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Resumo

A caracterizacdo da expressao de transportadores cationicos tem sido alvo de estudo
devido a sua importancia como potenciais alvos de agentes terapéuticos com o objetivo de
inovar e criar novas e mais eficazes ferramentas no tratamento de tumores. O principal
objetivo deste projeto baseou-se na caracterizagdo dos niveis de expressdo dos
transportadores de aminoacidos catiénicos, CAT-1 e ATB® * em diversas linhas celulares
tumorais de varios tipos de tecido pela aplicacdo de anticorpos policlonais com
reconhecimento especifico para estes transportadores. Para atingir este objetivo foi
necessario inicialmente proceder a preparacgéo de culturas seguidas das quais foi efetuado o
teste de contaminacgéo por mycoplasma. De modo a alcangar o objetivo deste trabalho, foram
programados ensaios de extracado e quantificacéo dos niveis de expressao proteica para cada
uma das linhas celulares estudadas, assim como ensaios de Western-Blot para a verificacdo
da presenca de CAT-1 e ATB® *, resultando numa andlise qualitativa dos seus niveis de
expressdo. Nao foi possivel realizar tais ensaios devido ao término abrupto da fase
experimental deste trabalho. Ao avaliar estudos ja realizados ao nivel de expressao de outras
proteinas semelhantes, seria de esperar o aumento da expressao proteica dos
transportadores cationicos nas doze linhas celulares tumorais em estudo, através da utilizagéo

de anticorpos policlonais.

Palavras-Chave: Transportadores catiénicos, CAT-1, ATB? *, linhas celulares
tumorais.



Abstract

The characterization of the expression of cationic amino acid transporters has been
subject of study due to their importance as a target of therapeutic agents in order to innovate
and create new and more tools for tumors treatment. The main point of this project is to
characterize the expression levels of the cationic amino acid transporters, CAT-1 and ATB® *,
in several tumors cell lines of different types of tissue using polyclonal antibodies with
specificity to these transporters. To achieve this goal it was necessary to carry out the
preparation of cultures followed by mycoplasma contamination test. In order to achieve the
purpose of this work, it was performed tests for the extraction and quantification of protein
expression levels as well as Western-Blot tests to check the presence of CAT-1 and ATB%*. It
was not possible to perform these tests due to the abrupt end of the experimental phase of this
work. In order to predict the results of this study it was performed the analysis of several articles
already published related to the protein level expression of these amino acid transporters in
distinct tumors cell lines. It would be possible to predict the increase of the expression levels

of cationic transporters in the twelve cell lines in study, using the polyclonal antibodies protocol.
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Abreviaturas

Abs - Absorvancia

DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle Medium

FBS — Soro fetal bovino (fetal bovine serum)

PBS — Tampao fosfato salino (phosphate buffered saline)

PCR- Reagdo em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction)

SLC - Transportador de Soluto (solute carrier)

NO- Oxido Nitrico (nitric oxid)

TAAs- Transportadores de aminoacidos

GLUTs - Transportadores de Glucose (glucose transporters)

ODC - ornitina descarboxilase

eNOS - Oxido nitrico sintase endotelial (endothelial nitric oxide synthase)
Cit - citrulina

ASL - argininosuccinase liase

ASS - argininosuccinase sintetase

EGF - fator de crescimento epidérmico (epidermal growth factor)

TGFa - fator de crescimento transformador alfa (transforming growh factor alpha)
CRC - cancro coloretal (colorectal cancer)

HIF-1a — fator induzivel por hipéxia 1-alfa (hypoxia-inducible factor 1-alpha)
PI3K — fosfoinositideo 3-cinase (phosphoinositide 3-kinase)

SREBP1 - fator de transcricdo 1 ligado a elementos reguladores de esterol (Sterol
regulatory element-binding transcription factor 1)

TMs — Transmembranares
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. Introducéao

1. Cancro: Causas e estratégias terapéuticas

Atualmente, o cancro representa umas das principais causas de mortalidade, tratando-se
de uma doenca influenciavel por fatores ambientais, sociais e individuais. [1] Apesar da
instabilidade do genoma constituir um fator crucial para o desenvolvimento de cancro,
originando diversidade genética que acelera sua aquisi¢céo e inflamacéo, este compreende
diversas capacidades bioldgicas que se manifestam durante as varias etapas do seu
desenvolvimento tais como, a sustentacdo da sinalizagdo proliferativa, o bloqueio do
crescimento de supressores resistindo a morte celular resultando numa imortalidade
replicativa que consequentemente induz a angiogénese e a metastase do tecido tumoral.[2]
Devido a caréncia de terapias e diagndsticos o metabolismo do cancro tem sido alvo de estudo
de forma a desenvolver estratégias terapéuticas inovadoras e o aprimoramento das terapias
oncoldgicas atuais. Estes carecem de afinidade e especificidade para o tecido tumoral, tendo
como resultado efeitos secundarios indesejados em tecidos saudaveis. Desta forma, existe
um interesse particular na exploracdo de radio-marcadores de elevada especificidade,
constituindo um potencial para imagiologia ndo invasiva e terandstica do cancro.[3] A palavra
terandstica deriva do grego therapeia (terapia) e gnosis (conhecimento) e refere-se a
possibilidade de combinar um biomarcador como ferramenta de diagnéstico e
simultaneamente como agente terapéutico.[4] Este pode ser denominado por radiofarmaco.
E possivel combinar mdltiplas metodologias de imagem e funcbes terapéuticas, como o
direcionamento passivo e ativo para a terapia do cancro e libertacdo de farmacos que
respondem a estimulos (Util para terapias dependentes da temperatura e do pH).[5] Esta
forma de atuar permite efetuar o diagnéstico, a admnistragéo do farmaco e a monotorizacao
da resposta ao tratamento em simultdneo. Desta forma, torna-se possivel tragar um
tratamento adequado a cada utente. Através de um alvo molecular especifico num tumor o
agente terapéutico seria idealmente direcionado contra um recetor tumoral especifico.
[6][71[8][9][10] A maioria das células tumorais dependem da disponibilizacéo de nutrientes tais
como a glucose e alguns-aminoacidos, para a obtencdo de energia metabgdlica de forma a
permitir a répida proliferacéo celular.[11] Os tecidos quando recebem sinalizacdo de fatores
de crescimento (como por exemplo o epidermal growth factor — EGFR, diretamente envolvido
na proliferacéo celular, e o transforming growth factor alfa — TGFa) [14] aumentam a captura

de nutrientes, principalmente glucose e glutamina, satisfazendo os requisitos anabdlicos do
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crescimento e proliferacdo celular. Esta necessidade pode ser suportada a partir de varias
estratégias tais como: a producdo de fatores de crescimento, resultando numa proliferacéo
autocrina, como também, recorrer ao envio de estimulos celulares a tecidos normais com o
objetivo de estimular a producéo de factores de crescimento para uso metabélico das células
tumorais.[2] A biodisponibilidade dos fatores de crescimento é regulada pelo uptake de
nutrientes, da matriz extracelular por acdes de uma complexa rede de proteases, sulfatases
e outras enzimas que os libertam e ativam de uma forma altamente especifica e
localizada.[12][13] Os transportadores de aminoéacidos (TAAs) sé@o proteinas de transporte
que se encontram ligadas & membrana celular e que mediam o influxo/efluxo de aminoacidos
em-organeloscelulares.[14] Estes desempenham diversos papéis desde a neurotransmisséo,
metabolismo intracelular e rea¢cdes anabdlicas/ catabdlicas. Uma vez que as células tumorais
apresentam uma enorme necessidade de influxo de aminoécidos, entre outros nutrientes.
Desta forma ocorre a sua acumulacao nos tecidos tumorais, nomeadamente na fase inicial do
ciclo de propagacao.[6] Estudos realizados evidenciam o aumento da expressédo de
transportadores de nutrientes em tecidos tumorais, tais como o0s transportadores de
aminoacidos catiénicos (ATB®*, CAT-1), constituindo um alvo promissor para o0
desenvolvimento de novos farmacos.[3] O transporte de aminoacidos através da membrana
plasmética para o citoplasma das células cancerigenas € mediado por sistemas de transporte
ativo que apresentam diferentes caracteristicas e requerimentos, tais como, o substrato, pH e
mecanismos de regulacdo.[15][16] Nas células tumorais a desregulacdo dos niveis de
expressdo dos TAAs conduz a uma reprogramacdo metabdlica. Estes podem estar
localizados na membrana plasmatica, ou em compartimentos intracelulares facilitando assim
0 uptake de aminoacidos através da membrama. [14] Aminoacidos especificos apresentam
relevancia na producdo de energia, no metabolismo de biomoléculas vitais
(neurotransmissores, vitaminas e hormonas) e na regulacdo de processos celulares. Em
células mamiferas, a concentracao de aminodacidos intracelular € geralmente mais elevada do
gue em fluidos extracelulares, e tendo em conta que os TAAs necessitam de 0os concentrarno
espaco intracelular contra o gradiente eletroquimico. Portanto os transportadores necessitam
de um sistema de transporte ativo secundario acoplado ao co-transporte de ibes (Na*, H*, CI
‘e K*). [17] A maioria dos TAAs reconhecem varios aminoacidos como substrato, no entanto

apresentam diferentes afinidades para cada um deles.
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2. Aminoacidos: a sua importancia na proliferacdo do tecido tumoral

Os aminoacidos possuem fungdes bioldgicas de grande relevancia e representam uma
classe importante dos principais nutrientes necessarios para a sobrevivéncia e funcéo celular.
Alguns destes podem ser sintetizados pelas células a partir de diferentes blocos precursores,
outros terdo de ser obtidos de forma exdgena devido a inexisténcia de uma via metabdlica
para a sua sintese de novo.[13] Todas as células de mamiferos devem obter aminoacidos
essenciais (Treonina, Metionina, Fenilalanina, Triptofano, Valina, Isoleucina, Leucina e Lisina)
de forma exdégena, uma vez que O nOSSO oOrganismo nao consegue sintetizar estes
aminoacidos. O transporte de aminoacidos através da membrana plasmatica para o
citoplasma das células cancerigenas é mediado por sistemas de transporte (dependentes e
independentes de sddio) utilizados nos transportadores de aminoacidos catiénicos, CAT-1 e
ATB® * os quais apresentam diferentes especificidades, tais como, o substrato, pH e
mecanismos de regulacdo.[16] As células tumorais tém uma elevada necessidade por
nutrientes, quando comparadas com células saudaveis, de forma a suportar a sua elevada
taxa de proliferacdo. Estas dependem principalmente da glucose e de alguns aminoacidos,
especialmente a glutamina como fonte de energia.[18] O que foi corroborado pela sobre-
expressao de transportadores de nutrientes associados a membrana plasmaética, tais como
transportadores de glucose (GLUTS) e alguns transportadores de aminoacidos tais como o
ASCT2, LAT1 e o ATBO+.[19] A arginina intracelular € conhecida como um dos aminoacidos
mais importantes para a ativacado de mecanismos que envolvem a rapamicina (mTOR) , tendo
um impacto especial na via metabdlica que envolve o complexo mMTORCL1 que necessita de
uma ativagdo por translocacdo e promove o desenvolvimento tumoral, a imortalidade e a

proliferagdo celular.[20][21][22].

2.1. mTOR - Importancia na sinalizacdo e na proliferacéo celular

A leucina e a arginina constituem sinalizadores e ativadores do mTOR que integra sinais
de fatores de crescimento, estados de nutricdo e energia. (Fig.1) A maioria dos organismos
desenvolveram mecanismos para transitar de forma eficiente entre estados anabdlicos e
catabolicos, permindo a sua sobrevivéncia em ambientes cuja disponibilizagdo de nutrientes
é variavel.[21] O mTOR (oficialmente denominado por alvo mecanicista via de sinaliza¢éo de

rapamicina) produzido pela bactéria Streptomyces Hygroscopicus contém propriedades
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antiproliferativas em mamiferos [23]. Este é uma proteina serinal/treonina cinase atipica que
pertence a familia cinase e, desta forma, se encontra relacionada com a enzima
fosfoinositideo 3-cinase (PI3K). A sinalizacdo da PI3K promove a ativacdo do fator pré-
lipogénico, SREBP1 [24], que ativa a expressao de componentes da cadeia oxidativa da via
metabdlica das pentoses fosfato, que controlam a producdo de poder redutor e ribose-5-
fosfato, ambos necessarios para a lipogénese e biossintese de nucledtidos,
respetivamente.[24] O mTOR compreende dois complexos estruturais e funcionais, 0o mTOR
1 (mTORC1) e o MmTOR 2 (MTORCZ2) ). A via mTORC1 integra inputs de pelo menos cinco
dos principais sinais celulares e extracelulares, tais como, fatores de crescimento, stress,
estado de energia e disponibilizacdo de aminoacidos, com o objetivo de contolar processos
celulares como a sintese proteica e lipidica.[21] (Fig.1) Um aumento na sintese de novo de
lipidos é uma caracteristica da proliferacdo em células tumorais dado que estas devem
produzir acidos gordos para a sintese de membranas. [25] Em contraste com o mTORC1, o
MTORC2 ndo é sensivel a rapamicina, embora o tratamento prolongado com rapamicina
indiretamente, possa inibir o mMTORC2. Em condi¢des de abundancia de nutrientes, o mTOR
€ ativado e estimula o crescimento celular, ativando uma série de processos anabdlicos. No
entanto em condi¢des de privagdo de nutrientes € desencadeada a inibicdo do mTOR para
limitar a sua atividade anabdlica. (Fig.1) Desta forma, processos catabolicos sdo ativados para
a producdo de energia e o restabelecimento dos niveis de nutrientes disponiveis para
assegurar os processos biolégicos vitais. [26][27][28][29][30] No processo de divisédo celular a
glucose é a fonte de energia primaria.[31] A glucose é inicialmente hidrolisada pela via
metabdlica da glicllise, que consiste numa série de reagbes enzimaticas cujo produto final
sdo duas moléculas de trés carbonos de piruvato por cada molécula de glucose hidrolisada.
A privagdo de glucose induz a inibicao da glicolise e da respira¢cdo mitocondrial 0 que conduz
a uma rapida reducdo dos niveis intracelulares de ATP, levando a um aumento das razdes de
ADP/ATP e de cAMP/ATP. A proteina serina/treonina cinase € dependente da enzima AMP
cinase (AMPK) que constitui um sinalizador eficaz do balango energético celular.[32][33] (Fig.1
[34]).
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Figura 1 Via de sinalizagdo do mTOR. As principais vias de sinalizac@o que regulam os complexos mMTORC1
e mTORC2 e a sua composicéo. Reconhecimento de fatores de crescimento, aminoacidos, energia celular e
stress é efetuado pelo complexo mMTORCL1 através dos mecanismos presentes na figura, ao contrario do
mTORC2 cujo mecanismo ainda é desconhecido.

3. Familia SLC

As células expressam uma variedade de transportadores para o uptake de
aminoacidos (essenciais e ndo essenciais), tendo sido a maioria identificados a nivel
molecular. Transportadores de soluto sédo proteinas membranares eucariéticas que controlam
o influxo/efluxo de varios solutos [35], tornando-se essenciais para o desenvolvimento de
importantes processos fisioldgicos. (Fig.2 [14]) A superfamilia humana de transportadores de
soluto (SLC) compreende 386 proteinas, que estdo envolvidas no transporte de varios
substratos enddgenos, tais como, nutrientes, toxinas e farmacos [36][35], que estédo
organizadas em 52 familias.[37] As células tumorais apresentam uma elevada necessidade
de nutrientes para assegurar a sua rapida proliferacdo e crescimento. No entanto, muitos
nutrientes sdo polares demais para se difundirem nas membranas celulares e, desta forma,
necessitam de proteinas transportadoras para a sua mobilizagdo. Os transportadores SLC
variam em especificidade, desde transportadores altamente seletivos que interagem com um
grupo de substratos especificos (por exemplo: SLC7) [38][39], para transportadores que

interagem com uma ampla variedade de substratos quimicamente distintos (por exemplo:
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SLCO) [40][41]. Os mecanismos de transporte praticados pelos transportadores de soluto
foram classificados como mecanismos passivos ou ativos. Os transportadores que efetuam
transporte passivo, conhecido como transporte facilitado, permitem a difusdo de solutos
através das membranas a favor do seu gradiente eletroquimico. No entanto, 0 mecanismo de
transporte maioritariamente utilizado pelos transportadores SLC classifica-se como transporte
ativo secundario, isto é, um transporte acoplado ao co-transporte de ides (tais como: Na*, K*,
H*, Ca?* e Cu?™*). Este processo é dependente da hidrélise de ATP uma vez que o transporte
de solutos ocorre contra o gradiente de concentragao.

Ext.

Int.

Figura 2 exemplo representativo da estrutura da familia de
transportadores de soluto 6 e 7 como transportador de leucina.

3.1. SLC6A14, ATBO*

SLC6A14 é o gene que codifica para o transportador catiénico conhecido como ATB%*
cujos substratos reconhecidos sdo aminoacidos neutros e positivos. A expressao do SLC6A14
€ consideravelmente inferior nos tecidos saudaveis quando comparado com tecidos
tumorais.[11][13] O ATB®* tem um sistema de transporte maioritariamente unidirecional de
aminoacidos, sendo que, 0s Unicos aminoacidos que ndo sdo transportados por este sdo 0
glutamato e o aspartato. E um transportador de aminoacidos com caracteristicas peculiares
gue apresenta especificidade para o substrato e cuja funcao é o influxo de aminoéacidos,
neutros e catiénicos, acoplado ao co transporte dos ides 2 Na*/ 1 CI'na mesma direcao do
potencial de membrana.[42] A mobilizacdo de aminoacidos para os tecidos tumorais, como

por exemplo a glutamina, iria disponibilizar quantidade suficiente para estes serem utilizados
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como substratos permutaveis com outros transportadores ( tais como, 0os SLC1A5, SLC7A5 e
SLC7A11) favorecendo assim as vias metabdlicas que asseguram a rapida proliferacéo
celular no tecido tumoral. Os substratos do transportador incluem todos os aminodacidos
essenciais, tais como a glutamina (importante na biossintese de nucleétidos), a leucina
(ativador do mTOR) e a arginina que intervém na proliferacdo celular. Sugerindo assim que
alguns tipos de cancro (cancro da mama, célon, pancreas e cervical) regulem positivamente
a expressao do gene SLC6A4 de forma a satisfazer as suas necessidades elevadas de
nutrientes para o seu metabolismo. [43][44][45][46].

3.2. SLCT7A1, CAT-1

CAT-1 foi o primeiro transportador de aminoacidos a ser clonado e posteriormente
caracterizado bioguimicamente e molecularmente. Atualmente existe pouca informacao
estrutural disponivel para as proteinas CAT.[47] Prevé-se que as proteinas CAT tenham 14
hélices transmembranares (TMs) e N-/C- terminais intracelulares.[48] Além disso, dois
residuos de asparagina, 223 e 229, estdo localizados no terceiro loop extracelular e
demonstrou ser glicosilado.[49] Residuos de aminoacidos essenciais para o transporte e
fungéo das proteinas CAT foram identificadas através da andlise de determinadas mutagoes.
A mutacado conservadora do residuo Glu 107 a Asp no mCAT-1 leva a perda da sua atividade
de transporte. [50] Isso sugere que o residuo de Glu 107 esté localizado no espago intracelular
da terceira TM do mMCAT-1. As proteinas 14 TM da familia SLC7 exibem poucos
polimorfismos, sugerindo que a normal funcéo destas proteinas ndo tolera muitas alteragées
na sua sequéncia de aminoacidos. O gene SCL7A1 que codifica para o transportador CAT-1
€ expresso em quase todos os tecidos, a excecdo do figado em adultos. No entanto, o seu
nivel de expressao varia consideravelmente dependendo do tipo de tecidos em que este se
encontra.[51] Este participa no transporte bidirecional de aminoacidos cationicos, tendo
importantes fungdes metabdlicas tais como o influxo de aminoacidos e a sintese proteica,
oxido nitrico (NO) e poliaminas. Esta descoberta permitiu averiguar acerca da relagéo entre a
disponibilidade de substrato e a regulacao da expressao do transportador CAT-1. A L-arginina
tem uma importante funcdo biolégica uma vez que esta se acumula nos tecidos de cancro
colorretal resultando num aumento da expressdo do gene SLC7AL.[11] Estes resultados
impulsionaram o estudo dos transportadores catiénicos como ferramentas para a formulacéo
de novas terapias direcionadas para o combate do cancro. A expressado do SLC7AL sofre
regulagéo por diversos estimulos tais como, a proliferagédo celular, fatores de crescimento,

citocinas e hormonas. Independentemente do nivel da sua expressao proteica, a atividade de
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CAT-1 diminui apds a ativacao da proteina cinase C (PKC) em células endoteliais humanas,
0 gue indica a existéncia de uma regulacao pos-transducional.[52] A maioria das proteinas
CAT tém um sistema de transporte classificado como y*, independente de Na* e pH
[53][54][55], apresentando maior afinidade para aminoacidos catibnicos com uma longa
cadeia carbonada.[54][56][57][58]. Numa situacéo de privacao de aminoacidos a tradugéo do
MRNA do CAT-1 € iniciada a partir de uma sequéncia interna ribossomal (IRES) dentro da
regido 5’'UTR do mRNA do CAT-1. [59] A regulacdo negativa do CAT-1 que ocorre nos
hepatdcitos tem como objetivo a protecdo da hidrélise da arginina pela acdo da enzima
arginase, que é altamente expressa neste tipo de células. A rdpida ativagdo da regulacdo
negativa sob determinadas condi¢Bes é provavelmente necessaria para assegurar funcdes
vitais celulares neste tecido, tal como a biossintese de hepatdcitos. Até agora, o controlo
translacional do CAT-1 foi estudados sob privagdo completa de um ou de todos aminoacidos
e ndo se sabe em que nivel de privacdo, esses mecanismos entram em em acéo e, se tais
baixos niveis sempre ocorrem in vivo. Desta forma, uma das hipéteses colocadas implica que
a célula que se encontra em privacdo tenha uma reserva a que possa recorrer para
restabelecer o nivel de aminoacidos disponiveis necessarios para o seu funcionamento.
Concentragdes de aminoacidos no plasma, normalmente, sdo estaveis mesmo por periodos
mais longos de jejum, tornando a privacdo total de aminoacidos bastante improvavel. Os
aminoacidos transportados pelas proteinas CAT estdo envolvidos em processos de
biossintese e outras rea¢fes enzimaticas, incluindo a sintese de 6xido nitrico (NO), ureia,

creatina, sintese de poliaminas, prolina e glutamina a partir da ornitina.[60][61][62]

3.3. Possiveis aplicacdes para o estudo do CAT-1 e ATB® *

A expressdo do transportador SLC6A14 é regulado em tumores de origem epitelial
incluindo nos cancros do coélon, cervical, da mama e pancreatico. Este destaca-se pelas suas
funcbes especificas que asseguram as necessidades energéticas de células tumorais através
da disponibilizagdo de determinados aminoacidos, constituindo um grande potencial como
alvo direto de farmacos utilizados na terapia tumoral. As células de tecidos saudaveis
expressam este transportador em baixos niveis quando comparados com os tecidos tumorais.
Uma possivel estratégia terapéutica implica a utilizagdo de pequenas moléculas ou anticorpos
monoclonais, com elevada afinidade para este com o objetivo de bloquear a disponibilizag&o
de aminoécidos, tendo como consequéncia a inibicdo da proliferacdo celular dos tecidos
tumorais, apresentando uma estratégia terapéutica altamente direcionada para estes. A

formulacdo de possiveis bloqueadores seletivos para o SLC6A14 deveriam ser formulados

-8-



tendo em conta a informacao estrutural acerca deste. Apesar de todos os transportadores de
aminoacidos exibirem semelhancas significativas na sua funcdo as suas estruturas
tridimensionais provavelmente ndo serdo semelhantes para todos uma vez que existem
diferencas na seletividade de substratos entre eles tais como nos mecanismos de transporte
utilizados. Tendo em conta que a sobreexpressdo dos transportadores ocorre apenas em
tecidos tumorais espera-se que o0s tecidos hormais sejam resistentes as acoes destes agentes
terapéuticos, reduzindo assim efeitos secundarios indesejaveis. Uma vez que as células
tumorais dependem maioritariamente do SLC6A14, para a disponibilizacdo de aminoacidos,
bloquear sua fungéo levaria a diminui¢céo dos niveis intracelulares de todos os aminoécidos
essenciais bem como glutamina, 0 que, consequentemente, iria diminuiria as sinteses
proteica, lipidica e nucleotidica. Em relacao ao transportador CAT-1 acontece 0 mesmo uma
vez que este apresenta elevada especificidade para aminoécidos catiénicos e os seus
derivados, incluindo inibidores da enzima NOS (tais como N°- (1-iminoetil) -ornitina (L-NIO),
N¢-monometilarginina (L-NMMA). Os substratos inibidores de NOS também podem provocar
a deplecéo intracelular de arginina e, consequentemente, inibir a sintese de NO. Desta forma,
este transportador também representa um potencial alvo de agentes terapéuticos que podem

ser aplicados em situagdes patolégicas cuja atividade de iINOS pode ser prejudicial.[51]

4. Objetivo

O principal objetivo deste projeto é a identificacdo da expressao dos transportadores CAT-
1 e ATB®* em vérias linhas celulares tumorais de diferentes tecidos. Para alcancar o objetivo
proposto, preparar-se-a extratos celulares de varios tipos diferentes de tecidos tumorais de
origens diferentes. A partir desses extratos ira ser feita a quantificacdo dos niveis totais de
proteina e identificacdo dos transportadores CAT-1 e ATB® *, recorrendo a anticorpos
especificos, por Western-Blot. Este trabalho é a fase inicial e serve como prefacio para um
estudo que visa em desenvolver complexos metalicos marcados com metais radioativos para
a terandstica de diversos tipos de tumores. O resultado deste trabalho ir4 identificar quais as

melhores linhas celulares para a avaliagdo de tais compostos.



II. Materiais e métodos

1. Materiais e equipamentos

1.1. Crescimentos e proliferagcéo de linhas celulares tumorais.

As culturas celulares utilizadas (tabela 1) foram mantidas e suplementadas com meio de

crescimento recomendado pelo fornecedor. Tendo estas sido mantidas em frascos de cultura

de 75cm?, incubadas a 37°C em atmosfera himida com 5% (v/v) de CO..

Tabela 1 Principais caracteristicas das linhagens celulares humanas utilizadas no presente trabalho

Linha _ _ Meio de Suplementacéo de
Tecido Morfologia _ )
Celular crescimento meio (FBS)
HELA Cervix Epitelial EMEM
] o McCoy’s 5A
HCT116 colon/reto Epitelial
HT29 colén/reto Epitelial McCoy’s 5A
) o EMEM
Hep G2 figado Epitelial
MDA — MB 231 mamario Epitelial Leibovitz's L-15
MCF7 mamario Epitelial EMEM 10 %
A375 pele Epitelial DMEM
PC3 prostata Epitelial McCoy’s 5A
A549 pulméo Epitelial McCoy’s 5A
RPMI-1640
H69 pulméo -
Rim o EMEM
HEK293 . Epitelial
(embriao)
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1.2. Manutencao das linhas celulares

Com o objetivo de preservar a viabilidade celular das linhas celulares estas séo
manipuladas numa camara de fluxo laminar de forma a manter o ambiente de manipulagéo
estéril. Todas as linhas celulares provenientes de outras instituicdes e que ndo tenham feito
0 teste de contaminagéao por mycoplasma sdo colocadas em cultura na estufa um. Todas as
linhas celulares cujo teste de mycoplasma tenha sido negativo séo colocadas na estufa dois
de forma a garantir que ndo existe contaminacao cruzada entre diferentes linhas celulares. A
observacao feita diariamente no microscoépio eletronico permite analisar a viabilidade celular
das culturas celulares manipuladas, a percentagem de ocupacdo do T-flak e também o
estudo/caracterizac@o da fisiologia celular tal como também permite fazer uma analise das
condigbes oOtimas de crescimento das varias linhas celulares para potencializar a sua

proliferagéo.

1.3. Detecao de mycoplasma

De modo a verificar a presencga de possiveis contaminagdes nas linhas celulares em stock,
foi realizado um ensaio de PCR baseado no kit LookOut® Mycoplasma PCR Detection kit
(SIGMA-ALDRICH®). Este kit era composto por tubos descartaveis de reacdo, controlos
negativo e positivo e tampéo de rehidratagdo. Este kit foi utilizado em combinagdo com o
Termociclador [Biometra/TProfessional Basic Gradient]. De seguida, de modo a verificar os
resultados do ensaio da contaminagdo por mycoplasma, as amostras foram reveladas por
eletroforese em gel de agarose de 1,2% e observadas na camara de UV para que seja

possivel interpretar e concluir acerca do resultado do teste de contaminac¢édo por mycoplasma.

2. Métodos

2.1. Crescimento e proliferacao de linhas celulares tumorais

2.1.1. Descongelacéo

As linhas celulares de interesse (tabela das linhas) encontravam-se em stock

conservadas sob azoto liquido. De modo a manter a viabilidade celular das amostras em
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stock, estas precisam de ser descongeladas o mais rapidamente possivel. Para isso, as
aliquotas de linhas celulares foram descongeladas hum banho a 37°C imediatamente apés

a sua remocéao.

2.2.2. Tripsinizacao

Apébs atingir uma confluéncia superior a 90% a superficie do T-flask é necessério
transpor a cultura para uma superficie onde possam continuar a proliferar e prevenir a
perda de viabilidade celular. Para isso € necessario re-suspender e desaglomerar a cultura
para diluir a densidade celular para novo(s) meio(s). O método mais comum para reduzir a
confluéncia sem perda da viabilidade celular é a trispsinizacdo. Este protocolo consiste em
manipular as culturas celulares na camara de fluxo laminar, retirando o meio gasto e
posterior lavagem da placa com PBS de forma a retirar os vestigios de magnésio e calcio
para que estes nao inibam a atividade da tripsina. A cultura com tripsina é entéo incubada
cerca de dois minutos na estufa a 37°C em atmosfera humida com 5% (v/v) de CO,. ApGs
a incubacédo é adicionado meio de cultura celular, ja suplementado com FBS, com o triplo
de volume utilizado de tripsina, de forma a que o magnésio e o calcio presentes inibam a
atividade da tripsina. ApOs a tripsinizagdo procede-se a divisdo da cultura celular em

diferentes T-flasks, ou recolha das células para extratos celulares.

2.2.3. Preparagédo de extratos celulares para stock

De modo a manter um stock, por tempo indefinido de linhas celulares preservadas é
necessario manter as células constantemente a temperaturas baixas. Para isso, aliquotas
de células sao preservadas submersas em azoto liquido. Em contraste com o processo de
descongelagdo, o arrefecimento destas aliquotas celulares desde a temperatura de
incubacao (37°C) até a temperatura de stock (-195.79°C) deve ser feita 0 mais lentamente
possivel. Para tal é utilizado um contentor especifico com isopropanol que permite um

arrefecimento de -1°C/min.

2.2. Detecéo de mycoplasma por PCR

De forma a detetar a presenca de mycoplasma nas linhas celulares preparadas
recorreu-se ao LookOut® Mycoplasma PCR Detection kit (SIGMA-ALDRICH®) que utiliza a
reacdo de PCR estabelecido como o método mais sensivel para a detecdo de

contaminagao por Mycoplasma e Acholeplasma. No boletim técnico consta como se deve
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efetuar a preparacéo das aliquotas (tabela 2) e o perfil termociclico que deve ser utilizado

(tabela 3) de modo a atingir altos niveis de sensibilidade e eliminar amplificacdo ndo

especifica.

Tabela 2 Preparacéo das aliquotas para PCR. As aliquotas foram preparadas de acordo com o boletim técnico
do LookOut® Mycoplasma PCR Detection kit (SIGMA-ALDRICH®)

Controlo Positivo

Controlo Negativo

Amostra (pL)
(ML) (uL)
Dna polimerase 0,5 0,5 0,5
Buffer de reidratag&o 23 25 23
agua - - 2
Amostra 2 - -

Tabela 3 Perfil termociclico para PCR. Perfil de acordo com o boletim técnico do LookOut® Mycoplasma PCR

Detection kit (SIGMA-ALDRICH®)

Temperatura (°C)

ciclos Tempo (s)
1 120 94
30 94
40
30 55
40 72
1 120 4-8

Para a analise de resultados procedemos a preparacao de um gel de agarose de 1,2

% (p/v) onde adicionamos GelRed™ para atuar como corante fluorescente ultrassensivel

de acidos nucleicos. A eletroforese correu durante uma hora a 60V e o gel foi analisado

numa camara de UV sendo possivel verificar que o resultado do teste de contaminacao

por mycoplasma nas linhas celulares.
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1. Resultados e Discussao

1. Preparagéo e crescimento das linhas celulares

A escolha das doze linhas celulares tumorais (tabela 1) teve em conta o objetivo deste
projeto, caracterizar a expressao de transportadores catidnicos CAT-1 e ATB% *. Cada linha
celular necessita de um meio de cultura com uma composicao indicada para maximizar a sua
proliferagéo celular. No caso da linha celular MDAMB-231 (Fig. 3) o meio de cultura indicado
€ o Leibovitz's L-15 apresentando um valor de pH entre 7,3 e 7,9. No caso da linha celular
A549 (Fig.4) é estimado que atinja o dobro da sua confluéncia em aproximadamente 22 horas.
O meio de cultura ideal para as linhas celulares A549 (Fig.4) e HT29 (Fig.5) é o McCoy’s 5A
cuja gama de pH se situa entre o valor 7,0 e 7,4. Todos 0s meios de cultura celular contém L-
glutamina e bicarbonato de sédio em diferentes proporc¢des, sendo necessario ter em atengéo
que caso a percentagem de CO; da estufa seja superior a 5%, € necessario adicionar
bicarbonato de s6dio ao meio de cultura. Todos os meios de cultura sdo suplementados com
10% de FBS (soro fetal bovino). As restantes linhas celulares foram manipuladas por colegas

de laboratorio.

%

Figura 5 Imagem obtida a partir do Figura 5 Imagem obtida a partir do Figur

; e - : ; e = - a 5 Imagem obtida a partir do
microscépio eletronico da linha celular microscopio eletrénico da linha celular A549 microscépio eletrénico da linha celular HT29

MDAMB-231 (ampliac&o da objetiva de 10 (ampliagdo da objetiva de 4 vezes)

ampliacdo de objetiva 10 vezes
vezes) (ampliag jetiv vezes)

2. Detecao da contaminacao por mycoplasma nas culturas celulares

Uma das principais preocupacfes na cultura celular é a infecdo por mycoplasma. Esta
contaminacdo pode afetar a fisiologia e metabolismo celular resultando em inviabilidade
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celular. A obtencao de resultados viaveis e boas condi¢bes da cultura celular sdo vitais, o que
nos leva ao problema de estas se encontrarem contaminadas por mycoplasma. [63][64] O
mycoplasma € um género de bactéria e o que o distingue de outras bactérias é a auséncia de
parede celular e a presenca de uma membrana flexivel que resulta em diferentes formas
ajudando a fundir-se com a membrana celular hospedeira, dificultando a sua
identificacdo.[63][65] A falta de parede celular nestes microorganismos além da sua aderéncia
a superficie celular tornando-se invisiveis a olho nu constituem uma preocupacéo, tal como a
sua resisténcia a antibiéticos geralmente utilizados nas culturas celulares.[66] Desta forma, é
importante que sejam utilizados métodos de detegdo eficientes para esta
contaminacao.[67][68][69]. As principais fontes de contaminag&o por mycoplasma séo varias
comecando na ma conduta dos investigadores que estdo a manipular as culturas celulares
até a ma utilizacdo de equipamentos e reagentes. A forma mais eficiente de prevenir a
contaminacgao por mycoplasma em culturas celulares é praticar regras de acordo com uma
boa técnica asséptica. Desta forma foi efetuado o protocolo para a determinacdo da
contaminacdo por mycoplasma nas seguintes culturas celulares, HEK293, H69, HCT116 e
HepG2. A partir da andlise do gel de agarose obtido por eletroforese foi possivel concluir que
o resultado do teste foi negativo a partir da comparacao entre as bandas e o controlo negativo,
situado a ~ 481 pb. (Fig. 4, obtida na camara de UV). As culturas previamente nomeadas ndo
se encontravam contaminadas por mycoplasma, podendo ser utilizadas para a seguinte fase

de estudo.

HEK293 H69 HCT116 HepG2 negativo  positivo

____@_

Figura 6 Resultado do teste de deteg&do de contaminagdo por mycoplasma.
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3. Quantificacdo da expresséo proteica de CAT-1 e ATB® *

3.1. Extracéo proteica e identificacéo de CAT-1 e ATB® * por Western-Blot

A partir dos resultados obtidos no teste de contaminacéo por mycoplasma o procedimento
seguinte seria a preparacdo de extratos celulares para quantificar a expresséao proteica geral

e identificar a presenca dos transportadores alvo.

3.1.1. Quantificacéo Proteica

Para determinar a quantidade de proteina nas amostras dos extratos celulares obtidos, foi
realizado um ensaio colorimétrico baseado no kit DC Protein Assay (BioRad) que consiste na
interagdo entre o corante azul de comassie e as proteinas permitindo uma quantificagdo

rapida e simples.

3.1.2. ldentificacdo da presenca dos transportadores CAT-1 e ATB®*

A identificacdo da presenca dos transportadores cationicos em estudo € feita pela
utilizacdo de anticorpos policlonais. Estes apresentam alta especificidade para o CAT-1 e

ATB? * ndo reagindo com outras proteinas.

3.2. Anélise de casos-estudo

De modo a tentar perceber quais os possiveis resultados dos ensaios para a identificacéo

dos transportadores, foram escolhidos dois casos de estudo.
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3.2.1. CAT-1 - Mediated Arginine uptake and regulation of nitric oxide synthases for the
survival of human breast cancer cell lines

O objetivo deste estudo realizado por Salma A. Abdelmagid foi investigar a relagéo entre
0s niveis de expressao de vérias isoformas dos transportadores CAT, incluindo o CAT-1, os
niveis de NOS, de prolactina e 17(3-estradiol em diversas linhas celulares do cancro mamario,
incluindo as linhas celulares tumorais MCF7 e MDAMB-231. A partir da analise dos resultados
da RT-PCR foi possivel confirmar a expresséo de CAT-1 nas linhas celulares estudadas. (Fig.
5).

CAT-1 CAT-2A CAT-2B CAT-4

MCE-7 | —
| —
| ——
T47D | se—
—
MDA-MB-231 -
| —

Figura 7 Andlise do RNA total isolado por RT-PCR de forma a
detetar a presenga ou auséncia das isoformas CAT-1, CAT-2A,
CAT-2B e CAT-4 nas linhas celulares tumorais MCF-7, T47D e
MDAMB-231.

O presente estudo investigou o papel das hormonas PRL e E2 na regulacdo positiva
da expressao dos transportadores CAT em condi¢c6es semelhantes as de cultura. As células
MCF-7 e T47D expressam receptores para PRL e E2, enquanto que as células MDA-MB-231
sdo negativas para ER e apresentam niveis mais baixos de PRL do que as outras duas linhas
celulares. As analise de semi-quantitativa RT-PCR demonstrou que ndo existia alteracdo
significativa nos niveis de expressdo do mRNA apés tratamento hormonal (Fig. 7A). Da
mesma forma que ndo mostrou alteracédo significativa nos niveis de expresséo proteica do
CAT-1 (Fig. 7B).
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Figura 8 PRL e E2 nédo tém efeito significante na alteragdo dos niveis de mRNA
do CAT-1. (A) RNA total isolado para analise de RT-PCR e (B) Andlise por

Western.

3.2.2. Upregulation of the amino acid transporter ATBO, + (SLC6A14) in colorectal
cancer and metastasis in humans

O principal objetivo desta investigagéo recai sobre a analise dos niveis de expressao do
transportador ATB® * em pacientes de CRC. Inicialmente foram recolhidas amostras de
tecidos tumorais de 11 pacientes (dez com CRC e um com cancro do figado) em diferentes
estagios de desenvolvimento. Foi realizado o procedimento de semi-quantitativa RT-PCR para
analisar os niveis de expressao do mRNA do gene SLC6A14 (Fig. 7A) e dos iINOS (Fig. 7B),

tendo sido feita a comparacédo com tecidos saudaveis do c6lon e do figado.
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Figura 9 RT-PCR semi-quantitativa de tecido normal (N) e tecido CRC (C). Expressdo de mRNA de

ATB%* (A) e iNOS (B).

Nos tecidos saudaveis foi possivel detetar baixos niveis da expressdo do mRNA que

codifica para o ATB® *. Os pacientes de CRC demonstraram um aumento de folding de 22,9

+ 3,0 quando comparados com tecidos saudaveis. Ambos os resultados obtidos para a

expressao de ATB® * e iNOS foram confirmados através da andlise dos resultados obtidos por

Nothern Blot. (Fig.8). A partir da analise de imunohistoquimica foi possivel confirmar os niveis

de expressao proteica do ATB® * em tecidos tumorais CRC e saudaveis, chegando ao mesmo

resultado anteriormente obtido. Em tecidos saudaveis a expresséao proteica do transportador

na membrana apical e no citoplasma era baixa, mas detetavel e nos tecidos de CRC

correspondentes 0s niveis de expressdo proteica eram elevados, especialmente nas

membranas apical e baso lateral das células epiteliais. (Fig.9).
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Foi possivel concluir que ndo existe correlacao estatistica significativa entre os niveis
de expressdo do ATB? * e dos iINOS nos tecidos saudaveis e tumorais. Também néo existe
correlacdo estatistica significativa entre os niveis destes com a localizacao, estagio e grau do

cancro nem com a idade, raga e sexo do paciente.

V. Conclusodes

Atualmente, existe um grande interesse em desenvolver estudos com potenciais agentes
terapéuticos que possam ser aplicados na teranostica do cancro. Um dos principais fatores
para que este tipo de terapia ocorra com sucesso € a especificidade e seletividade dos
transportadores para estes agentes. Desta forma o estgio inicial de estudo deve ser a
caracterizacdo e a expressao destes nos diferentes tecidos tumorais. O objetivo definido
inicialmente neste projeto ndo foi atingido na integra devido a ocorréncia da pandemia por
COVID-19, no entanto a partir da analise de investigagdes ja realizadas foi possivel concluir
gue a expressao dos transportadores em estudo, CAT-1 e ATB? * é induzida em vérios tecidos
tumorais, nomeadamente ... Ambos os transportadores revelam ser grandes potenciais a
serem explorados para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas anti tumorais.
Num futuro mais proximo, a definicdo e compreensao da estrutura tridimensional é essencial
para a formulacdo de agentes terapéuticos especificamente direcionados para estes
transportadores. Este trabalho é um prefacio para um projeto que visa em desenvolver
complexos metélicos com afinidade para os transportadores catiénicos CAT-1 e ATB® * e tem

como objeto a escolha das melhores linhas celulares onde realizar ensaios de uptake.
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