mM K,HPO,; ImM Na,HPO,, pH 7.2.
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as células coradas de azul correspondiam a células mortas. O volume apropriado da
suspensao celular foi inoculado num T25 num volume final de 5 mL de meio de cultura,
por forma a assegurar um crescimento adequado para a realizagdo das experiéncias

futuras.

2.3. CONGELAMENTO E DESCONGELAMENTO DE LINHAS
CELULARES TUMORAIS

Para manter as culturas celulares por longos periodos de tempo, preservar as
caracteristicas fenotipicas das células e inibir a perda de viabilidade, todas as linhas
celulares tumorais usadas neste trabalho foram regularmente criopreservadas.

Para o congelamento das células utilizaram-se culturas celulares na fase exponencial do
seu crescimento. As células foram tripsinizadas como descrito no ponto 2.2. e
centrifugadas a 1000 rpm durante 5 minutos (Eppendorf centrifuge 5424). Apos a
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet, que continha as células, foi
gentilmente ressuspenso em 1 mL de meio de cultura suplementado com 10% de
Dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-Aldrich). A suspensdo celular foi transferida para
criotubos (Cryovial®, Simport), que foram colocados num contentor com isopropanol,
guardado a -80°C durante 24 horas, para um congelamento gradual das células,
proporcionando uma maior viabilidade celular. Depois desse tempo, os criotubos foram

transferidos para um contentor contendo azoto liquido.

Para o descongelamento de linhas celulares tumorais, os criotubos contendo as células
congeladas, foram colocados num banho termostatizado a 37°C. As células foram
gentilmente ressuspensas num pequeno volume de meio e transferidas para um frasco
T25 com um volume de meio superior ao normal (8 mL). A utilizagdo deste volume
superior teve como objetivo aumentar a diluicdo do DMSO presente no meio de
congelamento, reduzindo o seu grau de toxicidade. O T25 foi em seguida colocado na
estufa durante a noite, para que as células aderissem ao frasco, e no dia seguinte o meio
de cultura foi substituido por meio de cultura novo, para que todo o DMSO fosse

eliminado.
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2.4. EXTRACAO DE DNA GENOMICO DE LINHAS
CELULARES TUMORAIS

O DNA genémico (DNAg) das diferentes linhas celulares tumorais descritas na tabela
3, foi extraido usando os kits comerciais Ql4damp DNA Mini Kit (QIAGEN) e NZY
Tissue gDNA Isolation kit (Nzytech), de acordo com as instrugdes fornecidas pelos
fabricantes. Os kits comerciais sdo preparados para uma extra¢do simples e rapida, com
elevado grau de pureza. Os kits de extracdo baseiam-se em sucessivas centrifugacdes
em colunas de silica e utilizam tampdes de lise contendo proteinase K e dodecil sulfato
de sédio (SDS) para a lise celular. O DNAg é seletivamente absorvido pela coluna € os
restantes organelos celulares, tais como proteinas e sais, sdo removidos em lavagens
sucessivas. O DNAg das linhas celulares tumorais foi eluido em 30 pL de dgua ultra

pura e armazenado a -20°C.

2.5. ANALISE DA INTEGRIDADE, PUREZA E QUANTIFICACAO
DO DNA GENOMICO

De modo a avaliar a integridade, pureza e concentragdo das amostras de DNAg, foram
realizadas analises espetofotométricas e eletroforéticas. A densidade dtica (D.O.) a
260nm, 280nm e 230nm foi medida num NanoDrop (Thermo Scientific -
NanoDrop2000) para determinar a concentragdo e o grau de pureza do DNAg. A
contaminagdo por proteinas e RNA foi avaliada através da andlise da razdo
D.0.2600m/D.O.280nm. A contaminag@o por compostos fenolicos foi avaliada através da
analise da razdo D.O.260nm/DO230nm. A andlise da integridade foi avaliada por andlise
eletroforética em gel de agarose 1% (Nzytech) em TAE 1x7 utilizando 5 uL de amostra
de DNAg juntamente com 1 pL de tampdo de aplicagdo 6% por poco e 5 pL do
marcador de pesos moleculares A/HindIIl (Thermo Scientific). A eletroforese correu
durante cerca de 40 minutos, com uma voltagem de 80V. Depois da corrida, procedeu-

se 4 aquisicdo da imagem utilizando o sistema BIO DOC-IT™ Imaging System (UVP).

2 TAE 1X: Tris 40 mM, acetato de sédio 5 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0.
’ Tampio de aplica¢do 6X: Glicerol 30% (v/v); azul de bromofenol 0,25% (p/v).
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2.6. ANALISE DO POLIMORFISMO T1470A DO GENE MCTI1
E DO POLIMORFISMO C44T DO GENE MCT4

2.6.1. AMPLIFICACAO DO DNA

A amplificagdo dos fragmentos de DNA, correspondentes aos locais contendo os
polimorfismos a analisar, foi realizada recorrendo a técnica de Polymerase Chain
Reaction (PCR). Para a amplificacdo dos genes foi usada uma mistura reacional com um
volume final de 50 pL, contendo 150 ng de DNAg, 5 uL de tampao de enzima 10x%
(Thermo Scientific), 4 pL de MgCl, (25mM, Thermo Scientific), 1 pL de dNTPs
(10mM, Nzytech), 0,75 uL de Taqg DNA polimerase e 0,25 pL. de Pfu DNA polimerase
(produzidas no laboratorio), 0,15 pL de cada primer (100 uM) e agua ultrapura para
perfazer o volume. O controlo negativo foi realizado usando a mesma mistura reacional
mas sem DNAg, sendo este substituido por igual volume de 4gua. Para cada
polimorfismo em andlise foram usados primers especificos obtidos através da StabVida,

(Oeiras, Portugal), cujas sequéncias estdo indicadas nas tabelas 4 ¢ 6.

Tabela 4: Sequéncia dos primers utilizados na amplificagdo de fragmentos de DNA gendmico contendo o local de
polimorfismo em estudo, para o método PCR-RFLP. Abreviaturas: Fwd: primer forward; Rev: primer reverse; pb:

pares de bases.

Tamanho do
Gene Polimorfismo Sequéncia produto
amplificado

Fwd: 5> AGGAAGAGACCAGTATAGATG ¥’

MCTI  T1470A Rev: 5° CATGGATTCAGACTGGACTT 3’ 123 bp
Fwd: 5> TCTGAAGGGGGACAGGTGAG 3’
MCT4 44T Rev: 5° CAGTGATGACGAAACAGCCGA 3’ 138 bp

Apds a rececdo dos primers, estes foram reconstituidos em &gua ultra pura, numa

concentragdo final de 100 uM. Programou-se o termociclador (Bio-Rad C1000™

Thermal Cycler), especificamente para cada reacdo de PCR, como indicado nas tabelas

5e7.
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Tabela 5: Condi¢gdes de PCR utilizados na amplificacdo de fragmentos de DNA gendmico contendo o local de

polimorfismo em estudo, para o método PCR-RFLP.

Condicées d lificaci Polimorfismo Numero de
ondicoes de ampriticacao T1470A C44T ciclos
Desnaturagio inicial 95°C, 5 min 95°C, 5 min 1

Desnaturacao 95°C, 30 seg 95°C, 30 seg 39
Emparelhamento dos primers 55°C, 30 seg 59,5°C, 30 seg
Extensdo 72°C, 1 min 72°C, 1 min
Extenséo final 72°C, 7 min 72°C, 7 min 1

Depois da reacdo, os produtos amplificados de ambos os genes foram analisados. A
analise foi realizada através de andlise eletroforética em gel de agarose 2% (Nzytech)
em tampao SGTB 1x (Grisp). Foram aplicados 5 pL do produto amplificado por PCR e
ainda o marcador de pesos moleculares Ladder IV (Thermo Scientific). A eletroforese
correu 40 minutos, com uma voltagem de 110V. Depois da corrida, procedeu-se a
aquisi¢do da imagem utilizando o sistema BIO DOC-IT™ Imaging System (UVP).
Apos se ter verificado que os fragmentos de PCR obtidos estavam em boas condigdes,
procedeu-se a andlise dos polimorfismos T1470A e C44T, pelos métodos de PCR-RFLP
(descrito no ponto 2.6.2) e High Resolution Melting (HRM) (descrito no ponto 2.6.3.).

2.6.2. ANALISE DOS POLIMORFISMOS T1470A E C44T POR
RFLP

A técnica de PCR-RFLP permite identificar a presenca ou auséncia do polimorfismo,
apds a amplificagdo por PCR seguido de digestdo enzimatica. Os polimorfismos podem
inserir ou remover locais de reconhecimento de uma enzima de restricdo. A perda do
local de restrigdo ird resultar no aparecimento de um fragmento maior. A formacao de
um novo local de restri¢do ird resultar na perda do fragmento maior que ¢ substituido

por dois fragmentos menores.

Para a andlise dos polimorfismos T1470A e C44T foram realizadas reacdes de PCR
com os primers indicados na tabela 4 e de acordo com as condi¢des descritas na tabela
5. Foi usado um volume de produto amplificado por PCR correspondente a 1 ug para
cada amostra, para digestdo com as enzimas de restricdo Bccl (New England BioLabs) e
PpuMI (Fermentas), respetivamente. A enzima de restricdo Bccl digere o produto

amplificado por PCR se corresponder a um homozigota normal. J4 a enzima de restri¢ao
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PpuMI digere o produto amplificado por PCR se corresponder a um homozigota
mutante. Para cada restri¢do utilizou-se o tampao 10x respetivo, seguindo as instrugdes
fornecidas pelo fabricante e incubou-se a mistura de restricdo a 37°C durante 3 horas.
Depois da incubagdo, os produtos de restri¢gdo foram analisados por eletroforese em gel
de agarose 1% (Nzytech) em tampao SGTB 1x (Grisp). Foram aplicados 5 pL do
produto amplificado por PCR e ainda o marcador de pesos moleculares Ladder IV
(Thermo Scientific). A eletroforese correu 40 minutos, com uma voltagem de 110V.
Depois da corrida, procedeu-se a aquisi¢do da imagem utilizando o sistema BIO DOC-

IT™ Imaging System (UVP).

2.6.3. ANALISE DOS POLIMORFISMOS T1470A E C44T POR
HRM

A técnica de High Resolution Melting (HRM) é uma técnica que permite em
similaridade com o PCR-RFLP, detetar a presenca ou auséncia de polimorfismos,
identificando o respetivo genotipo. Assim, foi usada como alternativa a técnica PCR-
RFLP por ser uma ferramenta mais sensivel, mais precisa ¢ uma analise menos morosa,
visto ndo se realizar o passo de digestdo enzimatica (RFLP). O HRM baseia-se na
analise do gendtipo, através da andlise do perfil de melting do produto de PCR contendo
a zona do polimorfismo de cada amostra de DNAg. Cada gendtipo da origem a uma
curva de melting, que através da sua elevada especificidade e sensibilidade, permite a
distingdo entre genotipos. A técnica de HRM possibilita a detecdo de Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs), alteracdes numa unica base nucleotidica, permitindo a
genotipagem das linhas celulares tumorais. Como a técnica de HRM ¢ bastante sensivel,
exige que as amostras de DNAg se encontrem em boas condi¢des de pureza e os
produtos amplificados estejam entre os 50bp e os 100bp de peso molecular, para que

haja uma satura¢do com o fluorocromo Eva Green.

Para a reacdo do HRM com um volume final de 20 pL adicionou-se 10 ng de DNAg,
0,5 pl de cada um dos respetivos primers (10 uM), 10 pL da mix (Precision Melt
Supermix 2%, Bio-Rad) e agua ultrapura para perfazer o volume final. Para cada
polimorfismo em analise foram usados primers especificos obtidos através da StabVida,

(Oeiras, Portugal), encontrando-se a sequéncia indicada na tabela 6.
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Tabela 6: Sequéncia dos primers utilizados na amplificacdo de fragmentos de DNA gendmico contendo o local de

polimorfismo em estudo, por HRM. Abreviaturas: Fwd: primer forward; Rev: primer reverse; pb: pares de bases.

Tamanho do

Gene Polimorfismo Sequéncia produto
amplificado
Fwd: 5> AGGAAGAGACCAGTATAGATG 3’
MCT1  T1470A Rev: 5" CATGGATTCAGACTGGACTT 3’ 123 bp

Fwd: 5> TCTGAAGGGGGACAGGTGAG ¥’

MCT4 a4t Rev: 5° CAGTGATGACGAAACAGCCGA 3’ 138 bp

As reacdes ocorreram num termociclador (Bio-Rad C1000TM Thermal Cycler) e
encontram-se descritas na tabela 7. No final da reac¢do, os dados foram obtidos e,
posteriormente analisados, utilizando o software "Precision Melt AnalysisTM Software"

version 1.1 (Bio-Rad).

Tabela 7: Condigdes de HRM utilizadas na amplificagdo de fragmentos de DNA gendmico contendo o local de

polimorfismo em estudo.

Condicoes de Polimorfismos Nimero de
amplificacio T1470A C44T ciclos
Desnaturagao inicial 95°C, 2 min 1
Desnaturacdo 95°C, 10 seg
44
Annealing + (read plate) 55 °C, 30 seg 59,5 °C, 30 seg

Formacao de 95°C, 30 seg
heteroduplexes 60°C. 1 min 1

Melting Curve de 65°C a 95.0°C: incrementos

HRM + (read plate) de 0,2°C por cada 10 seg

2.7. AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR ATRAVES DO
ENSAIO SRB

O efeito citotoxico do 3-bromopiruvato (3-BP) foi avaliado através do ensaio da
Sulforrodamina B (SRB). Este ensaio ¢ um método colorimétrico que permite
determinar o efeito do 3-BP na viabilidade celular através da quantificagdo das proteinas
celulares. A SRB ¢ um corante que tem a capacidade de se ligar eletrostaticamente aos

residuos de aminodcidos bdsicos das proteinas, em células previamente fixadas com
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acido tricloroacético (TCA). O complexo proteina-SRB formado pode ser solubilizado
por bases fracas, tais como o tampao Tris e quantificado através da D.O., indicando o

grau de citotoxicidade causado pelo 3-BP.

Depois da incubacdo da densidade celular apropriada com o 3-BP (concentragdes até
500 uM) numa placa de 96 pocos (100 pL/poco) durante 16 horas, as células foram
fixadas com TCA frio 50% (Merck) (25 uL/pogo) durante 1 hora a 4°C. A placa foi
lavada com é4gua destilada pelo menos 5 vezes, para remover todo o excesso de TCA e
foi deixada a secar a temperatura ambiente durante toda a noite. Procedeu-se entdo a
adi¢do de SRB 0,4% (Sigma-Aldrich) (50 pL/pogo) e a placa foi incubada durante 30-
60 minutos a 37°C. A placa foi lavada com acido acético 1% pelo menos 5 vezes para
remover o SRB que ndo se ligou as proteinas. A placa foi deixada a secar durante a
noite a temperatura ambiente. O complexo proteina-SRB foi solubilizado com uma
solug@o de Tris 10mM (100 puL/poco) e leu-se a D.O. a 540 nm, num leitor de placas
(Biotek Synergy 2).

2.7.1. DETERMINACAO DA DENSIDADE CELULAR

A densidade celular apropriada foi determinada para assegurar que as células se
encontravam na fase exponencial de crescimento durante toda a realizagdo do ensaio.
As células foram plaqueadas numa placa de 96 pocos com diferentes densidades de
suspensdo celular (0 a 3x10° células vidveis/mL) e foram incubadas overnight para
aderirem a placa. No dia seguinte, o meio foi removido e substituido por um novo meio
de cultura. As células foram sujeitas a nova incubag¢@o por um tempo de exposi¢do
correspondente ao periodo em que decorreram os ensaios, nomeadamente 16 horas para

o composto 3-BP. A viabilidade celular foi avaliada através do ensaio de SRB.

2.7.2. DETERMINACAO DO ICsy PARA O  3-
BROMOPIRUVATO NAS LINHAS CELULARES TUMORAIS

A determina¢do do efeito citotdxico do 3-BP foi realizada no painel de linhas celulares
tumorais descritas na tabela 3. As células foram plaqueadas em placas de 96 pogos (100
uL/pogo) com a densidade apropriada para cada linha. Para todas as linhas tumorais
foram plaqueadas 1,5x10* células/pogo, & excegdo de HepG2, onde se plaqueou 2x10*

células/poco. Apds incubagdo durante a noite para adesdo das células, o meio foi
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removido e substituido por meio de cultura novo, contendo diferentes concentracdes de
3-BP. As células foram expostas ao composto por um periodo de 16 horas, e ao fim
desse tempo, determinou-se a viabilidade celular pelo método SRB, anteriormente
descrito. O 3-BP foi sempre preparado com PBS frio, ¢ no momento do ensaio. A
suspensdo celular foi plaqueada em triplicado e os respetivos brancos em duplicado,
contendo apenas meio de cultura com as mesmas concentragdes de composto utilizadas
nos ensaios com as células. Na situagdo controlo (sem adi¢cdo de composto), o 3-BP foi

substituido por PBS.

A viabilidade celular foi determinada através da comparacdo entre a D.O. (em
triplicado) das células tratadas com o 3-BP e das células ndo tratadas (correspondendo a
100% de viabilidade celular), apds subtracdo do controlo negativo correspondente (em

duplicado), de acordo com a férmula:

Média do triplicado — Média dos brancos
x 100

Média do triplicado controlo — Média dos brancos controlo

Pelo menos trés experiéncias independentes em triplicado foram realizadas para cada
ensaio. O efeito do 3-BP na viabilidade celular, proveniente do valor do ICsg
(concentragdo de 3-BP requerido para reduzir a viabilidade celular em 50%), foi
calculado usando o software GraphPad Prism 4, aplicando uma regressao nao linear do

tipo dose-resposta sigmoidal (inclinag@o variavel), apos transformacao logaritmica.

2.8. AVALIACAO DA EXPRESSAO DAS PROTEINAS MCTI1 E
MCT4

2.8.1. EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE PROTEINAS

As linhas celulares tumorais foram plaqueadas, em triplicado, em placa de 6 pogos e
quando atingiram a confluéncia, o meio de cultura foi removido. Em seguida, as células

foram colocadas em gelo e procedeu-se a lavagem com PBS frio. As células foram
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ressuspensas em 200 pL de tampdo de lise* e recolhidas por scraping e transferidas para
um tubo eppendorf. O lisado celular foi incubado em gelo durante 15 minutos, sendo
vortexado ocasionalmente. A suspensdo celular foi centrifugada a 13000 rpm durante 15
minutos a 4°C. O sobrenadante, correspondente ao extrato proteico, foi guardado a
-80°C até a sua utilizacdo. O ensaio da quantificacdo de proteinas foi realizado usando o
kit BCA™ Protein Assay Kit (Thermo Scientific) de acordo com as instrugdes de
fabricante. A curva de calibragdo (D.O.senm versus concentragdo da proteina total) foi
realizada para cada ensaio com os padrdes de albumina do soro bovino (BSA). A
concentracdo da proteina em cada amostra foi determinada por interpolagido da curva de

calibragdo, tendo em conta o fator de dilui¢do da amostra (10x%).

2.8.2. SEPARACAO DE PROTEINAS POR SDS-PAGE

As proteinas extraidas foram separadas e analisadas por SDS-PAGE (Sodium Dodecyl
Sulphate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis) num sistema vertical de eletroforese
(Bio-rad). Para o ensaio de SDS-PAGE foram adicionados 4uL de tampao de aplicagdo
4% a 20 pg de extrato de proteina total de cada amostra, previamente desnaturadas pelo
calor. Efetuou-se a eletroforese em gel de poliacrilamida (gel resolvente® a 10% v/v e
gel de empacotamento’ a 6% de poliacrilamida). O marcador de proteinas (Precision
Plus Protein™™, Bio-rad) foi usado para confirmar o peso molecular das proteinas em
analise. A eletroforese correu a uma voltagem de 200V durante aproximadamente 60

minutos.

2.8.3. WESTERN-BLOT

Depois do ensaio de SDS-PAGE, os papéis de blotting (Protan, Whatman), as
membranas de nitrocelulose (Protan, Whatman) e o gel resolvente foram embebidos em
tampdo de transferéncia®. O esquema para a transferéncia do gel foi montado e correu a

110 mA durante 75 minutos, usando o sistema de transferéncia TE70 ECL Semi-dry,

4 Tampao de lise: 150 mM NaCL; 0,1 mM EDTA; 1% Triton X-100; 1% NP40; 50 mM Tris-HCL pH
7,5 e 1/7 de cocktail de inibidor de proteases (Sigma).

> Tampio de aplicaciio 4X: 0,25 M Tris/HCI pH 8.3; 8% SDS; 40% Glicerol; 20% 2-mercaptoetanol.

% Gel resolvente 10%: 2,5 mL Tris/HCL 1,5 M pH 8,8; 4,1 mL H,0 destilada; 3,3 mL Acrylamide/bis-
acrylamide 30%: 100 uL PSA 10%; 100 pL SDS; 10%; 10 pL Temed.

" Gel de empacotamento 6%: 1,25 mL Tris/ HCL 0.5 M pH 6,8; 1,9 mL H,O destilada; 1 mL
Acrylamide/bis-acrylamide 30%: 50 uL PSA 10%; 100 pL SDS 10%; 5 uL Temed.

8 Tampio de transferéncia: Glicerina 192 mM, Tris base 25 mM, metanol 20% (v/v) pH 8,3.
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Transfer Unit (Amershan Biosciences). A eficiéncia do processo de transferéncia foi
assegurada através da coloracdo da membrana com Ponceau S (Ponceau S 0,5% (p/v);
TCA 5% (p/v)). Apos a transferéncia, as membranas foram lavadas com uma solugdo de
Tris-Buffered Saline Tween-20 (TBST)’ por forma a remover todo o excesso de

acrilamida.

As membranas foram bloqueadas em solug@o de bloqueio (leite em pd magro 5% (p/v)
em TBST) para bloquear os locais ndo especificos, durante 60 minutos a temperatura
ambiente ou entdo durante a noite a 4°C, com agitagcdo suave. Depois desse tempo, as
membranas foram lavadas 3 x 5 minutos com uma solugdo de leite em po magro 1%
(p/v) em TBST, e incubadas com o anticorpo primario especifico (mouse anti-MCT1
1:200 (Santa Cruz Biotechnology); rabbit anti-MCT4 1:1500 (Santa Cruz
Biotechnology) e rabbit a-Tubulina, 1:500 (Abcam)) durante 60 minutos a temperatura
ambiente ou durante a noite a 4°C, ambos com agitacdo suave. As membranas foram
lavadas 3 x 5 minutos (em leite em pd magro 1% (p/v) em TBST), e foram incubadas
com o anticorpo secundario acoplado a horseradish peroxidase (HRP) (anti-rabbit IgG,
1:1000 (Sigma); anti-mouse IgG, 1:1500 (Vector)), especifico contra as
imunoglobulinas do anticorpo primario, a temperatura ambiente durante 1h ou durante a
noite a 4°C, com agitacdo suave. Apos a incubagdo, as membranas foram lavadas 2 x 5

minutos com TBST e 1 x 5 minutos com TBS.

Por ultimo, as bandas imunoreativas foram visualizadas por quimioluminescéncia
(Enhanced Chemiluminescence (ECL)). Partes iguais das solugdes de ECL A (10 mL de
Tris 100 mM; 0,198 mM de acido coumarico (Sigma) e 1,25 mM luminol (Fluka)) e
ECL B (10 mL de Tris 100 mM pH 8,5 e perdxido de hidrogénio 0,009% (v/v)) foram
misturadas e cada membrana foi imersa nesta mistura durante 1 minuto. As membranas
foram colocadas numa cassete de revelacao (Hypercassette™, Amersham Biosciences)
e expostas a filmes autorradiograficos (Kodak BioMax Light Film), numa camara
escura, durante diferentes tempos. Os filmes foram revelados manualmente, por imersio
na solugdo de revelagdio (Carestream® Kodak® autoradiography GBX
developer/replenisher, Sigma-Aldrich) seguida de 4gua, solu¢do de fixagdo
(Carestream® Kodak® autoradiography GBX fixer/replenisher, Sigma-Aldrich) e

novamente por dgua. Os filmes desenvolvidos foram secos a temperatura ambiente. O

° Tris-Buffered Saline Tween-20 (TBST): NaCI 137 mM I; Tris base 20 mM; Tween-20®)0,1% (v/v).
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teor de proteina foi estimado medindo a densidade de cada banda, normalizando com a

a-tubulina, com o software Image J.

Foram realizadas para cada ensaio de Western-blot pelo menos duas experiéncias

independentes.

2.9. ANALISE EsTATISTICA

A andlise estatistica e a construcdo de graficos foram realizadas recorrendo ao
software GraphPad Prism 4. Os resultados obtidos ao longo do trabalho sdo
apresentados como média + desvio padrdo normalizado, para n experiéncias
independentes. O significado estatistico dos resultados foi avaliado recorrendo-se a
probabilidade associada ao t-Student, considerando-se valores de p < 0,05 como

estatisticamente significativos para um grau de confianga de 95%.
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CAPITULO Il RESULTADOS

3.1 AVALIACAO DA  CITOTOXICIDADE DO 3.
BROMOPIRUVATO NUM PAINEL DE LINHAS CELULARES
TUMORAIS

As células tumorais recorrem essencialmente a glicolise aerdbia, processo também
denominado “Efeito de Warburg”, para obtengdo de energia, desviando dessa forma o
piruvato do processo oxidativo (8, 13). O piruvato € convertido assim a lactato, o qual ¢é
exportado para o exterior através dos transportadores de acidos monocarboxilicos
(MCTs), que sao fundamentais para a sobrevivéncia e proliferacdo das células tumorais
(13). O 3-bromopiruvato (3-BP) ¢ um inibidor metabdlico, também considerado como
um promissor agente antitumoral, que inibe a produ¢do de ATP celular, principalmente
ao nivel da glicdlise mas atuando também ao nivel da fosforilagdo oxidativa, afetando
assim toda a maquinaria de produg¢do de ATP celular (63, 70). Estudos anteriores
revelaram o papel dos MCTs no mecanismo de agdo deste composto, nomeadamente
mediando a sua entrada para o interior da célula (57). Foi assim objetivo deste trabalho
avaliar o efeito citotoxico do 3-BP num painel alargado de linhas celulares tumorais e

tentar correlacionar esse efeito com a expressao e atividade dos MCTs.

Previamente a avaliagdo do efeito citotdxico do 3-BP nas células tumorais, foi
determinada a densidade celular para cada linha a utilizar nos ensaios posteriores, de
forma a assegurar que as c€lulas estavam em fase exponencial de crescimento durante
todo o ensaio, de acordo com o procedimento descrito em 2.7.1 As linhas tumorais
analisadas neste estudo foram HT-29, HCT-15 e Caco-2 de adenocarcinoma colorretal;
HeLa de adenocarcinoma cervical; Hep G2 e Hepa 1-6 de carcinoma hepatocelular e
SCC09 e SCC25 de carcinoma da cavidade oral. Na inoculagdo das restantes linhas
celulares utilizadas neste trabalho, foram utilizados os valores determinados

previamente pelo grupo de trabalho.

Os valores escolhidos para a densidade celular das linhas tumorais foram de 1,5 x 10*
células/pogo, a excegdo da linha celular Hep G2 onde a densidade inoculada foi de 2,0 x
10* células/poco. Apés escolhida a densidade celular para cada linha, as células
tumorais foram inoculadas para se proceder ao ensaio de citotoxicidade do 3-BP. Cada
linha tumoral foi exposta a diferentes concentracdes de 3-BP (0 a 500 uM) durante um

periodo de 16 horas. A viabilidade celular foi avaliada através do ensaio Sulforrodamina
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B (SRB), tal como descrito em 2.7. O 3-BP provocou morte celular em todas as linhas
tumorais testadas, mas a concentragcdo necessaria para esse efeito diferiu nas diferentes
linhas celulares, evidenciando que estas apresentaram diferente sensibilidade ao

composto (Figura 10 e Tabela 8).
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Figura 10: Efeito do 3-BP na viabilidade celular das linhas tumorais de cancro de adenocarcinoma colorretal (HT-29,
HCT-15 e Caco-2); adenocarcinoma cervical (HeLa); carcinoma hepatocelular (Hep G2 e Hepa 1-6) e carcinoma da
cavidade oral (SCC09 e SCC25), ap6s 16 horas de incubagdo, avaliado pelo ensaio SRB. Os resultados representam

os valores médios + D.P. de triplicados de pelo menos trés experiéncias independentes.

Na tabela 8 encontram-se os valores de ICso das linhas anteriormente referidas, e
adicionalmente os valores das linhas tumorais que foram também genotipadas no
presente trabalho (resultados apresentados posteriormente no ponto 3.3 e 3.4.), e cujos
valores de 1Csy do 3-BP tinham sido anteriormente determinados pelo grupo de trabalho

do laboratdrio.
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Tabela 8: ICsy do 3-BP determinado para o painel de linhas tumorais, apds 16 horas de incubacdo na presenca do

composto, avaliado pelo ensaio de SRB.

Tipo de cancro Linha tumoral IC5 determinado (uM)
MCF-7 84,6 £15,4
MDA-MB-231 148,6 £ 28,1
Adenocarcinoma de mama
ZR-75-1 55,7+ 1,50
SK-BR-3 458,1 £28.6
) Hep G2 82,99 + 8,09
Carcinoma hepatocelular
Hepa 1-6 89,33 + 3,86
Adenocarcinoma cervical HeLa 41,88 +3,44
U251MG 95,72 +£ 7,43
Glioblastoma U373MG 64,71 +£ 7,01
USTMG 65,92 £ 6,95
HT-29 126,47 £ 15,11
Adenocarcinoma colorretal HCT-15 30,69 + 6,29
Caco-2 93,33 +£5,21
SCC09 > 150
Carcinoma da cavidade oral
SCC25 > 300

No adenocarcinoma de mama, as linhas tumorais SK-BR-3 e MDA-MB-231
apresentaram os valores de ICsy mais elevados (458,1 + 28,6 uM e 148,6 + 28,1 uM
respetivamente), apresentando assim maior resisténcia ao 3-BP. Pelo contrario, a linha
ZR-75-1 apresentou um ICs, reduzido, considerando-se a linha de adenocarcinoma de
mama mais sensivel ao composto. A linha tumoral MCF-7 apresentou um ICs
intermédio entre as restantes linhas do mesmo grupo (76). Em relagdo ao
adenocarcinoma hepatocelular, representado pelas linhas tumorais Hep G2 e Hepa 1-6,
observou-se que o seu comportamento € bastante semelhante entre si, apresentando
valores de ICs, bastante aproximados, na ordem dos 80 uM. A linha tumoral HeLa, de
adenocarcinoma cervical, apresentou um valor bastante reduzido de ICsy (41,88 + 3,44
uM), evidenciando ser uma linha bastante sensivel ao 3-BP. Em relacdo ao tipo de
cancro glioblastoma, a linha tumoral U251MG apresentou o valor de ICsy mais elevado
(95,72 + 7,43 uM), por sua vez as linhas U373MG e U887MG exibiram valores de ICsy
muito préximos entre si, na ordem dos 65 uM. Em relagdo ao adenocarcinoma

colorretal, a linha tumoral HT-29 com um valor de ICsy bastante elevado (126,47 +
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15,11 pM) apresentou-se como a linha mais resistente ao 3-BP dentro do mesmo tipo de
cancro, ao passo que as HCT-15 (30,69 + 6,29 uM) indicaram ser a linha mais sensivel.
Ja as Caco-2 apresentaram um valor de ICsy intermédio. Por ultimo, no carcinoma da
cavidade oral, as linhas SCC09 com ICsy > 150 uM e SCC25 com ICsy > 300 uM,
apresentaram-se entre as linhas tumorais em estudo com maior resisténcia ao 3-BP,

sendo que em ambas foi impossivel determinar o valor exato de 1Cso.

A sensibilidade ao 3-BP diferiu entre os diferentes tipos de linha tumoral. As linhas
HCT-15 (30,69 £+ 6,29 uM) e HeLa (41,88 + 3,44 uM) apresentaram-se como as mais
sensiveis ao efeito citotdxico do 3-BP, por sua vez as linhas tumorais que apresentaram
maior resisténcia ao composto foram as linhas de cancro oral SCC09 (> 150 uM) e
SCC25 (> 300 uM) e as SK-BR-3, de adenocarcinoma de mama (458,1 + 28,6 uM).
Contudo, podemos ainda salientar que as linhas tumorais MDA-MB-231 de
adenocarcinoma de mama e HT-29 de adenocarcinoma colorretal apresentaram valores
de ICs superior as restantes linhas tumorais, (considerando um ICso > 100 uM), o que
demonstra maior resisténcia ao 3-BP comparativamente as diversas células tumorais em
estudo. Em relacdo ao adenocarcinoma de mama e colorretal podemos afirmar que as
linhas tumorais apresentaram valores de I1Cs, bastante dispares dentro do mesmo tipo de
cancro. Este facto pode indicar que estas linhas apesar de pertenceram ao mesmo tipo de
cancro, apresentam comportamento diferente entre si, indicando variabilidade celular.
Porém, as linhas de adenocarcinoma hepatocelular apresentaram valores de ICsy muito
proximos, podendo-se colocar a hipotese de que as linhas Hep G2 e Hepa 1-6 possam
apresentar o mesmo tipo comportamento celular, nomeadamente no que diz respeito ao
metabolismo celular e aos alvos do 3-BP. No entanto, para se poder concluir se isso era
geral para linhas de cancro hepético, ter-se-ia que incluir um maior numero de linhas no
estudo, para ver se seria tipico do tipo de cancro em si, ou se apenas se tratava de um

fenomeno limitado a algumas dessas linhas.

E de salientar que foi publicado na literatura um estudo com recurso as Hep G2, de
adenocarcinoma hepatocelular, em que determinaram o efeito do 3-BP, sendo o valor de
ICso obtido nesse trabalho consideravelmente superior ao aqui apresentado. Nesse
estudo foi utilizado no entanto um outro método para a avaliagdo do efeito citotoxico do
composto, o ensaio de MTT. Este ¢ um método colorimétrico indireto que avalia a

atividade metabolica das células, medindo o produto formado por desidrogenases
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mitocondriais de células metabolicamente ativas ou viaveis (77). O ICsy determinado
nesse estudo foi de 238,9 = 13,9 uM com um periodo de exposicao de 48 horas (78). No
nosso trabalho, as células foram expostas ao composto durante 16 horas, tendo-se
obtido um valor de 1Cs5y=82,99 +8,09 uM. Esta discrepancia de valores pode ser
justificada pelo método utilizado e pela proveniéncia da linha celular. Na literatura esta
ainda descrito um outro estudo com uma linha celular utilizada no presente trabalho.
Nesse estudo foi utilizada a linha tumoral HT-29 para ensaios de viabilidade com o 3-
BP, recorrendo igualmente ao ensaio de MTT. O ensaio decorreu por 24 horas e o valor
de ICsp ronda os 160 uM (72). Os nossos resultados advieram do ensaio de SRB, e
exibiram valores de ICsode 126,47 + 15,11 uM. Neste caso, o resultado deste trabalho ¢
da mesma ordem de grandeza do valor publicado, podendo a pequena diferenga
encontrada justificar-se pelo diferente método utilizado na determinacdo da viabilidade
celular ou pela diferente proveniéncia da linha celular. Relativamente as restantes linhas
celulares, nomeadamente para o carcinoma oral, ndo hé estudos publicados referentes a
acdo do 3-BP nessas linhas, sendo este estudo o primeiro a avaliar tal efeito. As linhas
de adenocarcinoma de mama e de glioblastoma foram analisadas pelo grupo de trabalho

do laboratdrio e sdo frequentemente seu objeto de estudo.

3.2. AVALIACAO DA EXPRESSAO DAS PROTEINAS MCTI1 E
MCT4

Os MCTs sao proteinas que desempenham um papel fundamental no fenétipo glicolitico
das células tumorais, € no modelo de simbiose entre as células mais oxidativas e mais
glicoliticas presentes no tumor. Adicionalmente, podem ter um papel chave na acdo do
3-BP em células tumorais, sendo a sua porta de entrada. De modo a avaliar a expressao
do MCT1 e MCT4 nas diferentes linhas celulares tumorais analisadas, procedeu-se a
técnica de Western-blot. Foram utilizados extratos proteicos a partir de culturas sem
qualquer tratamento, de forma a avaliar a expressdo basal destes transportadores. A
expressao dos MCTs foi avaliada nas linhas de adenocarcinoma de mama (MCF-7,
MDA-MB-231, ZR-75-1 e SK-BR-3); carcinoma hepatocelular (Hep G2 e Hepa 1-6);
adenocarcinoma cervical (HeLa); glioblastomas (U251MG, U373MG e U87MQG);
adenocarcinoma colorretal (HT-29, HCT-15 e Caco-2) e carcinoma da cavidade oral
(SCCO09 e SCC25) (Figura 11, Tabela 9). A tubulina foi utilizada como controlo de
loading.
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Figura 11: Expressdo proteica do MCT1 e MCT4 avaliada por Western-blot em linhas celulares tumorais de
adenocarcinoma de mama, carcinoma hepatocelular, adenocarcinoma cervical, glioblastoma, adenocarcinoma
colorretal e carcinoma da cavidade oral. A) Resultados representativos da expressdo proteica de MCT1 e MCT4, em
condi¢des basais. B) Niveis de expressdo de MCT1 ¢ MCT4, em condi¢des basais, relativos as células controlo
(barras a preto - correspondente a linha que apresentou maior expressdo de cada uma das proteinas).Os resultados
representam os valores médios + D.P. de pelo menos duas experiéncias independentes. O significado estatistico foi

estimado pelo teste t-student: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005; ns: sem significado estatistico - significativamente

diferentes das células controlo.
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Todas as linhas tumorais utilizadas apresentaram expressdo dos transportadores MCT1
e MCT4, a excecdo da linha tumoral MDA-MB-231 que ndo apresentou expressao de
MCTI1, com a metodologia utilizada. A linha tumoral MDA-MB-231 ndo apresentou
expressdo da proteina, devido a uma metilagdo no promotor do gene MCTI1, que
bloqueou os niveis de expressao de MCT1 (79, 80). A tabela 9 apresenta igualmente os
valores de ICsy do 3-BP nas diferentes linhas celulares tumorais, de forma a analisar a

correlagdo existente entre a expressdo dos MCTs e a sensibilidade ao composto.

Tabela 9: Correlagdo entre os valores de ICsy ¢ a expressdo proteica das linhas tumorais. Para efeitos de
determinac@o de percentagem relativa de cada um dos transportadores nas diferentes linhas celulares, considerou-se

como controlo (100% de expressdo) a linha que apresentava maior expressio de cada transportador, respetivamente.

Expressao proteica (%)

Linha tumoral ICsp (uM)

MCT1 MCT4
Caco-2 93,33+ 5,21 73,90 + 3,40 61,68 + 4,34
HT-29 126,47 + 15,11 64,11 + 2,02 75,97 £ 1,13
HCT-15 30,69 + 6,29 65,91 + 2,01 74,03 £+ 3,30
HeLa 41,88 £3,44 51,67 + 0,93 30,41 + 1,45
Hepa 1-6 89,33 + 3,86 75,32 + 3,70 88,56 + 3,83

Hep G2 82,99 £ 8,09 87,28 + 3,10 100,00
U251IMG 95,72 + 7,43 64,71 + 0,66 12,97 £ 0,76
U373MG 64,71 £ 7,01 40,41 £1,57 97,22 + 1,47
USTMG 65,92 + 6,95 33,98 + 0,96 25,81 + 0,34
SK-BR-3 458,1 £28,6 75,59 + 4,24 95,11 + 2,94
MCF-7 84,6 = 15,40 77,75 + 2,86 89,01 + 3,72
ZR-75-1 55,7+ 1,50 65,40 + 0,21 85,72 +1,98
MDA-MB-231 148,6 + 28,1 0,00 87,65 + 3,40
SCC09 > 150 100,00 74,57 + 4,41
SCC25 >300 89,92 + 4,49 72,27 + 4,15

As proteinas MCT1 e o MCT4, quando presentes na membrana plasmatica da célula,
tém como funcdo o efluxo de lactato, produto final da via glicolitica, por meio de um
simporte com protdes, sendo assim responsaveis pela acidificagdo do meio extracelular,
caracteristico do microambiente tumoral (17). A expressdo destas proteinas ao nivel da

membrana plasmatica pode ainda estar associada ao efeito toxico do 3-BP em diferentes
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tipos de linhas tumorais, uma vez que diversos estudos apontam para que sejam estes
transportadores o mecanismo de entrada do composto na célula. Todas as linhas
tumorais utilizadas apresentaram expressdo dos transportadores MCT1 e MCT4, a
excecdo da linha tumoral MDA-MB-231 que ndo apresentou expressdo de MCT1, com
a metodologia utilizada. A linha tumoral MDA-MB-231 ndo apresentou expressdao da
proteina, devido a uma metilacdo no promotor do gene MCT1, que bloqueou os niveis
de expressdo de MCT1 (79, 80). A tabela 9 apresenta igualmente os valores de ICsy do
3-BP nas diferentes linhas celulares tumorais, de forma a analisar a correlagdo existente

entre a expressao global dos MCTs e a sensibilidade ao composto.

Os niveis de expressdo de MCTI1 revelaram ser significativos em todas as linhas
tumorais, a exce¢do das MDA-MB-231, mas principalmente nas linhas de cancro oral e
de figado. A linha U87MG exibiu niveis de expressdo mais reduzidos tanto para o
MCT1, como para o MCT4. De acordo com a funcdo descrita dos MCT1 e MCT4 no
possivel transporte de 3-BP (57), as linhas com maior resisténcia ao 3-BP deveriam
apresentar baixa expressdo destes transportadores. Contudo, as células tumorais que
apresentaram maior valor de ICso (SCC09 e SCC25 de carcinoma da cavidade oral, SK-
BR-3 de cancro de mama e HT-29 de adenocarcinoma colorretal), logo maior
resisténcia ao 3-BP, apresentaram valores significativos da expressdo quer do MCT]1,
quer do MCT4. A excecdo foi a linha MDA-MB-231, que apesar de ter um valor
elevado de ICsy, ndo apresenta expressao do MCT1 devido a metilagdo no seu promotor,
tal como foi referido. Ja a linha tumoral Hep G2, de carcinoma hepatocelular, que
representa uma linha com mais sensibilidade ao 3-BP que as anteriores, revelou ser a
linha que expressa niveis de MCT4 mais elevados, apresentando também elevada
expressdo de MCTI1. As linhas tumorais com os valores mais reduzidos de ICsy,
apresentando assim maior sensibilidade ao 3-BP, foram as HCT-15 de adenocarcinoma
colorretal e HelLa de adenocarcinoma cervical, as quais apresentaram expressao

intermédia quer de MCT1 como de MCT4.

Os resultados obtidos apds a avaliagdo dos niveis de expressao do MCT1 e MCT4 ndo
foram assim de encontro ao que era esperado, ndo se tendo verificado uma associagao
direta dos niveis de expressdo de MCTs com o efeito citotéxico do 3-BP. Porém, essa
correlacdo s6 se devera verificar se 0 MCT1 e o MCT4 estiverem ambos presentes na

membrana plasmatica da célula tumoral e com a sua atividade normal (17), pelo que
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essa discrepancia podera ser justificada por uma diferente atividade das proteinas ou
localizagdo ao nivel da membrana plasmatica. No presente trabalho ndo foram
realizados estudos de localizagdo celular, onde poderiamos investigar a localizagdo das
proteinas MCT1 e MCT4 nas diferentes linhas. Estudos anteriores do nosso laboratorio
demonstraram que a linha tumoral SK-BR-3 de adenocarcinoma de mama, com bastante
resisténcia ao 3-BP, apresentou elevada expressdo de MCT1, mas essencialmente ao
nivel do citoplasma e nd3o ao nivel da membrana plasmatica, apresentando assim a
fun¢do de transportador comprometida (76). Assim, justifica-se o facto de apesar de esta
linha apresentar uma expressdo significativa de MCTI1, mostrar também elevada
resisténcia ao 3-BP, uma vez que possui menor numero de moléculas MCT1 capazes de
transportar o 3-BP através da membrana plasmatica. Pelo contrario, a linha tumoral ZR-
75-1, de adenocarcinoma de mama, mais sensivel ao efeito citotoxico do 3-BP, com um
valor reduzido de ICs, apresentou maior expressao de MCT1 e MCT4 ao nivel da
membrana plasmadtica, conforme avaliado por imunocitoquimica, apesar de ao nivel da
expressao global isso ndo ser notério nos ensaios de Western-blot. Este facto pode
justificar a elevada captagdo de moléculas de 3-BP, através dos MCTs expressos na
membrana. A linha tumoral MDA-MB-231 de adenocarcinoma de mama, que
apresentou elevada resisténcia ao 3-BP, indicou auséncia de niveis de expressdo de
MCTI (pela metilagdo no promotor no gene MCT1), porém observaram-se niveis de
expressao significativos de MCT4. Esta elevada resisténcia ao 3-BP pode ser justificada
ndo so pela auséncia de MCTI1, mas também pelo facto do transportador MCT4
localizar-se ndo s6 na membrana plasmatica, mas também no citoplasma. Assim, ¢
reduzido o nimero de moléculas de MCT4 capazes de captar o 3-BP para o interior da
célula tumoral. Consequentemente, ¢ apesar da elevada expressdo de MCT4, a célula
tumoral apresenta elevada resisténcia ao composto, tendo em conta que a auséncia de
MCT]1 também contribui para essa resisténcia. Foram ainda realizados ensaios no nosso
laboratorio com a linha tumoral HeLa, de adenocarcinoma cervical, a qual se apresentou
como uma das linhas com maior sensibilidade ao 3-BP e com uma expressao intermédia
de MCT1 e MCT4. O grupo de trabalho demonstrou, por imunocitoquimica que a linha
tumoral HeLa apresentou expressdo significativa dos MCTs, principalmente do MCT1
ao nivel da membrana plasmatica. O aumento de sensibilidade ao 3-BP estaria
relacionado com a elevada expressdo de MCT1 e MCT4 na membrana plasmatica, pelo
que existiria um maior numero de moléculas de MCTs responsaveis pelo influxo de 3-

BP.
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A figura 12 apresenta os resultados de imunocitoquimica realizados para as linhas de
cancro de mama (ZR-75-1, SK-BR-3, MCF-7 ¢ MDA-MB-231) e HelLa, no nosso
laboratorio. Assim a discrepancia observada entre expressdo dos MCTs e sensibilidade
ao 3-BP pode ser justificado por uma diferente atividade das proteinas ou localizag@o ao
nivel da membrana plasmatica, visto que ndo foram realizados ensaios de localizagdo

celular para as proteinas, em todas as linhas em estudo.

MCT1

MCT4

Figura 12: Analise por Imunocitoquimica da expressdo das proteinas MCT1 e MCT4, em diferentes linhas celulares.

A correta expressdo e atividade do transportador MCT1 e MCT4 na membrana
plasmatica dependem da atividade de uma proteina auxiliar (chaperona), a CD147 (81).
Assim, € necessaria a completa funcionalidade da CD147 para a correta localizacdo e
atividade dos MCTs na membrana plasmatica. Esta proteina auxiliar além de atuar
como chaperona do MCT1 e MCT4, também induz a atividade de metaloproteinases,
tendo como consequéncia a proliferacdo e invasdo do tumor (35, 82). A expressao e
atividade desta proteina ndo foram estudadas no presente trabalho, mas poderdo estar
relacionadas com as discrepancias observadas entre a expressdo global dos MCTs e a

sensibilidade das diferentes linhas tumorais ao 3-BP.

3.3. GENOTIPAGEM DO POLIMORFISMO T1470A DO GENE
MCTI1

As células tumorais apresentam elevadas taxas glicoliticas, e os MCTs desempenham
um papel fundamental no seu metabolismo (7). Conforme referido anteriormente, a
presenga de polimorfismos nestas proteinas pode levar a alteracdes na sua atividade.

Assim pretendeu-se genotipar as linhas tumorais em estudo para os polimorfismos
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T1470A (presente no gene MCT1) e C44T (presente no gene MCT4) e verificar se
existe uma correlagdo entre o genotipo das linhas tumorais relativamente a estes

polimorfismos, a expressdo do respetivo MCT e o efeito citotdxico do 3-BP.

Relativamente ao gene MCT1, o polimorfismo que escolhemos para ser genotipado foi
0 T1470A (que provoca a troca de uma timina (T) por uma adenina (A) na posi¢do 1470
do gene, levando a substitui¢do do dcido aspartico, na posicao 490, por acido glutdmico
(Asp490Glu)). Para a genotipagem deste polimorfismo utilizou-se DNA gendémico
(DNAg) das linhas celulares tumorais em estudo (adenocarcinoma de mama, carcinoma
hepatocelular, adenocarcinoma cervical, glioblastomas, adenocarcinoma colorretal e
carcinoma da cavidade oral), que foi analisado por Restriction Fragment Length

Polymorphism (PCR-RFLP) e High Resolution Melt (HRM).

3.3.1. ANALISE DO POLIMORFISMO T1470A POR PCR-
RFLP

A genotipagem do polimorfismo T1470A através da técnica de PCR-RFLP, consistiu na
amplificagdo de um fragmento de 123 bp contendo a zona do polimorfismo,
submetendo, de seguida, o produto obtido a restricdo enzimatica com a enzima Bccl. A
amplifica¢do deste fragmento foi também realizada num plasmideo comercial contendo
o DNA complementar (DNAc) do gene MCT1 normal (sem polimorfismo), que serviu
de controlo na analise da digestdo enzimatica. Apds a digestdo, os fragmentos obtidos
foram analisados por eletroforese em gel de agarose 2%. A presenca do polimorfismo
no gene leva a eliminagdo do local de reconhecimento da enzima de restricdo Bccl.
Dessa forma, no caso de um gendtipo homozigota mutante (AA), a enzima nao digere o
fragmento amplificado por PCR, sendo o fragmento obtido ap6s RFLP igual ao produto
de PCR, apresentando 123 bp. Para um gendtipo homozigota normal (TT), apds a
digestdo com a enzima, obtém-se duas bandas, uma correspondente a 75 bp e a outra
correspondente a 48 bp, resultantes da digestdo do fragmento amplificado no local de
restri¢do. Por sua vez, no caso de heterozigotia (TA) sera esperado, apos o RFLP, um
fragmento de 123 pb correspondente ao alelo mutado e dois fragmentos de 75 pb e 48

pb, correspondentes ao alelo normal. A figura 13 mostra um esquema representativo dos
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fragmentos, e respetivos pesos moleculares, apds digestdo enzimdtica, para cada
genotipo.

De forma a comparar os resultados obtidos por PCR-RFLP, as linhas tumorais foram
também genotipadas por HRM. Os resultados obtidos pelas duas técnicas coincidiram e

estdo indicados na sec¢do seguinte (3.3.2.), na tabela 10.

PCR RFLP

123 bp

75 bp

48 bp

Figura 13: Representacdo esquematica da analise eletroforética dos produtos de PCR-RFLP com a enzima Bccl,
correspondentes aos diferentes gendtipos para o polimorfismo T1470A presente no gene MCTI1. A posicdo 1
corresponde ao produto de PCR; nas posi¢des 2, 3 e 4 esquematizam-se os resultados do PCR-RFLP de linhas

celulares com os genotipos TT, TA e AA, respetivamente.

3.3.2. ANALISE DO POLIMORFISMO T1470A POR HRM

A metodologia de HRM possibilita, tal como o PCR-RFLP, a genotipagem de
polimorfismos, através da detecdo da presenca ou auséncia de Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs). Esta técnica foi usada como alternativa complementar a
metodologia anterior por ser uma ferramenta mais precisa € menos morosa, visto que
ndo ¢ realizado o passo de digestdo enzimatica (RFLP). Como o HRM permite obter
resultados finais semelhantes aos conseguidos pela metodologia anterior, e de forma a
confirmar os resultados obtidos por PCR-RFLP, foram validos os dois métodos de
genotipagem. A metodologia de HRM, baseia-se na analise do gendtipo, através da

analise do perfil de melting do produto de PCR contendo a zona do polimorfismo. O
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HRM gera perfis de curvas de melting de cada amostra de DNAg, sendo possivel a
distingdo entre cada gendtipo, devido a cada um dar origem uma curva de melting
diferente. Amostras homozigotas para a mutagdo, heterozigotas e o plasmideo MCT]1
(homozigota normal), previamente identificadas por PCR-RFLP, foram incluidas em
cada ensaio de HRM, de forma a aumentar o grau de confianga e a poder atribuir o
respetivo genotipo a cada grupo. Os resultados obtidos para uma andlise de HRM deste

polimorfismo encontram-se na figura 14.
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Figura 14: Resultados da analise da curva de melting do DNAg, para a amplificagdo de uma regido de 123 bp,
contendo o polimorfismo T1470A presente no gene MCT1. A verde encontram-se os homozigotas mutantes, a
vermelho os homozigotas normais e a azul os heterozigotas (genotipos atribuidos com um grau de confianca

compreendido entre 95 e 100).

As curvas de melting sdo construidas com base na emissdo de sinais de fluorescéncia,
que ocorrem através da incorporacdo de um fluorocromo que se incorpora na cadeia
dupla de DNAg. Neste tipo de andlise, as amostras foram expostas a temperaturas de
95°C que conduziram a desnaturagdo do DNA. Quando as cadeias de DNAg iniciaram o
processo de desnaturagdo, a fluorescéncia emitida comegou a diminuir, permitindo que
se conseguisse registar as diferencas entre as amostras, devido a substituicdo
nucleotidica. Finalmente, efetuou-se a analise num software adequado (“Precision Melt
Analysis™ Software”), que agrupou automaticamente as curvas semelhantes em grupos
que representaram os diferentes genotipos. O polimorfismo T1470A (substituicdo
nucleotidica de T por A), levou a um aumento da temperatura nos perfis homozigotas
mutantes. Os nucledtidos C-G encontram-se ligados por trés pontes de hidrogénio,
contrariamente aos nucledtidos A-T, que estdo ligados por apenas duas pontes. No

polimorfismo em estudo, a troca de nucledtidos de T-A, ndo provoca alteragdo no
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nimero de pontes de hidrogénio. Desta forma, o polimorfismo T1470A (que ¢ de rara
frequéncia) ¢ considerado de dificil genotipagem. No entanto, as amostras previamente
genotipadas através do PCR-RFLP, assim como o plasmideo contendo o DNAc do
MCT]1 serviram como controlo para determinar a temperatura especifica dos diferentes
genotipos. Verificou-se que o produto amplificado do gendtipo AA (homozigota para a
mutacdo) apresentou uma temperatura de melting de 80,60°C (representado a verde na
figura 14). O alelo TT (homozigota normal) apresentou uma temperatura de melting de
80,20°C (representado a vermelho na figura 14). Os heterozigotas contém ambos 0s
alelos, formando heteroduplexes, dando origem a uma curva diferente (representado a
azul na figura 14) e a uma temperatura de melting intermédia. Os resultados obtidos
para a genotipagem do polimorfismo T1470A encontram-se apresentados na tabela 10,

juntamente com o valor de ICso de cada linha tumoral.

Tabela 10: Genotipagem do polimorfismo T1470A presente no gene MCTI1, nas linhas celulares tumorais,

determinada por PCR-RFLP e HRM, e o respetivo valor de ICs, do 3-BP.

Linha tumoral ICsp (uM) Genétipo (Polimorfismo T1470A)
MCF-7 84,6 = 15,40 Heterozigota (TA)
MDA-MB-231 148,6 28,10 Homozigota normal (TT)
ZR-75-1 55,7+ 1,50 Heterozigota (TA)
SK-BR-3 458,1 £28,6 Homozigota mutante (AA)

Hep G2 82,99 + 8,09 Heterozigota (TA)
Hepa 1-6 89,33+ 3,86 Homozigota mutante (AA)
HeLa 41,88 +3,44 Heterozigota (TA)
U251IMG 95,72 + 7,43 Heterozigota (TA)
U373MG 64,71 = 7,01 Heterozigota (TA)
USTMG 65,92 + 6,95 Heterozigota (TA)
HT-29 126,47 + 15,11 Homozigota normal (TT)
HCT-15 30,69 £ 6,29 Homozigota normal (TT)
Caco-2 93,33 £5,21 Heterozigota (TA)
SCC09 > 150 Homozigota normal (TT)
SCC25 > 300 Homozigota normal (TT)

Os genotipos obtidos por HRM para o polimorfismo T1470A foram concordantes com

os genotipos obtidos através da técnica PCR-RFLP, realizada por digestdo enzimatica.
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O polimorfismo T1470A leva a um decréscimo da atividade da proteina, diminuindo o
transporte do lactato através do transportador MCT1 (50). O 3-BP entra na célula
através de transportadores especificos, nomeadamente o MCT1. Se este possui o
polimorfismo T1470A ird apresentar provavelmente uma menor atividade para o
transporte dos seus substratos, nomeadamente para o 3-BP. Isso pode levar a um menor
influxo de 3-BP na célula, e consequentemente a uma diminui¢do da sua agdo anti-
tumoral. Deste modo, para as células tumorais em que o MCTI apresente o
polimorfismo, poderd ser necessdrio uma maior concentracdo de 3-BP para atingir a
mesma citotoxicidade apresentada por células tumorais que apresentem o MCTI1
normal. Assim, podemos esperar que o valor de ICsy nas células portadoras do genotipo
AA seja mais elevado do que nas células com gendtipo AT e estas do que as que

apresentem MCT1 com genétipo normal (TT).

Perante este estudo, observou-se que as linhas SK-BR-3 e Hepa 1-6 apresentaram
genotipo homozigota mutante para o polimorfismo T1470A, o que poderia levar a uma
diminui¢do do efluxo do lactato através do MCT1. A linha tumoral SK-BR-3 apresenta-
se como uma das linhas tumorais com maior resisténcia ao 3-BP (458,1 + 28,6 uM),
considerando o seu genotipo concordante com o seu valor de ICsy. No entanto, a linha
tumoral Hepa 1-6, que também expressa um genotipo de homozigota mutante, apresenta
um valor de ICs) relativamente baixo comparativamente as restantes linhas celulares e
semelhante a outra linha celular de cancro hepatico. Este resultado pode indicar que
existem outras moléculas responsaveis pela captacdo do 3-BP para o interior da célula
tumoral, nomeadamente os transportadores de acidos monocarboxilicos com transporte
de sodio acoplado (SMCTs) ou o MCT4 (83). As linhas tumorais MCF-7, ZR-75-1, Hep
G2, HeLa, U251MG, U373MG, U87MG e Caco-2, apresentaram genotipo heterozigota
(TA), concordante com valores de ICs, intermédio dentro do grupo de linhas em estudo.
As linhas tumorais HT-29 e HCT-15 de adenocarcinoma colorretal, exibiram gendtipo
homozigota normal, o que sugeria que as c€lulas deveriam apresentar maior atividade
de MCT1. No entanto, através do ensaio de Western-blot realizado neste estudo, foi
observado que ambas as linhas de adenocarcinoma colorretal apresentaram niveis
relativamente baixos de expressdo de MCTs. Este facto pode sugerir que existe outro
fator que possa ser responsavel pela regulacdo da expressio dos MCTs, ou que o
polimorfismo possa afetar ndo a expressdo do transportador, mas sim a sua atividade.

No caso da linha celular HCT-15 o gendtipo estd correlacionado com uma maior
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sensibilidade ao 3-BP, como esperado, mas o mesmo nio se passa com a linha HT-29, o
que nos mostra novamente a pluralidade de fatores que poderdo estar envolvidos neste

Processo.

As linhas tumorais SCC09 e SCC25 de adenocarcinoma da cavidade oral apresentam
genotipo homozigota normal, apesar de representarem as linhas tumorais mais
resistentes ao efeito do 3-BP, com valores de ICsp > 150 uM e ICsy > 300 uM,
respetivamente.  Apesar da elevada resisténcia ao composto, observou-se que
apresentaram elevada expressdo de MCTs e o gendtipo que a partida levaria a uma
maior atividade do transportador. Este resultado pode ser justificado por alguma
disfung@o na chaperona CD147, que se possuir algum defeito na sua funcionalidade,
pode afetar a captagdo de 3-BP pelos MCTs. A discrepancia pode ainda ser explicada
pelo facto de nestas linhas as proteinas alvo do 3-BP poderem apresentar expressiao

alterada (como por exemplo a hexocinase II (HK II)).

O polimorfismo T1470A nao tem qualquer influéncia no transporte de lactato para a
linha tumoral MDA-MB-231. Nem este polimorfismo, nem qualquer outro que esteja
localizado no gene MCTI, devido ao facto desta linha ndo apresentar expressdo da
proteina MCT1. A linha tumoral MDA-MB-231 sofreu uma metilagdo numa regido do

seu gene, que bloqueou os niveis de expressao da proteina MCT1 (79, 80).

3.4. GENOTIPAGEM DO POLIMORFISMO C44T DO GENE
MCT4

O polimorfismo C44T presente no gene MCT4 (responsavel pela troca de uma citosina
(C) por uma timina (T) na posi¢do 44 do gene) leva a substitui¢do de alanina, na posi¢ao
44 por valina (Alal5Val), e localiza-se na parte N-terminal da proteina (37). Para a
genotipagem do polimorfismo C44T utilizou-se DNAg de linhas celulares tumorais em
estudo (adenocarcinoma de mama, carcinoma hepatocelular, adenocarcinoma cervical,
glioblastomas, adenocarcinoma colorretal e carcinoma da cavidade oral), que foi

analisado por PCR-RFLP ¢ HRM.
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3.4.1. ANALISE DO POLIMORFISMO C44T POR PCR-RFLP

A genotipagem do polimorfismo C44T através da técnica de PCR-RFLP, consistiu na
amplificacdo de um fragmento de 138 bp, contendo a zona do polimorfismo,
submetendo, de seguida, o produto obtido a restri¢do enzimatica com a enzima PpuM]I.
A amplificacdo deste fragmento foi também realizada num plasmideo comercial
contendo o0 DNAc do gene MCT4 normal, que serviu de controlo na andlise da digestdo
enzimatica. Apos a digestdo, os fragmentos obtidos foram analisados por eletroforese
em gel de agarose 2%. Na presenca do polimorfismo no gene, € introduzido um local de
restri¢do para esta enzima, pelo que no caso de um genotipo de homozigota mutante
(TT) obtém-se duas bandas, resultantes da digestdo do fragmento amplificado por PCR,
uma banda correspondente a 83 bp e a outra a 55 bp. A presenga de um gendtipo normal
(CC), leva a aboli¢do do local de reconhecimento da enzima de restricdo PpuMI. Deste
modo a enzima ndo digere o fragmento amplificado por PCR e o fragmento obtido apos
RFLP sera igual ao produto de PCR, apresentando 138 bp. Por sua vez, no caso de
heterozigotia (CT) sera esperado apds o RFLP um fragmento de 138 pb correspondente
ao alelo normal e dois fragmentos de 83 pb e 55 pb, correspondentes ao alelo mutado. A
figura 15 mostra um esquema representativo dos fragmentos e respetivos pesos

moleculares, apds digestdo enzimatica para cada gendtipo.

PCR RFLP

138 bp

83 bp

55bp

Figura 15: Representacdo esquematica da analise eletroforética dos produtos de PCR-RFLP com a enzima PpuMI,

correspondentes aos diferentes gendtipos para o polimorfismo C44T presente no gene MCT4. A posigdo 1
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corresponde ao produto de PCR; nas posi¢des 2, 3 e 4 esquematizam-se os resultados do PCR-RFLP de linhas

celulares com os genotipos CC, CT e TT, respetivamente.

De forma a comparar os resultados obtidos por PCR-RFLP, as linhas tumorais foram
também genotipadas por HRM. Os resultados obtidos pelas duas técnicas coincidiram e

estdo indicados na sec¢do seguinte (3.4.2.) na tabela 11.

3.4.2. ANALISE DO POLIMORFISMO C44T POR HRM

Amostras homozigotas para a mutagao, heterozigotas ¢ o plasmideo MCT4 (homozigota
normal), previamente identificadas por PCR-RFLP, foram incluidas em cada ensaio de
HRM de forma a aumentar o grau de confianga e a poder atribuir o respetivo gendtipo a
cada grupo. Os resultados obtidos para uma andlise de HRM deste polimorfismo

encontram-se na figura 16.
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Figura 16: Resultados da analise da curva de melting do DNAg, para a amplificacdo de uma regido de 138 bp,
contendo o polimorfismo C44T presente no gene MCT4. A verde encontram-se os heterozigotas, a vermelho os

homozigotas mutantes e a azul o homozigota normal (genotipos atribuidos com um grau de confianga compreendido

entre 95 ¢ 100).

O alelo T produz uma curva de melting diferente devido a substituicdo nucleotidica.
Uma vez que os nucledtidos C-G encontram-se ligados por trés pontes de hidrogénio,
enquanto os nucledtidos A-T estdo ligados por apenas duas pontes, o polimorfismo
C44T ¢ responsavel pela diminui¢do de pontes de hidrogénio, que serd observavel pela
diminui¢do da temperatura de melting. Assim, o polimorfismo responsavel pelo alelo T

leva a diminui¢@o da temperatura nos perfis homozigotas mutantes, quando comparados
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com os restantes gendtipos. Neste sentido, o produto amplificado de um gendtipo TT
(homozigota para a mutacdo) apresenta uma temperatura de melting de 85,20°C
(representado a vermelho na figura 16). O alelo CC apresenta uma temperatura de
melting de 85,40°C (representado a azul na figura 16). Os heterozigotas contém ambos
os alelos, formando heteroduplexes, dando origem a uma curva diferente (representado
a verde na figura 16) com uma temperatura de melting intermédia. Os resultados obtidos
para a genotipagem do polimorfismo C44T encontram-se apresentados na tabela 11,

juntamente com o valor de ICs de cada linha tumoral.

Tabela 11: Genotipagem do polimorfismo C44T presente no gene MCT4 nas linhas celulares tumorais determinada

por PCR-RFLP e HRM, ¢ o respetivo valor de ICs, do 3-BP.

Linha tumoral I1Csp (uM) Gendtipo (Polimorfismo C44T)
MCF-7 84,6 + 15,40 Homozigota normal (CC)
MDA-MB-231 148,6 + 28,10 Homozigota mutante (TT)
ZR-75-1 55,7+ 1,50 Homozigota mutante (TT)
SK-BR-3 458,1 £28,6 Homozigota mutante (TT)
Hep G2 82,99 + 8,09 Homozigota normal (CC)
Hepa 1-6 89,33 £ 3,86 Heterozigota (CT)
HeLa 41,88 + 3,44 Homozigota mutante (TT)
U251MG 95,72+ 7,43 Heterozigota (CT)
U373MG 64,71 £ 7,01 Homozigota mutante (TT)
USTMG 65,92 £ 6,95 Homozigota mutante (TT)
HT-29 126,47 £ 15,11 Homozigota normal (CC)
HCT-15 30,69 £ 6,29 Homozigota normal (CC)
Caco-2 93,33 £5,21 Homozigota mutante (TT)
SCC09 > 150 Homozigota mutante (TT)
SCC25 > 300 Homozigota normal (CC)

Os genotipos obtidos por HRM para o polimorfismo C44T foram concordantes com os

gendtipos obtidos através da técnica PCR-RFLP, realizada por digestdo enzimatica.

O polimorfismo C44T leva a uma potencial diminuicdo da atividade da proteina,
diminuindo o transporte do lactato através do MCT4 (37). O 3-BP entra na célula
através de transportadores especificos, nomeadamente o MCT4. Se este apresentar o

polimorfismo C44T, podera apresentar diminui¢do da atividade para o transporte dos
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seus substratos, nomeadamente o 3-BP. Este pode ter assim menor a¢do anti-tumoral em
células em que o MCT4 possua este tipo de polimorfismo. Para as células em que o
MCT4 seja portador do polimorfismo, poderd ser entdo necessario uma maior
concentragdo de 3-BP para atingir o mesmo grau de citotoxicidade comparativamente a
células tumorais que apresentem o MCT4 normal. Assim, o valor de ICsy nas células
portadoras do gendtipo TT devera ser mais elevado do que nas células que apresentem
genoétipo CT e este mais elevado que nas células contendo MCT4 com gendtipo normal
(CO).

Perante esta genotipagem, observou-se que as linhas tumorais MDA-MB-231, ZR-75-1,
SK-BR-3, HeLa, U373MG, U87MG, Caco-2 e SCCO09 apresentaram gendtipo
homozigota mutante (TT) para o polimorfismo C44T. As linhas tumorais SCC09 (ICs
>150 uM), SK-BR-3 (ICso = 458,1 + 28,6 uM) e MDA-MB-231 (ICso = 148,6 + 28,1
uM) apresentaram resisténcia ao 3-BP. Este facto justifica-se pela presenca do
polimorfismo C44T no transportador MCT4, que pode levar a menor atividade no
transporte de moléculas de 3-BP para a célula, impedindo a sua acdo anti-tumoral.
Porém, existem linhas tumorais que sdo portadoras do polimorfismo, mas nao
apresentam tanta resisténcia ao 3-BP, como por exemplo, as Caco-2, HeLa, U373MG,
U87MG e ZR-75-1, que exibiram um valor de ICsy inferior a 100 uM. Apesar de
apresentarem o polimorfismo, que diminui a atividade do MCT4 e consequentemente a
captacdo do 3-BP para o interior da célula tumoral, estas linhas estdo sensiveis a
citotoxicidade do composto, que podera ter sido transportado por outras permeases,
nomeadamente pelo MCTI1. As linhas tumorais Hepa 1-6 ¢ U251MG apresentaram
genotipo heterozigota (CT), concordante com valores de 1Csy intermédio dentro do
grupo de linhas em estudo. As linhas tumorais MCF-7, Hep G2, HT-29, HCT-15 e
SCC25 apresentaram genotipo homozigota normal (CC). As linhas tumorais SCC25
(ICs0> 300 uM) e HT-29 (IC50=126,47 = 15,11 uM) apresentaram elevada expressdo de
MCT4, mas contrariamente ao previsto, apresentaram simultaneamente elevada
resisténcia ao 3-BP. Isso talvez podera ser justificado por outros fatores, nomeadamente
disfun¢do ao nivel da chaperona CD147 ou alteragdes bioquimicas intracelulares ao

nivel dos alvos do 3-BP.

Apos a genotipagem dos polimorfismos T1470A e C44T presentes nos genes MCT1 e
MCT4 respetivamente, os dados obtidos através de PCR-RFLP ¢ HRM, poderiam ser
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confirmados por sequenciagdo. Esta técnica permite igualmente confirmar a
genotipagem, através do DNAg das linhas celulares tumorais do presente estudo. Tal
ndo foi no entanto realizado, devido a concordancia de resultados entre os dois métodos

utilizados no presente trabalho.

3.5. AVALIACAO DOS NIVEIS DE LACTATO EXTRACELULAR

As células tumorais recorrem ao “Efeito de Warburg”, desviando o piruvato do processo
oxidativo (8, 13). O piruvato ¢ convertido posteriormente a lactato, sendo exportado
para o exterior através dos MCTs, que sdo fundamentais para a sobrevivéncia das
células tumorais (13). Tomando como base os genotipos para os polimorfismos T1470A
e C44T de adenocarcinoma de mama e glioblastoma estudou-se a correlacdo entre a
concentra¢do extracelular de lactato (relacionado com a atividade dos MCTs) e a
presenca dos polimorfismos em estudo (Tabela 12). Dados obtidos do grupo de

trabalho.

Tabela 12: Concentrago extracelular de acido latico em culturas de células de adenocarcinoma de mama (MCF-7,
MDA-MB-231, ZR-75-1 e SK-BR-3) e glioblastomas (U251MG, U373MG e U87MQG), incubadas sem qualquer
tratamento. Os resultados foram normalizados para a biomassa total, dividindo a quantidade de acido latico total pela

densidade otica a 540 nm.

Linha Genotipo Concentracio de Gendtipo
tumoral ICs5¢ (uM) T1470A lactato C44T
MCF-7 84,6 £ 154 TA 33,37+ 6,16 cC

MDA-MB-231 148,6 £ 28,1 TT 57,0 + 1,63 TT
ZR-75-1 55,7+ 1,50 TA 30,0 £ 4,00 TT
SK-BR-3 458,1 28,6 AA 19,2 + 0,90 TT
U251MG 95,72 £ 7,43 TA 32,13 +5,09 CT
U373MG 64,71 £ 7,01 TA 21,13 +£2,78 TT
USTMG 65,92 £ 6,95 TA 30,35 £3,45 TT

As linhas tumorais que apresentaram um perfil de homozigota normal para os
polimorfismos T1470A e C44T possuem moléculas de MCT1 e MCT4, respetivamente,

com atividade normal. O efluxo de lactato é realizado normalmente através destes
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MCTs, de forma a ndo comprometer a sobrevivéncia das células tumorais. Porém, as
linhas que apresentaram um perfil de homozigota mutante para os polimorfismos
anteriormente referidos, possuem moléculas de MCT1 e MCT4 com atividade
diminuida (37, 50). Assim, o efluxo de lactato podera estar comprometido, sendo
esperado nesses casos uma menor concentragdo de lactato extracelular.

Para o polimorfismo T1470A presente no gene MCT1, verifica-se que que a linha SK-
BR-3, homozigota mutante, exibe a concentracdo mais reduzida de lactato extracelular.
Esta linha apresenta também o polimorfismo C44T no gene MCT4, o que esta de acordo
com uma menor atividade destes transportadores, o que se traduz numa maior
resisténcia ao 3-BP, tal como foi observado. No entanto, a linha MDA-MB-231, sem
expressao de MCT1 e com genotipo mutante de MCT4 apresenta um maior efluxo de
lactato, o que ndo seria esperado. Isso pode ser explicado no entanto, pelo metabolismo
altamente glicolitico desta linha, que conduz a uma elevada produgdo de acido latico e
consequentemente a uma maior exportacdo (84). Por sua vez, as células MCF-7
(heterozigota para o polimorfismo T1470A do gene MCT1 e com genotipo homozigota
normal para o polimorfismo C44T do gene MCT4) e ZR-75-1 (heterozigota para o
polimorfismo C1470T do gene MCTI1 e com gendtipo homozigota mutante para o
polimorfismo C44T do gene MCT4), apresentaram valores intermédios de lactato

extracelular.

No que diz respeito aos glioblastomas, verificou-se que as trés linhas apresentaram o
mesmo genotipo para o polimorfismo T1470A do gene MCTI1. A linha U373MG, de
genotipo homozigota mutante para o polimorfismo C44T do gene MCT4, apresentou
niveis mais reduzidos de acido latico extracelular, na ordem dos 20 pug, o que seria
esperado de acordo com esse gendtipo, mas 0 mesmo nio se observou com a linha
US7MG com o mesmo gendtipo. A linha U251MG, com gendtipo heterozigota,
apresentou valores idénticos aos da linha tumoral US7MG. No entanto, ¢ de considerar
que existem outras moléculas capazes de realizar o efluxo do lactato para além do
MCT4, nomeadamente o MCT]1. Este transportador, com uma expressdo ubiqua nos
tecidos (29), pode ser o responsavel pelos niveis elevados de lactato extracelular,
quando o MCT4 ¢ portador de um polimorfismo que diminui a sua atividade de efluxo
de lactato. Podemos no entanto verificar que a linha tumoral que apresenta
polimorfismos diminuidores de atividade em ambos os genes (linha tumoral SK-BR-3)

foi a que teve um menor efluxo de lactato, que pode de facto ser devido a menor
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atividade destes transportadores. Nos outros casos, ainda que um dos genes apresente o
polimorfismo podera ser compensado pela atividade do outro (com genotipo normal).

Podemos concluir que de forma geral, ndo se observou correlagdo entre a expressao
global dos MCTs, a presenga de polimorfismos nos genes destes transportadores e o
efeito antiglicolitico do 3-BP nas c€lulas tumorais. Apesar da importancia da funcao dos
MCTs na captagdo de moléculas de 3-BP para o interior da célula, os transportadores
podem n@o ser apenas os unicos na captagdo do composto, além de que a variabilidade
metabdlica e celular encontrada nos diferentes tipos de cancro podem contribuir para
estas discrepancias. De facto, podem existir outras moléculas responsaveis pelo
mecanismo de toxicidade do 3-BP, sendo necessarios mais estudos, conforme sera

indicado posteriormente na sec¢io das perspetivas futuras (sec¢io V).
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As células tumorais recorrem a glicolise aerdbia, processo também denominado “Efeito
de Warburg", para obten¢do de energia. Este tipo de metabolismo ¢ menos rentdvel
energeticamente para a célula tumoral, porém apresenta vantagens para a proliferacdo e
sobrevivéncia do tumor (6). As células tumorais apresentam elevada taxa glicolitica,
com consequente aumento da producdo de lactato, que tem de ser exportado para o
exterior da célula, de modo a evitar a acidose metabdlica. Os transportadores de acidos
monocarboxilicos (MCTs) s@o responsaveis pelo efluxo do lactato para o meio
extracelular e por manter o gradiente de pH entre o meio intracelular e o meio
extracelular (13, 29). Embora os transportadores de acidos monocarboxilicos 1 (MCT1)
e 4 (MCT4) estejam presentes nas membranas das células normais, existe indicagdo na
literatura do aumento da sua expressao nas células tumorais, devido a maior produgdo
de lactato e do seu consequente efluxo pela c€lula, estando o aumento da sua expressdo
relacionado com uma maior agressividade do tumor (39, 40). No entanto, estes
transportadores podem apresentar-se também como o "calcanhar de Aquiles" das células
tumorais, pois alguns estudos indicam que poderdo estar envolvidos no transporte de
compostos antitumorais para o interior das células, como ¢ o caso do 3-bromopiruvato
(3-BP) (57). Este ¢ um composto que inibe a proliferagdo das células tumorais,
impedindo a producdo de ATP celular, tanto ao nivel da glicdlise, como também da
fosforilagdo oxidativa (56). Assim, o nivel de expressdo e atividade dos MCTs, sera
determinante na agdo e toxicidade do 3-BP. Ao longo do tempo foram observadas
algumas condigdes que levam a alteragcdes na atividade destes transportadores,
nomeadamente a presenca dos polimorfismos T1470A (presente no gene MCTI1) e
C44T (presente no gene MCT4). O polimorfismo T1470A leva a uma diminuicao da
atividade do MCT1 e o polimorfismo C44T leva a uma potencial diminuicdo da
atividade do MCT4 (32, 37). Neste trabalho pretendeu-se avaliar o efeito citotdxico do
3-BP num painel alargado de linhas celulares tumorais e tentar correlacionar esse efeito
com a expressao e atividade dos MCTs, assim como com a presenga dos polimorfismos

anteriormente referidos.

Varios trabalhos tém descrito o efeito do 3-BP, centrando-se porém na sua maioria, num
tipo especifico de cancro. Neste trabalho foi analisado o efeito citotéxico do 3-BP num

painel alargado de linhas tumorais, representativo de varios tipos de cancro, incluindo
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de cancro oral, sobre o qual ndo havia ainda estudos relativos ao 3-BP. A andlise
efetuada permitiu verificar uma diferente sensibilidade ao composto nas diversas linhas
estudadas. As linhas tumorais que revelaram maior sensibilidade ao composto foram as
HCT-15 de adenocarcinoma colorretal e HeLa de adenocarcinoma cervical. Pelo
contrario, as linhas tumorais mais resistentes ao 3-BP foram as SCC09 e SCC25 de
carcinoma da cavidade oral, sendo que em ambas foi impossivel determinar o valor
exato de ICsy, devendo este ser superior a concentragdo maxima testada. Para além
destas, também as linhas tumorais SK-BR-3 e MDA-MB-231 ambas de
adenocarcinoma de mama e HT-29 de adenocarcinoma colorretal apresentaram valores
de ICsg superior as restantes linhas em estudo, demonstrando também maior resisténcia
ao 3-BP. Os resultados de viabilidade celular sugerem que as linhas de carcinoma
hepatocelular (HepG2 e Hepal-6), apresentam o mesmo tipo de comportamento celular,
quer ao nivel do seu metabolismo celular, assim como dos alvos do 3-BP, visto
exibirem valores de ICsyp muito proximos entre si. Pelo contrario, as linhas tumorais de
adenocarcinoma de mama e colorretal apresentaram valores de ICsy, muito dispares
dentro do mesmo tipo de cancro, podendo apresentar um comportamento distinto dentro
do mesmo tipo de adenocarcinoma. Os resultados apontam que, embora seja possivel
verificar uma resposta ao 3-BP semelhante em algumas linhas isoladas do mesmo tipo
de cancro (caso das linhas de cancro hepéatico ou oral), provavelmente indicando alguns
aspetos comuns no metabolismo dessas linhas, esse fendmeno ndo ¢ generalizado,
podendo existir tipos de cancro com resposta muito diferente nas linhas isoladas desse

tipo de tumor (caso das linhas de cancro de mama ou colorretal).

Encontra-se descrito que os MCTs estdo envolvidos no mecanismo de acdo do 3-BP,
sendo responsaveis pela captacdo do composto para o interior das células tumorais (57).
Todas as linhas em andlise apresentaram expressdo dos transportadores MCT1 e MCT4,
a excecdo da linha tumoral MDA-MB-231 que nao exibiu expressao de MCT1 (devido
a uma metilacdo no promotor do gene MCTI1). Os niveis de expressdo da proteina
MCT1 mostraram ser significativos em todas as linhas tumorais, principalmente nas
linhas de carcinoma da cavidade oral e de carcinoma hepatocelular. A linha US7MG de
glioblastoma revelou niveis de expressao mais reduzidos tanto ao nivel do MCT1, como
do MCT4. A expressdo de MCT1 e MCT4 ao nivel da membrana plasmadtica pode estar
associada ao efeito citotoxico do 3-BP em diferentes tipos de linhas tumorais (33, 76,

85). Porém, as linhas tumorais SCC09 e SCC25, SK-BR-3 ¢ HT-29 que apresentaram
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elevada resisténcia ao 3-BP, revelaram niveis de expressdo significativos de MCTI1 e
MCT4, uma vez que as linhas tumorais que demonstraram ser as mais sensiveis ao
efeito do 3-BP, nomeadamente HCT-15 e HelLa, revelaram niveis de expressdo mais
baixos ao nivel do MCT1 e do MCT4. Deste modo, perante a andlise dos niveis de
expressao dos MCTs, ndo podemos afirmar que existe uma associacdo direta entre os
niveis de expressdo das proteinas e o efeito citotdoxico do 3-BP. No entanto, ¢ de
salientar que esta correlacdo apenas se pode verificar se 0 MCT1 e MCT4 estiverem
localizados na membrana plasmatica da célula tumoral e com atividade normal (17). A
discrepancia observada nos niveis de expressdao de MCTs pode ser justificada por uma
diferente atividade e/ou expressdo das proteinas ao nivel da membrana, visto no nosso
trabalho ndo terem sido realizados estudos de localiza¢do celular. No entanto, estudos
anteriores do nosso grupo de trabalho indicaram que as linhas tumorais SK-BR-3 e
MDA-MB-231, que apresentaram maior resisténcia ao 3-BP, apesar de revelarem niveis
de expressdo significativos de MCT1 (SK-BR-3) e MCT4 (SK-BR-3 e MDA-MB-231),
essa expressdo era essencialmente ao nivel do citoplasma e ndo da membrana
plasmatica, o que pode comprometer a sua atividade de transporte do 3-BP (76). Pelo
contrario, a linha tumoral HelLa, de adenocarcinoma cervical que apresentou elevada
sensibilidade ao 3-BP e niveis de expressio de MCTl e MCT4 mais baixos,
comparativamente a outras linhas em estudo, apresentava maior expressdo destas
proteinas ao nivel da membrana plasmatica. Assim, podemos concluir que a
sensibilidade das linhas tumorais ao 3-BP, é dependente da expressdo e ainda da
localizacdo dos MCTs. A discrepancia dos niveis de expressdao de MCT1 e MCT4 em
relacdo ao efeito citotdéxico do 3-BP, pode assim ser justificada pela localizagdo e
atividade dos MCTs na membrana plasmatica, sendo que estas dependem da atividade
da chaperona CD147 (81). No entanto, neste trabalho ndo foi avaliada a expressdo nem

a atividade da CD147 para analisar esse efeito.

Estando o MCT1 e o MCT4, altamente expressos em células tumorais, o estudo dos
polimorfismos anteriormente referidos podera eventualmente ajudar a prever a resposta
a tratamentos quimioterapicos, embora apds validagdo em estudos futuros (43, 50). O
polimorfismo T1470A, presente no gene MCT]1, leva a um decréscimo da atividade da
proteina, e, consequentemente, a diminuicdo do transporte do lactato (32, 50). O
polimorfismo C44T, presente no gene MCT4, leva a uma potencial diminuicdo da

atividade da proteina, podendo também conduzir a um decrescimento do transporte de
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lactato para o microambiente (37). Visto que os MCTs sd@o responsaveis por mediar a
entrada do 3-BP nas células tumorais (57), os polimorfismos poderdo levar a uma
menor atividade do MCT1 e MCT4 para o transporte do composto, conduzindo a uma
diminui¢do da sua acdo antitumoral. A linha tumoral SK-BR-3 ¢ homozigota mutante
para ambos os polimorfismos, levando a uma diminuicdo do efluxo de lactato pelos
MCTI1 e MCT4. Esta linha ¢ uma das linhas tumorais com maior resisténcia ao 3-BP,
que ¢ explicada pela diminui¢do de atividade dos MCTs, considera-se o seu genotipo
concordante com o valor de ICsy. Ao inveés, as linhas tumorais HT-29, HCT-15 e SCC25
apresentam gendtipo de homozigotia normal para ambos os polimorfismos. As linhas
HT-29 e SCC25 apresentaram elevada resisténcia ao 3-BP, no entanto, dados obtidos
através de Western-blot revelaram elevada expressao de MCTs, estando de acordo com
o genotipo de homozigotia normal. A elevada resisténcia ao 3-BP pode ser explicada
pela disfuncdo da chaperona CD147, visto comprometer a localizagdo e consequente
efluxo de 3-BP pelos MCTs. O gendtipo da linha HCT-15 estd relacionado com uma
maior sensibilidade ao 3-BP, visto as proteinas MCT1 e MCT4 mostrarem atividade
normal. As restantes linhas tumorais apresentam genotipos que divergem de acordo com
o polimorfismo em causa. A linha tumoral Hepa 1-6 apresenta genotipo homozigota
mutante para o polimorfismo T1470A, ja a linha SCC09 apresenta homozigotia normal,
ambos ndo concordantes com o seu valor de ICsy. As linhas tumorais MDA-MB-231,
ZR-75-1, SK-BR-3, HeLa, U373MG, U87MG, Caco-2 e SCC09 apresentaram genotipo
homozigota mutante para o polimorfismo C44T, porém as linhas MCF-7 ¢ HepG2
revelaram homozigotia normal, concordante com os valores de ICsy. A genotipagem dos
polimorfismos T1470A e C44T ndo permitiu correlacionar de forma conclusiva o efeito
dos polimorfismos, a expressdo dos MCT1 e MCT4 e o efeito citotoxico do 3-BP nas
células tumorais. A auséncia de correlacio pode ser justificada pelo facto dos
polimorfismos nao afetarem a expressdo do transportador, mas apenas a atividade das
proteinas. Pode ainda ocorrer a expressdo alterada das proteinas alvo do 3-BP,
nomeadamente da hexocinase II (HK 1II), bem como a existéncia de outros
transportadores que também so responsaveis pela captacdo do 3-BP. Da mesma forma,
a variabilidade genética pode ser um entrave ao estudo dos polimorfismos, € por forma
a estudar a sua influéncia isoladamente, seria aconselhavel realizar uma analise

funcional dos polimorfismos.
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As células tumorais produzem lactato em concentragdes elevadas, sendo os MCTs
responsaveis pelo seu transporte para o microambiente tumoral, permitindo a
sobrevivéncia das células (13). Os polimorfismos T1470A e C44T conduzem a uma
diminuicdo do transporte de lactato, sendo a concentragdo deste dcido monocarboxilico
mais reduzida no meio extracelular, comparativamente com células que possuem MCTs
normais. A linha tumoral SK-BR-3 apresentou a concentragdo de lactato extracelular
reduzida, facto justificado pela homozigotia mutante para ambos os polimorfismos, que
resulta na menor atividade dos transportadores MCT1 ¢ MCT4. Porém, a linha MDA-
MB-231 demonstrou maior efluxo de lactato, embora ndo exiba expressao de MCT1 e
indique gendtipo mutante para o polimorfismo C44T (MCT4). Isto pode ser explicado
pelo seu metabolismo altamente glicolitico, conduzindo a uma elevada producgdo de
lactato e consequente exportagdo do mesmo (84). A linha tumoral U373MG, apresentou
niveis reduzidos de lactato extracelular, resultados explicados pela heterozigotia para o
polimorfismo T1470A e homozigotia mutante para C44T. As linhas tumorais MCF-7,
ZR-75-1, U87MG e U251MG revelaram valores intermédios de lactato extracelular,
justificados pela atividade alterada do MCT1 e MCT4. Nao foi possivel correlacionar a
presenca dos polimorfismos e a atividade da proteina, determinada neste caso através do
efluxo de lactato. A existéncia de outras moléculas responsaveis pelo efluxo de lactato
para além do transportador MCT4, nomeadamente o MCT1, pode justificar os elevados
niveis de lactato extracelular, visto que o MCT1 possui uma expressdo ubiqua nos
tecidos (29). E de salientar que o tipo de metabolismo que a célula apresenta, glicolitico
ou oxidativo, pode contribuir para o aumento ou diminui¢do da quantidade de lactato

extracelular.

Perante os objetivos do presente trabalho, podemos concluir que ndo se observou
correlag@o entre a expressao global dos MCTs, a presenca de polimorfismos nos genes
destes transportadores e o efeito citotoxico do 3-BP nas células tumorais. No entanto,
apesar da auséncia de correlacdo, este trabalho serviu para estudar o efeito citotdéxico do
3-BP num painel alargado de linhas celulares tumorais de diversos tipos de cancro. As
linhas tumorais SCC09 e SCC25 de carcinoma da cavidade oral revelaram-se como as
mais resistentes ao efeito citotoxico do 3-BP. Curiosamente, apresentaram elevada

expressao quer do MCT1, quer do MCT4. Pode-se entdo colocar a questdo se estes
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transportadores mantém ou ndo a sua atividade, ou se as proteinas alvo do 3-BP (por
exemplo, a HK II) sd@o expressas de igual forma nestas células. Este trabalho podera
resultar num importante passo a nivel terapéutico, sugerindo a utilizacdo do 3-BP em
varios tipos de carcinoma, nomeadamente em casos de dificil tratamento, como os

glioblastomas, que apresentaram elevada sensibilidade ao farmaco em estudo.
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Neste trabalho, avaliou-se a toxicidade do 3-bromopiruvato (3-BP) em diferentes linhas
tumorais e procurou-se correlacionar tal toxicidade com a expressdo proteica das
isoformas 1 e 4 dos transportadores de 4cidos monocarboxilicos (MCT1 e MCT4), uma
vez que sdo estas proteinas o principal mecanismo de entrada do composto nas células.
Foi também efetuada a genotipagem dos polimorfismos T1470A e C44T nos genes
codificantes do MCT1 e MCT4 respetivamente, nas linhas celulares tumorais estudadas.
Procurou-se correlacionar o gendtipo obtido com a expressdo do respetivo MCT, e
ainda com o efeito antiglicolitico do 3-BP nas linhas celulares de diferentes tipos de
cancro. Os resultados obtidos no trabalho fizeram surgir algumas questdes, que poderao
originar novas linhas de trabalho a desenvolver no futuro, de forma a complementar o

trabalho efetuado.

Linhas de pesquisas futuras:

1. Como foi referido na secc¢do anterior, ndo foi possivel estabelecer uma relagado
direta entre a toxicidade do 3-BP e a expressdo dos MCTs. No entanto, tal
correlagdo s6 se devera verificar se estas proteinas estiverem localizadas na
membrana plasmatica da célula tumoral (17). Como neste trabalho ndo foram
realizados estudos de localiza¢do celular ao nivel dos MCT1 e MCT4, sera
imprescindivel realiza-los no futuro, para averiguar se os MCTs estdo
localizados na membrana plasmatica e/ou num outro local da célula, nas linhas
tumorais. A localizag@o celular destas proteinas podera ser realizada através da
técnica de imunocitoquimica ou imunofluorescéncia, utilizando anticorpos

especificos para estas proteinas.

ii. A correta expressdo e atividade do transportador MCT1 e MCT4 na membrana
plasmatica dependem da atividade da chaperona CDI147 (81). Como neste
trabalho ndo foi avaliada a expressio nem a atividade da chaperona, as
discrepancias entre a expressao global de MCTs e o efeito citotdxico do 3-BP
nas linhas tumorais pode ser justificada pela disfun¢do da CD147. Deste modo,
seria importante avaliar a expressdo, localizagdo e atividade da mesma. Para a

avaliacdo da expressdo e localizacdo poderdo realizar-se a técnica de Western-
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blot e imunocitoquimica, respetivamente. Verificando a expressdo da CD147 nas
linhas celulares tumorais em estudo, a utilizacdo de técnicas de silenciamento
como RNA de interferéncia (RNAi) permitiria esclarecer a importancia da
atividade desta proteina na relocalizagdo dos MCTs na membrana plasmatica.
Alguns estudos mostram que o silenciamento desta proteina provoca uma
acumulacdo de lactato intracelular e expressdo do MCT1 e do MCT4 a nivel
perinuclear e citoplasmatico e ndo na membrana plasmadtica, mostrando a

relevancia da fun¢do da CD147 na atividade dos MCTs (81, 86).

Uma das causas da diferente acdo do 3-BP pode ser alteragdes na expressao da
hexocinase II (HK II), uma vez que se trata da principal proteina alvo do 3-BP
(67). Seria interessante avaliar a expressdo/atividade da HK II (através de
ensaios de Western-blot e determinac¢do de atividade enzimadtica, utilizando
extratos proteicos das linhas celulares tumorais em estudo), de modo a perceber
se a sua fungdo alterada pode levar a diminui¢do do efeito antitumoral do 3-BP.
Se a HK II tiver uma fungdo alterada pode ser essa a causa da discrepancia
observada entre a expressdo dos MCTs e a toxicidade do 3-BP em algumas

linhas celulares tumorais (por exemplo, nas linhas de cancro oral).

As diferentes linhas celulares tumorais estudadas apresentam variabilidade
genética, celular e metabodlica, podendo dessa forma existir diversos fatores que
podem influenciar quer a expressdo dos MCTs, quer a sensibilidade ao 3-BP.
Assim, no estudo funcional com linhas celulares tumorais torna-se dificil
estabelecer uma relacdo direta entre o genotipo dos MCTs, a sua expressdo e a
citotoxicidade do 3-BP, devido a possivel existéncia de multiplos fatores que
possam influenciar tal expressdo e toxicidade. Por exemplo, além dos
polimorfismos em estudo, podem existir outros polimorfismos nos genes em
analise, que podem também afetar a expressdo/atividade dos MCTs. A
toxicidade do 3-BP nas células em questdo pode também depender da expressido
de outras proteinas transportadoras responsaveis pela sua entrada na célula,
como pode ser o caso dos transportadores de sdédio acoplado a acidos
monocarboxilicos (SMCTs) ou do MCT2. Por outro lado, a atividade da
chaperona CD147, pode influenciar a expressao e atividade quer do MCT1, quer

do MCT4 e assim alterar o influxo do 3-BP pelos MCTs. Deste modo, para
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eliminar quaisquer davidas na influéncia externa no estudo dos polimorfismos
especificos, seria preferivel construir um sistema de expressdo heteréloga, como
por exemplo a levedura Saccharomyces cerevisiae. A andlise funcional dos
polimorfismos TI1470A e C44T presentes nos genes MCT1 e MCT4
respetivamente, por expressao heterdloga em Saccharomyces cerevisiae, poderia
representar uma forma de estudar os polimorfismos isoladamente. Para a analise
funcional seria necessdrio realizar a expressdo heterdloga do DNA
complementar (DNAc) dos MCT1 e MCT4 na presenca ¢ na auséncia dos
polimorfismos T1470A e C44T respetivamente, numa estirpe de Saccharomyces
cerevisiae com deficiéncia no transporte de lactato enddgeno (mutada no gene
codificante do transportador de lactato Jenl) (87, 88). No entanto, tendo em
conta que estas proteinas poderiam eventualmente ndo ser funcionais neste tipo
de organismo, também seria vantajoso a utilizagcdo de linhas tumorais, para a
analise funcional dos polimorfismos T1470A e C44T. Para essa andlise seria
necessario uma linha tumoral sem expressdao da proteina MCT1, para avaliagao
de polimorfismos no gene MCT1 por exemplo a linha MDA-MB-231 (apresenta
uma metilacdo no promotor do gene MCTI1, bloqueando os seus niveis de
expressao (79, 80)) e uma linha tumoral que ndo apresentasse expressdo da

proteina MCT4, para avaliagdo de polimorfismos no gene MCT4.

A realiza¢do de um estudo populacional com amostras de cancro versus amostras
saudaveis seria interessante para averiguar se a frequéncia dos gendtipos para os
polimorfismos presentes nos genes MCTs se encontra alterada. Para a realizagado
deste estudo, poderia ser necessario aumentar o numero de linhas tumorais para o
grupo de amostras de cancro, ou entdo, caso fosse possivel, utilizar amostras
clinicas (tecidos). No caso de ser possivel trabalhar com amostras histologicas de
doentes oncologicos, teria de se proceder a sua genotipagem, € posteriormente
comparar com uma populacdo controlo saudavel. Poder-se-ia ainda realizar um
estudo estatistico no caso dos pacientes para se analisar a influéncia do

polimorfismo na agressividade do tumor e na resposta ao tratamento.

A genotipagem de outros polimorfismos presentes nos genes MCT1 e MCT4
que possam levar a alteragdo da expressdo/atividade da respetiva proteina, seria

igualmente sugestiva, de forma a verificar se poderiam estar relacionadas com o
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ndo estabelecimento direto entre os genotipos referentes aos polimorfismos
estudados neste trabalho e a expressdo dos MCT1/4. Estd descrito que as
variantes -363-100C>G e -363-855T>C podem afetar a regulagdo da transcri¢do
de MCTI, sendo importante completar esta informa¢do com um ensaio
funcional (32). Na literatura, foram identificadas variagdes genéticas presentes
no gene MCT4, de entre as quais G55A (Gly19Ser), G574A (Vall92Met) e
G916A (Gly306Ser) colocaram duvidas aos autores em relagdo ao seu potencial
efeito negativo, sendo importante clarificar o efeito destes polimorfismos através
de ensaios in vitro (37). Adicionalmente, podia-se estudar polimorfismos em
genes que codificam para outros MCTs, nomeadamente o gene que codifica para
o MCT2 (50). Estd descrito que a variante rs995343/intrdo apresentou
associagdes negativas com a sobrevivéncia global (OS) e o intervalo livre de

recidiva (RFS) em doentes com cancro colorretal e do pulméao (43, 50).

Devido as linhas da carcinoma de cavidade oral apresentarem elevada resisténcia
ao 3-BP (apesar dos niveis de expressio de MCTs serem bastante
significativos), podemos colocar a hipdtese que este composto ndo apresenta
muita atividade neste tipo de cancro. Assim, sugere-se o estudo com outros
agentes antitumorais, de modo a verificar se estas linhas se comportam da
mesma forma perante outros compostos, nomeadamente outros agentes
antiglicoliticos, como por exemplo o iodoacetato (IAA) ou a 2-deoxiglucose (2-
DG). O TAA inibe seletivamente a enzima glicolitica desidrogenase do
gliceraldeido-3-fosfato, comprometendo o seu papel no metabolismo glicolitico
e a regulagdo da transcricdo. Adicionalmente, impede a ativacdo das proteinas
anti apoptdticas, levando a morte celular (65). A 2-DG compete com a glucose
no primeiro passo da glicdlise, sendo também fosforilada pela hexocinase 11, que
converte glicose a glicose-6-fosfato. Assim, a 2-DG ¢ convertida a
desoxiglucose-6-fosfato, uma molécula que ndo pode ser posteriormente
metabolizada, bloqueando a glicélise e a via das pentoses fosfato. Esta inibicao ¢
responsavel pela delecdo do ATP celular e consequentemente pela morte das
células, nomeadamente das células tumorais em hipdxia (89). O estudo destes
compostos permitird avaliar a sua atividade e toxicidade nas linhas tumorais em
estudo, principalmente naquelas em que o 3-BP mostrou um reduzido efeito

citotoxico, e nomeadamente no carcinoma da cavidade oral. Como alguns
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estudos efetuados pelo nosso grupo de trabalho sugerem que o TAA utiliza os
mesmos transportadores que o 3-BP (sendo ambos os compostos halo-derivados
de substratos naturais dos MCTs), sera particularmente interessante realizar os

estudos de toxicidade com este composto.
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