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RESUMO

O processo de metastizagdo compreende varias etapas sequenciais tais como
alteragdes da migracao e adesao célula-célula, degradacao e invasao da membrana basal,
intravasamento, sobrevivéncia na corrente sanguinea, extravasamento, formagao de
micrometastases, angiogénese e crescimento secundario de tumores.

O Ca* é um regulador fundamental da migracdo celular. Em determinados tipos de
cancro, ha desregulacao dos canais e proteinas que regulam os fluxos intracelulares deste
iao. Estas alteracdes tém sido implicadas na motilidade, metabolismo celular e proliferacao
celular, bem como na producao de espécies reativas de oxigénio. Uma parte importante da
investigagdo que avalia as vias de sinalizagdo de Ca®" e a sua relevancia no cancro,
concentra-se em determinar mudancgas aos niveis da expressao de proteinas responsaveis
pela regulagdo das concentracdes intracelulares de Ca®*, como é exemplo a proteina anti-
apoptética do Golgi (GAAP). Este canal de ides inibe a apoptose e promove a adesao e
migracao de células.

O trabalho realizado teve como principal objetivo o estudo do impacto da expressao
da GAAP no processo de sobrevivéncia celular a diferentes pHs. Para tal foi testada a
viabilidade celular (através do ensaio de Cristal Violeta) de linhas celulares de osteossarcoma
e cancro de mama com niveis basais ou com sobrexpressao de GAAP quando mantidas em
cultura em meios com varios pHs. As linhas celulares foram mantidas por um curto periodo (4
dias) ou por um longo periodo (2 ou 3 semanas) a pHs com valores entre os 6.6 € 0s 7.8.

Foi possivel verificar que com pH do meio mais elevados, as células controlo tém
tendéncia a morrer ao fim de periodos longos em cultura sem troca de meio, no entanto as
linhas celulares que sobrexpressam a hGAAP apresentam uma maior capacidade de
sobrevivéncia. Estas quando em comparagdo com as outras demonstram uma maior
sobrevivéncia quando submetidas a um ambiente desfavoravel, o que permite concluir que a

sua sobrexpressao confere protecao as células a pHs mais altos.
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ABSTRACT

The metastasis process comprises several sequential steps, including changes in cell-
cell migration and adhesion, degradation and invasion of the basement membrane,
intravasion, survival in the bloodstream, extravasion, formation of micro metastases,
angiogenesis and secondary growth of tumors.

Ca** is a fundamental regulator of cell migration. In certain types of cancer,
dysregulation of the channels and proteins that regulate the intracellular flows of this ion
occurs. These changes seem to influence motility, cell metabolism and cell proliferation, as
well as the production of reactive oxygen species. An important part of the research that
evaluates Ca** signaling pathways and their relevance in cancer focuses on determining
changes in the expression levels of proteins responsible for regulating intracellular Ca*
concentrations, such as the Golgi Anti-Apoptotic Protein (GAAP). This is an ion channel that
inhibits apoptosis and promotes cell adhesion and migration.

This study investigates the impact of GAAP expression levels and pH conditions of the
medium on cell survival. Thus, we analyzed cell viability (through the Crystal Violet assay) of
osteosarcoma and breast cancer cell lines, comparing GAAP overexpression to baseline
levels, when cells are exposed to different pH conditions. Cell lines were maintained for a short
period (4 days) or for a long period (2 or 3 weeks) at pH values ranging between 6.6 and 7.8.

It was found that as the pH increases, cells expressing normal levels of hGAAP tend to
die after long periods in culture without medium changes, whilst cells overexpressing the
protein showed greater ability to survive. The latter demonstrate greater survival when
subjected to an unfavorable environment, which allows us to conclude that hGAAP

overexpression provides protection to cells at higher pHs.
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LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E ACRONIMOS

Ca*" - Calcio

CTC - Células Tumorais Circulantes

EMT — Transic&o Epitelial — Mesenquimal

GAAP — Proteina Anti-Apoptética do Golgi

hGAAP - Proteina Humana Anti-Apoptética do Golgi

IP3 — Inositol Trifosfato

MEC — Matriz Extracelular

MMPs — Metaloproteinases de Matriz

ORAI1 — Canal Proteico 1 de Libertacdo de Calcio Ativado por Calcio
RE — Reticulo Endoplasmatico

ROS - Espécies Reativas de Oxigénio

SOCE - Store-Operated Calcium Entry

SOCs — Store-Operated Calcium Channels

STAT3 — Sinal de Transdugéao e Ativagao da Transcricao 3 (Signal Transducer and Activator
of Transcription 3)

STIM1 — Molécula 1 de Interacado Estromal

TME — Microambiente do Tumor

TRP - Potencial Recetor Transitorio

VGAAP - Proteina Viral Anti-Apoptoética do Golgi
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I. INTRODUGAO

1. CANCRO

Segundo o National Cancer Institute, cancro é a designagao que engloba um grupo de
varias doencgas diferentes, que tém em comum um crescimento celular descontrolado e a
disseminagdo de células anormais. E considerada uma doenca genética causada por
alteragdes nos genes que controlam o funcionamento, crescimento e divisdo celular. As
alteragdes genéticas que o originam podem ser herdadas dos progenitores, surgir ao longo
da vida como resultado de erros provenientes da divis&o celular ou devido a danos causados

no DNA através de determinadas exposi¢des ambientais (Boyle L. & Homer M., 2015).

De acordo com Hanahan D. e Weinberg RA. em “Hallmarks of Cancer” de Janeiro de
2000, trata-se de uma patologia na qual a instabilidade genémica e mutagcdes no DNA de
células presentes no organismo, originam a divisdo descontrolada, com alteracdo do
metabolismo celular, provocando a aquisicdo de propriedades como a autossuficiéncia em
fatores de crescimento, evasdo a inibidores de crescimento, aquisicdo de imortalidade e
posterior resisténcia a apoptose, capacidade de inducdo de angiogénese, inflamacao
promovida pelo tumor, evasao ao sistema imunitario e metastizacao, desregulagéo da energia
celular e instabilidade e mutacdo do genoma (Figura 1) (Hanahan & Weinberg, 2011;
Weinberg & Hanahan, 2000).

Figura 1 — Caracteristicas do cancro. llustragdo abrangendo os 6 recursos de referéncia (assinalados com *) e
4 em desenvolvimento originalmente propostos por Hanahan & Weinberg - retirado de Hanahan & Weinberg, 2011

11
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2. METASTIZACAO

A metastase envolve a disseminacao de células do tumor primario para os tecidos
circundantes e 6rgaos distantes e é a principal causa de morbilidade e mortalidade por cancro
(Seyfried & Huysentruyt, 2014).

Estudos indicam que as metastases sédo responsaveis por 90% das mortes por cancro,
ainda que as proporgbes variem substancialmente entre os diferentes tipos de tumores.
Aquando do diagnéstico, o estadio do cancro determina as opc¢des de tratamento e tem uma
forte influéncia na duracao da sobrevida do paciente. Em geral, se é encontrado apenas na
parte do corpo onde comecgou pode considerar-se localizado, sendo este o estadio em que a
maior parte dos casos se encontra (Figura 2); se se espalhou para uma parte diferente do
corpo o estadio é regional ou distante. Segundo o National Cancer Institute, quanto mais cedo
o cancro de mama for detetado, maior € a chance de sobrevivéncia cinco anos apos o
diagndstico, sendo a sobrevida para cancros de mama localizados cerca de 98,8% (Figura 3)
(Dillekas, Rogers, & Straume, 2019).

6% 2%

B Localized (62%)
Confined to Primary Site

B Regional (30%)
Spread to Regional Lymph Nodes

30% Distant (6%)

Cancer Has Metastasized

Unknown (2%)
Unstaged

Figura 2 — Percentagem de casos de Cancro da Mama por estadio: Localizado (62%) quando o tumor se
encontra confinado ao seu local primario; Regional (30%) quando o tumor se encontra espalhado pelos nodulos
linfaticos; Distante (6%) quando o cancro j& estd metastizado; Desconhecido (2%) para casos sem estadiamento
— Resultados retirados de um estudo realizado num grupo de mulheres sem fazer distingdo de raga nem idade.
Dados dos valores estatisticos baseados na populagdo dos EUA, retirados de SEER 18 (2009-2015) - retirado de
National Cancer Institute Survival Statistics
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Figura 3 - Sobrevivéncia relativa de mulheres com Cancro da Mama num intervalo de 5 anos (2009 — 2015)
diferenciado por estadio tumoral. Resultados retirados de um estudo realizado num grupo de mulheres sem
fazer distingdo de raga nem idade. Dados dos valores estatisticos baseados na populagao dos EUA, retirados de
SEER 18 (2009-2015) - retirado de National Cancer Institute Survival Statistics

As metastases definem-se como implantes tumorais descontinuos em relagao ao
tumor primitivo e sdo consideradas premissa de malignidade, uma vez que as neoplasias
benignas nao metastizam. O processo de metastizacdo € um processo dindmico no qual ha
movimentos de células tumorais no microambiente tumoral, guiadas principalmente por
estimulos quimicos e mecanicos externos (Lintz, Muhoz, & Reinhart-King, 2017).

O estado fisiologico do microambiente do tumor (TME, do inglés tumor
microenvironment) esta intimamente ligado a cada etapa da tumorigénese, sendo esta um
processo complexo e dindmico, composto por trés etapas: a iniciacdo, a progressao e a
metastizacdo. O TME ¢é constituido pela MEC, microfibroblastos, fibroblastos, células
neuroenddcrinas, células adiposas, células do sistema imunitario e redes vasculares
sanguineas e linfaticas, e tem, através de estudos realizados, demonstrado cada vez mais
que desempenha uma importante funcao tecidual tendo assim um papel critico na evolugéo
de neoplasias em estado avancado (Wang et al., 2017).

Os tumores, quando em comparagao com tecidos normais, mostram frequentemente
um pH extracelular acentuadamente reduzido, entre 7,0 e 7,2, que resulta da glicdlise
anaerdbica ou aerdébica em combinagao com uma remocao reduzida de metabolitos acidos.
As pesquisas das causas e consequéncias da existéncia do pH acido dependem muito de

medig¢des precisas e reproduziveis, sendo que estas tém sofrido bastantes alteracbées ao

13
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longo do tempo. (Zhang, Lin, & Gillies, 2010). Diversos estudos indicam que a acidose induz
a disseminagao hematogénica e linfatica das células tumorais, piorando o progndstico a longo
prazo dos doentes.

Oliver T. e Anne R. desenvolveram um estudo que forneceu uma visao geral sobre o
impacto do pH baixo em diferentes etapas da metastase incluindo (a) a invasao local de
células tumorais e angiogénese (causada por angiogénese, transi¢ao epitelial-mesenquimal
(EMT, do inglés Epithelial-Mesenchymal Transition) e degradacdo da matriz), (b) o
intravasamento de células tumorais e desapego a circulagado (migracdo e EMT) e (c) a
aderéncia de células tumorais em circulagdo (por EMT, migracao e degradacdo da matriz)
(Figura 4) (Thews & Riemann, 2019). Neste foi concluido que os efeitos do pH acido séo
independentes dos mecanismos induzidos pela hipdxia, sendo a invasao local diretamente
modulada pela acidose tumoral, criando o relaxamento do contacto célula-célula, degradando

a matriz extracelular promovendo a migragcao das células tumorais.

(a) infiltration,
primary tumor angiogenesis

angiogenesis (b) vascular invasion,

EMT
detachment
matrix degradation EMT -
migration ereyels

acidic tumor
environment

..z
- og '.".'-
ey,
EMT - yoe
migration
matrix degradation

(c) endothelial adhesion,
extravasation

Figura 4 — Impacto do ambiente acidico de um tumor em diferentes etapas da formagao de metastases. (a)
invasao local de células tumorais e angiogénese (gerada por angiogénese, EMT e degradacédo da matriz); (b)
intravasamento de células tumorais e desapego a circulagéo (gerado por EMT e migracéo); (c) aderéncia de células
tumorais em circulacédo (causada por EMT, migragéo e degradagéo da matriz) — retirado de Thews & Riemann,

2019.
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A metastizacdo inicia-se com a invasao local do tecido circundante do hospedeiro
pelas células do tumor primario e continua com a aquisicdo da capacidade de invasao e
infiltracao pelas mesmas nos vasos sanguineos ou linfaticos (Figura 5). Posteriormente, estas
células tém de ter a capacidade de sobreviver e transitar no sistema sanguineo ou linfatico.
O seu ciclo celular ¢ interrompido, permitindo que tenham a capacidade de aderir aos leitos
capilares dentro do 6rgao alvo e de seguida extravasem para dentro do parénquima.
Proliferam, formando pequenos nédulos de células tumorais (micrometastases) e promovem
a angiogénese dentro do 6rgao, que permite o crescimento das mesmas € a sua evolugao
para tumores macroscopicos. Esta ultima etapa € denominada de colonizagao (Hanahan &
Weinberg, 2011; Scully, Bay, Yip, & Yu, 2012).

Figura 5 — Representagao do processo metastatico. (a) Para a metastizacao, as células no tumor primario (1)
comegam por se separar por EMT (2), invadir através dos tecidos locais a les&o inicial (3) e invadir posteriormente
a membrana basal para o sistema linfatico (4). (b) As células metastaticas comeg¢am por viajar como CTC (do
inglés, Circulating Tumour Cells) através da vasculatura; as células do cluster metastatico aderem a membrana
basal (5) saindo posteriormente num local distante por extravasamento (6) formando um tumor num local
secundario (7) - retirado de Lintz, Mufoz, & Reinhart-King, 2017.

O processo de metastizacdo, também designado por cascata da metastizacao,
compreende varias etapas sequenciais tais como alteragdes da migracdo e adesao célula-
célula, degradacgao e invasdao da membrana basal, intravasamento, sobrevivéncia na corrente
sanguinea, extravasamento, formacao de micrometastases, angiogénese e crescimento
secundario de tumores (Figura 6). Todas estas etapas devem ser executadas enquanto as

células tumorais evitam e sobrevivem aos sinais apoptéticos e ao sistema imunitario do

15
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hospedeiro (Hunter, Crawford, & Alsarraj, 2008). De referir que o insucesso no cumprimento

de uma destas etapas impedira a metastizacao.

Primary tumor
Proliferation at secondary site

HIVOIOI0K
Y 'J.}'):'\nit D0

A

Intravasation /
©
o

Arrest and extravasation

Figura 6 — O processo metastatico. Os passos iniciais exigem proliferacdo do tumor primario e invasédo através
dos tecidos adjacentes e membranas basais. O tumor invade posteriormente os vasos sanguineos enquanto as
células tumorais individuais se desprendem da massa primaria e s&o transportadas através do sangue para um
orgao-alvo distante onde param em pequenos vasos e extravasam para o tecido circundante e proliferam no local

secundario — retirado de Ha, Faraji, & Hunter, 2013.

Relativamente a invasao, primeiramente, as células tumorais tém de alterar a adesao
célula-célula e a adesao célula-matriz extracelular. A familia das caderinas apresenta um
papel importante na mediagdo da adesao célula-célula, nomeadamente a E-caderina, uma
vez que ajuda a formar folhas de células epiteliais (cell sheets) mantendo a quiescéncia das
células dentro dessas folhas (Hanahan & Weinberg, 2011). A down-regulation da E-caderina
é determinante para o crescimento metastatico, em particular das metastases de cancro da
mama, refletindo a progressao e estando associada a um mau progndstico. Acredita-se que
a down-requlation da E-caderina resulte na perda de adesao entre as células epiteliais do
cancro da mama e outras. Por outro lado, a up-regulation da N-caderina é frequentemente
observada nas células tumorais da maioria dos tumores de origem epitelial durante a invasao
do tecido estromal envolvente (Hanahan & Weinberg, 2011; Scully et al.,, 2012). Esta
desregulagdo da N-caderina, bem como possivelmente de outras caderinas mesenquimais,
permite a adesao de células tumorais as células do estroma e, posteriormente, a invasao do

estroma por células tumorais.
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Em segundo lugar, tem de existir degradacao da matriz extra-celular, pelas MMPs (pro-
metaloproteinases de matriz) e pela uroquinase ativadora de plasminogénio, de forma a
permitir a penetracao dos limites do tecido. Além disso, a heparanase também auxilia na
degradacao da matriz extra-celular através da lise do proteoglicano sulfato de heparano, que
€ importante na integridade da matriz extra-celular, bem como na mediacao de interacées de
adesao entre a matriz celular e o recetor de fatores de crescimento. O sulfato de heparano
atua também como reservatério para ligagao de fatores de crescimento e fatores angiogénicos
a heparina. A degradacao do sulfato de heparano pela heparanase permite a libertagdo de
substancias, como o calcio, que promove o crescimento, invasao e angiogénese (Scully et al.,
2012).
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3. MIGRACAO DAS CELULAS TUMORAIS

As células tumorais podem disseminar-se a partir do tumor primario individualmente,
usando para tal movimentos ameboides ou mesenquimatosos usando deste modo a migragao

individual (Figura 7).
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Figura 7 - Mecanismos de migragao celular. Movimento ameboide, caracterizado por bolhas, aderéncias fracas
e polaridade rapida (a) e movimento mesenquimal, caracterizado por fibras fortes, polarizagao e presenca de uma
borda principal e traseira (b). Migragéo coletiva (c) - retirado de Lintz, Mufioz, & Reinhart-King, 2017.

Esta migracao é maioritariamente regulada por integrinas, enzimas de degradacao da
matriz, moléculas de adesao célula-célula e comunicacao célula-célula. Os mecanismos de
migracao de células podem ser reprogramados permitindo que estas mantenham as suas
propriedades invasivas através da desdiferenciacao morfoldgica e funcional.

As células tumorais tém um largo espetro de mecanismos de invasao e migragao, tanto
individuais como coletivas, podendo assim modificar os seus mecanismos como resposta a
diferentes condi¢des. Esta caracteristica € uma das principais razées pela qual a terapéutica
antitumoral mais direcionada para os recetores de adesao ou proteases nao surte efeitos no
que toca ao atraso da progressao do tumor em ensaios clinicos.

Para migrar, o corpo celular necessita de modificar a sua rigidez tornando-se mais
maleavel para conseguir posteriormente interagir com as estruturas do tecido circundante.
Para que este processo ocorra € necessario concluir um ciclo de diversas etapas

interdependentes.
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Inicialmente a célula tem que se tornar polarizada e alongada, formando assim um
pseuddpode (através da extensao da borda principal da célula) que se vai posteriormente ligar
ao substrato da MEC. De seguida, o corpo da célula vai comecgar a contrair-se gerando uma
forca de tracao que vai levar ao seu deslizamento progressivo. O reconhecimento e ligagédo a
MEC séo feitos através de protusdes celulares podendo estas ser bastante diferentes em
morfologia e dindmica. Estas contém actina flamentosa assim como conjuntos modificaveis
de proteinas estruturais e de sinalizagdo que levam posteriormente a diferentes tipos de
interagcdes com substratos da MEC (Friedl & Wolf, 2003).

3.1. DE QUE FORMA SE MOVEM AS CELULAS TUMORAIS ATRAVES DOS TECIDOS E
SE ORGANIZAM EM TUMORES INVASIVOS?

Estudos feitos tanto in vitro como in vivo demonstram que as células tumorais se
infiltram nas matrizes de tecidos vizinhos através de diversos padrdoes. Podem-se dispersar
como células individuais (migracdo de células individuais) ou expandir-se em cadeias de
células sdlidas (migragao coletiva). Apesar de serem métodos distintos estes podem estar
presentes ao mesmo tempo (Tabela 1).

Normalmente, quanto menor o estagio de diferenciagdo, maior a probabilidade de o
tumor se espalhar através de células individuais. No entanto estudos demonstram que células
agregadas se podem mover como uma unidade funcional. Ao contrario das células migratdrias
individuais, a adesao célula-célula que ocorre em grupos celulares leva a uma forma
especifica de montagem do filamento de actina ao longo das jungdes celulares, o que permite
a formagao de um corpo contratil multicelular de tamanho maior. Para além do referido, os
movimentos coletivos apresentam um maior controlo da interagédo célula-MEC por integrinas
e proteases que degradam a matriz.

Os grupos de células metastaticas sdo mais frequentemente observados em
carcinomas que apresentam niveis altos ou intermédios de diferenciagao, tais como o cancro

da mama, célon e préstata (Hanahan & Weinberg, 2011).

Tabela 1 — Caracteristicas da Migragao Celular. Comparagao entre das principais caracteristicas da migragao
individual e coletiva de células — retirado de Lintz, Mufioz & Reinhart-King, 2017.

Migration cate gory Circulating form Mode of migration Key features References

Single Circulating tumor cells (CTC) Mesenchymal Strong stress fibers, polarization, [10,16]
leading/trailing edges
Ameboid Blebbing, weak adhesions, rapid motility [17)
Collective Circulating tumor Sheets, strands, tubes, Intact cell-cell junctions [11-13]
microemboli (CTM) clusters
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3.2. PAPEL DO Ca®*" NA MIGRACAO CELULAR?

O Ca*" é um regulador fundamental da migracéo celular, dependendo esta do controlo
da sua concentracgdo intracelular, que pode ser mediada pela entrada do Ca** através dos
canais existentes na membrana plasmatica e libertagdo do mesmo dos reservatérios
intracelulares, principalmente do reticulo endoplasmatico (RE).

Tendo em conta o papel central que tem a concentragdo intracelular de Ca** na
migracao celular, ndo surpreende que os canais efetores do mesmo estejam desregulados
em diferentes tipos de cancro.

As células tumorais utilizam os mesmos canais de Ca** e bombas que as células néo
malignas; no entanto existem por vezes alteragdes nestes organelos que se tornam essenciais
para as células tumorais. Tais alteragdes podem incluir alteragdes pronunciadas ao nivel da
expressao, localizacao celular alterada, mutagdes genéticas e mudancgas na atividade ou
expressao associadas a processos especificos importantes para o cancro. Estas alteracoes
refletem frequentemente as mudancas no fluxo de Ca®* através da membrana plasmatica ou
organelos intracelulares.

O influxo de calcio através da membrana plasmatica para a célula € um regulador
importante dos processos celulares para a progressao do tumor, sendo que canais de ides de
quase todas as classes permeéaveis ao Ca®* foram agora associados a esse acontecimento
(Monteith, Davis, & Roberts-Thomson, 2012).

Os canais de ides com potencial recetor transitorio (TRP, do inglés transient receptor
potential) consistem em seis subfamilias sendo a maioria dos membros permeaveis ao calcio,
muitos dos quais tém um papel na distingao de sensagées incluindo a dor, temperatura, sabor
e pressao. Esta é a classe de canais mais associada ao cancro. Estudos feitos demonstram
que diversos canais TRP como o TRPC1, TRPC6, TRPM7, TRPM8 E TRPV6 sao
sobreexpressos no cancro da mama, com estudos adicionais que implicam a sobreexpresséo
do TRPM7 na migragdo de células de cancro da mama e pancreas (Ramsey, Delling, &
Clapham, 2006).

Para além dos canais TRP, também a molécula 1 de interagdo estromal (STIM1, do
inglés Stromal Interaction Molecule 1) e o canal proteico 1 de libertacado de calcio ativado por
calcio (ORAI1, do inglés Calcium Release-Activated Calcium Channel Protein 1) séo
reguladores da mobilizagdo intracelular de Ca®*. ORAI1 medeia o influxo de célcio apds a
diminui¢ao das reservas intracelulares do calcio e a ativagdo do canal pela STIM1. STIM1 é
uma proteina intramembranar localizada no RE onde atua como um sensor intraluminal de
célcio. E ativada quando ocorre a queda transitéria da concentracdo intraluminal de célcio

fazendo com que a proteina se desloque para as jungdes do RE da membrana plasmatica
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para ligar e ativar a ORAI1. Forma-se entdo a via de influxo de célcio mediada por
ORAI1/STIM1 denominada por SOCE (do inglés Store-Operated Calcium Entry), fundamental
para o influxo e sinalizagdo de Ca®* na fisiologia celular (F. M. Romero, Caro, Guerrero,
Bermejo, & Guisado, 2018).
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4. PAPEL DO Ca?* NA METASTIZACAO

As vias de sinalizagdo que envolvem o calcio necessitam de uma regulagdo com
controlo rigoroso, de forma a permitir o adequado funcionamento celular. Esta regulagao é
conseguida através das bombas, canais e proteinas de ligagdo ao calcio que tém como
principal objetivo manter a homeostasia celular e realizar fungdes celulares especificas. As
alteragdes de calcio citosdlico livre, que podem envolver aumentos globais transitérios ou
mantidos, permitem processos como a transcricdo génica, proliferagcdo e morte celular
(Stewart, Yapa, & Monteith, 2014).

A desregulacao das vias de sinalizagdo que envolvem o calcio pode ser uma
caracteristica de determinados estados patoldgicos como a osteoporose, hipertensao e o
cancro (Peterlik, Kallay, & Cross, 2013).

O calcio pode atuar diretamente sobre as enzimas celulares em conjunto com outros
metabolitos celulares, como os nucleotideos ciclicos, para regulacao das fungdes da célula.
A alteragado na concentragao de calcio intracelular tem sido implicada no inicio da secrecgao,
contracédo e proliferagéo celular, bem como a producado de espécies reativas de oxigénio
(ROS, do inglés Reactive Oxygen Species) (Ciarcia et al., 2010).

Durante a lesao vascular através do stress mecanico, fatores de crescimento ou
exposicdo a citocinas, as células musculares lisas vasculares podem sofrer alteragao
fenotipica passando de maioritariamente quiescentes e contrateis, para células com um
fendtipo mais sintético e proliferativo. Esta alteracdo fenotipica esta relacionada com
alteragdes na via de sinalizagdo que envolve o calcio, tais como a passagem de canais de
célcio dependentes de voltagem tipicas das células contrateis, para a SOCE nas células
proliferativas (Stewart et al., 2014).

As células neoplasicas e as células saudaveis diferem em aspetos muito especificos,
tais como as alteragdes na via de sinalizagao do calcio, ocorridas apds estimulagao, tanto na
natureza do influxo de calcio como na taxa de recuperagdo da concentragdo de calcio
intracelular. A identificagdo dos principais componentes moleculares da SOCE, ou se€ja,
STIM1 e ORAI1 , trouxe um grande interesse na determinacao do papel da via de influxo de
célcio na fisiopatologia do cancro (Stewart et al., 2014).

O SOCE ¢ a principal via de influxo de calcio (Figura 8) na maioria dos cancros, sendo
mediado pelo sensor de calcio do reticulo endoplasmatico 1 e 2 (STIM1 e 2, do inglés
endoplasmic reticulum calcium sensor) e pela unidade de formacgao de canais da membrana
plasmatica orais (ORAI 1-3). Nos ultimos anos tem-se verificado um aumento da evidéncia

Y

que associa uma desregulacdo da SOCE nas células tumorais a promog¢ao da invasao,
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migracao e proliferacao celular. De facto, a sobre-expressao de STIM1 e/ou ORAI1 tem sido
descrita em varios tipos de cancro, incluindo no cancro da mama (Stewart et al., 2014), e
associada a progressdao metastatica (Prakriya & Lewis, 2015). O SOCE hiperativo pode
promover a disseminacdo metastatica e colonizagdo através da reorganizagdo do
citoesqueleto de actina, degradando a matriz extracelular e remodelando o microambiente
tumoral.

Uma vez que a localizacao e funcao do STIM1 e ORAI1 sao fortemente dependentes
dos componentes do citoesqueleto de actina, a questado de como a dindmica entre o SOCE e
o Ca* influencia os eventos dependentes do citoesqueleto, (como a adesdo e migragéo
celular) foi rapidamente considerada e avaliada por diversos grupos (Vanoverberghe et al.,
2012).

Dos estudos realizados e através da informacao por eles fornecida, € neste momento
aceite que um dos principais alvos da SOCE ¢ o citoesqueleto e que a dindmica do conjunto
de adeséo focal assim como a do citoesqueleto de actina sdo amplamente influenciadas pela
cinética da entrada de Ca** através de SOCs (do inglés Store-Operated Calcium Channels)
(F. J. M. Romero, Guerrero, Caro, & Guisado, 2016).

T.A. Stewart et al (2014), propdem exemplos da remodelacao do sinal das vias que
envolvem o calcio, comparando células tumorais e nao tumorais. Nas células tumorais, o
aumento mantido da concentragao de calcio intracelular apds um determinado estimulo, deve-
se provavelmente a um aumento do influxo de calcio e pode ter como consequéncia o
aumento da proliferagcdo. Nas mesmas células, se apds o estimulo existir um retorno rapido
das concentragdes de calcio intracelular as concentragbes basais, provavelmente através do
aumento do efluxo de calcio, a consequéncia mais provavel sera a resisténcia ao estimulo
apoptético. Se apds o estimulo, o fendtipo das células tumorais levar a picos repetidos de
célcio intracelular, através da alteracdo da sequestracdo de calcio, influxo ou efluxo, a
consequéncia mais provavel sera a alteragcao da transcri¢cao de fatores dependentes do calcio.
Estes fatores sdo importantes na migracao e proliferagao celular. Por outro lado, as células
nao tumorais, independentemente do estimulo, conseguem retornar a concentracao basal de
célcio intracelular (Stewart et al., 2014).

Quanto aos mecanismos de migragao celular e processos importantes na angiogénese
tumoral, investigagcbes de A.Fiorio Pla et al demonstram que o acido araquidénico, um efetor
da via de sinalizacdo do fator de crescimento angiogénico, induz uma resposta de calcio
significativamente maior em células endoteliais derivadas de tumor de mama do que em
relagcao as células endoteliais dérmicas normais (Fiorio Pla et al., 2010). Esta diferenca parece

ser mediada pelo TRPV4 (Figura 6) (Stewart et al., 2014). Estes estudos sugerem que a
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remodelacdo nas vias de sinalizacdo do calcio nas células endoteliais migratorias, esta
associada ao aumento da responsividade aos ativadores do TRPV4. Esta remodelagéo pode
dever-se a mudangas dindmicas na localizagdo do TRPV4, uma vez que o acido araquiddnico
causa redistribuicdo do TRPV4 para a membrana plasmatica nas células endoteliais, estando
relacionada com a remodelacao do citoesqueleto de actina. Para além de que o silenciamento
do gene TRPV4 aboliu a resposta migratéria das células endoteliais do tumor mamario ao

acido araquidonico (Fiorio Pla et al., 2010; Stewart et al., 2014).
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Figura 8 — Representagao esquematica das principais vias de influxo / efluxo / libertagao / recegao de calcio
envolvidas na regulagido da homeostasia do Ca?* em células de mamiferos e suas proteinas associadas.
As principais vias de influxo de calcio incluem as mediadas pela familia dos canais TRP, canais de ibes permeaveis
ao calcio, canais de calcio dependentes de voltagem e os componentes da via SOCE (ORAI1 e STIM1). A ativagao
dos recetores acoplados a proteina G localizados na membrana plasmatica leva a geragéo de inositol trifosfato
(IP3) e a consequente estimulag&o dos recetores IP3 localizados no RE, resultando na libertagio de Ca?* - retirado
de Stewart et al., 2014.
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Investigacbes anteriores sugerem que o recrutamento de células progenitoras
endoteliais da medula éssea desempenha um papel importante na neoangiogénese tumoral,
que é essencial para sustentar o crescimento do tumor e facilitar a disseminagao metastatica.
A remodelacgao da sinalizagdo de calcio foi identificada em células progenitoras endoteliais
derivadas de doentes com carcinoma de células renais em relagdo a controlos saudaveis
(Lodola et al., 2012).

O Ca®" é um sinalizador intracelular bastante versatil que pode controlar muitas
fungdes celulares diferentes atuando de varias maneiras para regular diversos processos
celulares, nomeadamente na juncdo sinaptica, onde o Ca?* desencadeia a exocitose em
microssegundos enquanto na outra extremidade esta a atuar durante horas para controlar
processos como a proliferagao celular ou transcricao de genes.

O nivel de Ca?* intracelular é determinado por um equilibrio entre as reacgdes ‘on’, que
introduzem o Ca?* no citoplasma e durante as quais uma pequena porcdo de Ca** se liga a
efetores responsaveis pela estimulacdo de diversos processos dependentes de Ca®*, e as
reacdes ‘off’, através das quais o sinal € removido pela agao conjunta de bombas e tampdes.
Quase todos os sistemas de Ca®* tém em comum o facto de funcionarem através de breves
impulsos de Ca* criados por reagdes de ativacdo/desativacdo referenciadas na Figura 9
(Berridge, Bootman, & Roderick, 2003).
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Figura 9 — Principais mecanismos da regulagdo da homeostasia do calcio. Durante as reacbes ‘on’ os
estimulos induzem a entrada de Ca?* externo e a formag&do de segundos mensageiros que libertam o Ca?* interno
que é posteriormente armazenado no RE. A maior parte desse Ca?* (referenciado através de circulos vermelhos)
esta ligada a buffers, quanto uma pequena parte se liga aos efetores ativando diversos processos celulares que
operam num largo espetro temporal. Durante as reagdes ‘off o Ca?* é removido da célula através de bombas. As
mitocéndrias também atuam durante o processo uma vez que captam o Ca?* através de uniporte que é
posteriormente lentamente libertado de volta ao citosol. A sobrevivéncia das células depende da homeostasia do
Ca?* pelo que o seu fluxo durante as reagdes ‘off corresponde ao fluxo durante as reagbes ‘on’ — retirado de
Berridge, Bootman & Roderick, 2003.

F.M. Davis el al demonstraram que a atenuagao do sinal de calcio pela quelagéo de
célcio intracelular reduziu significativamente o fator de crescimento epidérmico e a EMT
induzida por hipoxia. Para além destes resultados, descobriram que a expressado do canal
TRP tipo melastatina-7 regulava a fosforilacdo do sinal de transducido e ativacao da
transcricao 3 (STATS3, do inglés Signal Transducer and Activator of Transcription 3) induzida

pelo fator de crescimento epidérmico e que também regulava a expressdo de vimentina,
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marcador EMT. Nesta investigacao concluiram que enquanto a quelagao intracelular de calcio
bloqueia quase completamente a indu¢do de muitos marcadores da EMT, incluindo vimentina,
Twist e N-caderina, o efeito do silenciamento do TRPM7 foi especifico para a proteina
vimentina (Davis et al., 2014).

Apods a identificacdo de canais, bombas ou trocadores de calcio aberrantemente
expressos, o0s investigadores muitas vezes dependem de abordagens baseadas no
silenciamento genético ou inibidores/ativadores quimicos para avaliar o seu papel na
sinalizacédo de calcio em processos cancerigenos importantes, tais como a proliferacao e a
migracao (Stewart et al., 2014).

Uma parte importante da investigacao que avalia as vias de sinalizagédo de calcio e a
sua relevancia no cancro, concentra-se em determinar mudancas nos niveis de expressao de
proteinas responsaveis pela regulagcéao dos fluxos de calcio intracelulares, como é exemplo a
proteina anti-apoptética do Golgi (GAAP, do inglés Golgi Anti-Apoptotic Protein) (Stewart et
al., 2014).
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5. GOLGI ANTI-APOPTOTIC PROTEIN

A morte celular programada desempenha um papel essencial durante o crescimento
e desenvolvimento de células e em resposta a sinais de stress (Sierla, 2011). As proteinas
anti-apoptéticas do Golgi (GAAPs), sdo um novo grupo evolutivamente conservado de
proteinas oligoméricas multitransmembranares expressas no Aparelho de Golgi que inibem a
apoptose e promovem a libertacdo de Ca** a partir dos reservatérios intracelulares existentes
(Saraiva et al., 2013). Sao bastante conservadas em todos os eucariotas, estando também
presentes em alguns procariotas e orthopoxvirus e formam canais de ides seletivos a catides
que explicam as suas multiplas fungdes.

No grupo dos eucariotas, as GAAP regulam os niveis e fluxos de Ca** do Aparelho de
Golgi e Reticulo Endoplasmatico (RE), conferindo resisténcia a uma larga gama de estimulos
apoptéticos e promovendo a adesao e migracao de células através da ativacdo dos canais
ativados pela libertagao do calcio (Figura 10). Estas sao importantes para a manutencao da

viabilidade das células humanas (Carrara, Parsons, Saraiva, & Smith, 2017).
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Figura 10 — Efeitos Funcionais da GAAP. Modelo resumido dos efeitos funcionais da GAAP na regulacéo do

fluxo idnico intracelular, apoptose, adeséo celular e migracéo — retirado de Carrara et al, 2017

A proteina humana anti-apoptética (hGAAP, também conhecida como proteina
TMBIM4, do inglés Transmembrane BAX Inhibitor Motif Containing 4) partilha cerca de 73%

da identidade ao nivel de aminoacidos com a proteina viral (orthopoxvirus) anti-apoptoética
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(vGAAP) (Sierla, 2011). Estudos demonstraram que ambas tém propriedades anti-apoptéticas
contra diversos estimulos pré-apoptoticos apds sobreexpressdo em cultura de células
humanas. Nestes os estimulos testados incluiam indutores conhecidos por implementar
apoptose através das vias intrinseca e extrinseca. Apesar de VGAAP néao ser essencial para
a replicacao do virus, esta tem um papel importante na viruléncia do mesmo. A proteina
hGAAP ¢é essencial para a sobrevivéncia das células, sendo considerada um housekeeping
gene. A estreita relagdo entre as proteinas foi entdo confirmada pelo fato da vGAAP poder
complementar a perda de hGAAP promovendo assim a sobrevivéncia celular (Gubser et al.,
2007).

A hGAAP é um canal catiénico do Golgi altamente conservado que modula os fluxos
intracelulares de Ca®* sendo expressa em todos os tecidos humanos e essencial para a
viabilidade celular fornecendo resisténcia contra diversos stresses apoptoéticos. Para além de
tudo melhora a adesao e migracgao celular, aumentando a alternancia das aderéncias focais
devido a ativacdo da entrada de Ca®* nos reservatérios (N. Almeida et al., 2020). Diversos
estudos indicam esta como uma proteina com capacidades inibitérias em diferentes contextos
de apoptose sendo que o seu impacto na morte celular inclui atividades em varios
compartimentos celulares incluindo a modulacdo da homeostase do calcio do RE, sinalizagéo
do stress do RE, produgédo de espécies reativas de oxigénio, entre outros efeitos (Rojas-
Rivera & Hetz, 2015).

O Ca** funciona como um sinal intracelular altamente multifuncional que atua numa
larga faixa temporal, regulando varios processos celulares. Esta presente em muitos
processos biolégicos diferentes, sendo que a sinalizagao por si induzida surge pela entrada
através da membrana plasmatica ou pela libertacdo dos reservatérios intracelulares,
principalmente o RE e o Aparelho de Golgi (Berridge et al., 2003).

E libertado dos reservatérios intracelulares pelo inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) que
interage com os recetores IP3 que sdo por sua vez canais de libertagdo de Ca®* presentes no
RE e Aparelho de Golgi. Entra posteriormente no citosol ativando as enzimas citosélicas
podendo ser também depois absorvido pelas mitocdndrias, que tém um papel importante na
descodificacdo dos sinais de calcio durante a fisiologia normal (Pinton, Pozzan, & Rizzuto,
1998).

Foram realizados estudos que, tendo como base a localizagcado da hGAAP nos
reservatérios intracelulares de Ca** e a importancia estabelecida da sinalizag&o intracelular
deste nas células sensibilizadoras para a indugao da apoptose, realcam a possibilidade do
papel anti-apoptético da hGAAP poder ser mediado. Tal poderia ocorrer através da modulagao

do conteldo de calcio das reservas ou do fluxo do mesmo entre essas reservas e as
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mitocdndrias opostas, salientando evidéncias de que a hGAAP altera os fluxos intracelulares

de calcio induzidos tanto por estimulos fisiolégicos como apoptéticos (Mattia et al., 2009).
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6. OBJETIVO

Dadas as funcgdes descritas da hGAAP e a importancia que o pH do meio extracelular
demonstra nos processos de sobrevivéncia e migracédo de células tumorais, o objetivo deste
trabalho foi investigar a influéncia do pH na sobrevivéncia de células tumorais com sobre-
expressao de hGAAP.
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Il. METODOS

1. CULTURA CELULAR

A cultura celular € uma técnica na qual as células sdo removidas de um organismo e
colocadas em meio fluido em que, sob condi¢cdes apropriadas, podem sobreviver e até
crescer. Esse crescimento pode ser caracterizado por divisdo celular ou diferenciagao,
durante as quais as células se podem transformar em tipos especificos capazes de func¢oes
analogas em tecidos ou 6érgaos de todo o organismo. Envolve essencialmente a distribuicao
de células num ambiente artificial (in vitro), composto pelos nutrientes, temperatura, pH e

humidade necessarios para permitir que as células crescam e proliferem (Lynn, 2009).

No estudo realizado foram utilizadas linhas celulares cuja expresséao foi alterada de
modo a que se pudessem tirar conclusbes. Foram utilizadas as linhas MCF7 (do inglés
Michigan Cancer Foundation — 7) e U20S (do inglés Human Bone Osteosarcoma Epithelial
Cells).

MCF7 é uma linha celular do cancro de mama, frequentemente utilizada e promovida
por mais de 40 anos por varios grupos de investigacao. Fundada em 1973 pelo Dr. Soule e
colegas da Michigan Cancer Foundation, de onde deriva 0 seu nome, as células MCF7 foram
primeiramente isoladas do derrame pleural de uma mulher de 69 anos com doenca
metastatica.

Esta € uma linha que tem sido regularmente usada e estudada ao longo de varios anos
por diversos grupos de investigacdo, tendo demonstrado ser uma linha celular modelo
adequada a investigagdes de cancro de mama por todo o Mundo. E uma linha celular pouco
agressiva e ndo invasiva com baixo potencial metastatico (Comsa, Cimpean, & Raica, 2015).

A MCF7 é uma linha com células de interesse uma vez que tém uma série de
caracteristicas semelhantes ao epitélio mamario. A linhagem tem uma tipologia do tipo
epitelial cujas monocamadas formam estruturas de cupula devido a acumulagao de fluido
entre o prato de cultura e a monocamada celular. E principalmente utilizada como modelo in
vitro para estudar a biologia do cancro de mama. Devido ao niumero de variaveis disponiveis
esta ocupa um papel importante no desenvolvimento de farmacos para quimioterapia assim

como no entendimento da resisténcia aos medicamentos (Cooper, 2012).
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O osteossarcoma humano € um tumor maligno primario do osso que afeta criancas e
jovens (entre os 15 e 0s 29), assim como adultos numa fase mais tardia (a partir dos 60 anos).
E o sexto tipo mais comum de cancro em criancas e aparece durante a segunda década de
vida no periodo de crescimento, tendo uma grande incidéncia em adolescentes que sofrem
de surtos de crescimento. A sua causa é desconhecida apesar da influéncia genética,
radiacdes e o rapido crescimento 6sseo estarem relacionados com o seu desenvolvimento.

A linha celular U20S do osteossarcoma humano foi formada em 1964 a partir de um
sarcoma relativamente diferenciado da tibia de uma menina de 15 anos. Foi uma das
primeiras linhas celulares a ser criada sendo utilizada em diversas areas de pesquisa
biomédica (Niforou et al., 2008).

As linhas celulares de osteossarcoma humano (U20S Neo, U20S hGAAP e U20S
hGAAP CtMut) e cancro da mama (MCF7 Neo e MCF7 hGAAP) foram mantidas em DMEM
suplementado com 10% de SFB, 100U/mL de penincilina e 0,1mg/mL de estreptomicina. As
células foram mantidas a 37°C, sob uma atmosfera humidificada com 5% de CO,. O meio de

células MCF7 foi adicionalmente suplementado com insulina a 0,1% (N. A. Almeida, 2019).

Foram analisadas 3 linhas celulares:
Neo (U20S e MCF7) — linhas celulares em que o nivel de expressao de GAAP é normal, ou

seja, apenas a expressao proveniente do gene endégeno;

hGAAP (U20S e MCF7) — linhas celulares em que o nivel de expressao de GAAP ¢ elevado,
ou seja, para além da expressao proveniente do gene endégeno a GAAP é também expressa

a partir de um plasmideo contendo o gene GAAP sob o controlo de um promotor forte;

CtMut (U20S) — linha celular com expressdo endégena do gene GAAP wild type e
sobreexpressao proveniente de um plasmideo contendo o gene GAAP nao funcional (mutado

na regiao C terminal).

Foram testados 4 valores de pH de meio: 6.6, 7.0, 7.4 (valor fisiolégico e mais
usualmente utilizado na cultura de células) e 7.8 para que seja possivel analisar o impacto do

pH na sobrevivéncia das linhas celulares mencionadas acima.
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2. VIABILIDADE CELULAR

O teste de Cristal Violeta (CV) é um dos métodos mais usados para detetar a
viabilidade celular sob diversas condicdes (Violet et al., 2014). E um método simples, rapido
e versatil, que deteta a biomassa de células aderentes, composto por uma coloragao com
corante cristal violeta que se liga as proteinas e ao DNA (Feoktistova, Geserick, & Leverkus,
2016).

O cristal violeta € um corante triariimetano que se pode ligar a moléculas do tipo ribose,
como o DNA dos nucleos, cuja coloragao pode ser usada para quantificar o DNA total da
populagdo de células determinando assim a viabilidade celular (Violet et al., 2014). E
diretamente proporcional a biomassa celular e pode ser medido a 570nm.

Este método permite distinguir entre efeitos ao nivel da morte/sobrevivéncia ou
maior/menor proliferagao celulares (Feoktistova et al., 2016). As células que sofrem de morte
celular perdem a sua aderéncia e sao consequentemente separadas do grupo geral de

células, reduzindo a quantidade de coloracao existente na cultura em questao.

No estudo realizado foram semeadas cerca de 3000 células em placas de 96 pocos
com 190 uL de meio de cultura a diferentes pHs e as células foram incubadas a 37°C numa
atmosfera de 5% de CO: pelo tempo indicado. Foi preparada uma solugéo de trabalho de
Cristal Violeta a 0,1% e ap6s o tempo de incubacgao indicado as células foram lavadas com
PBS de pH 7,4 a 37°C e fixadas com 100 pL de etanol frio a 96% por 10 minutos. Apds os 10
minutos o etanol e PBS presentes foram retirados e as células coloradas com 100 uL da
solugao de Cristal Violeta durante 5 minutos. Apds o tempo estabelecido, as células foram
lavadas com agua. Para finalizar os cristais de Cristal Violeta foram dissolvidos com 200 uL
de uma solucao de etanol a 96% com acido acético e lida a respetiva absorvancia a 595nm.
Realizaram-se duas experiéncias independentes, cada uma composta por quatro culturas

replicadas.
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lll. RESULTADOS

1. VIABILIDADE

1.1. Impacto da expressdo de hGAAP na viabilidade celular da linha U20S a diferentes
pHs

Os resultados obtidos apés 4 dias de cultura de células U20S Neo, hGAAP e hGAAP
CtMut sao considerados como controlo, uma vez que até essa altura as células nao tinham
ainda sido sujeitas a nenhum stress por falta de nutrientes ou fatores de crescimento, e todas
as linhas celulares demonstraram uma sobrevivéncia equiparada ao controlo Neo a pH 7.4.
Tendo a maior parte uma viabilidade proxima dos 100%, que é considerada como controlo na
linha Neo a pH 7.4 (Figura 11A). O pH do meio de cultura ndo afetou significativamente o
crescumento e sobrevivéncia das células durante este tempo em cultura.

Apods 3 semanas em cultura (Figura 11B), verifica-se o decréscimo na sobrevivéncia
celular principalmente nas linhas Neo e CtMut, ao contrario da linha hGAAP que demonstra
uma sobrevivéncia nitidamente superior ao controlo a pH 7.0, 7.4 e 7.8. A medida que o pH
do meio vai aumentando, as células nao resistem tanto tempo em cultura, acabando por
morrer, mas nas linhas celulares em que a hGAAP é sobrexpressa, verifica-se uma
manutencao parcial da sobrevivéncia, o que nos leva a concluir que a hGAAP confere algum

tipo de protecao as células em cultura, especialmente a pHs mais altos.
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Figura 11 — Impacto da expressao de hGAAP na viabilidade celular da linha U20S a diferentes pHs. As
linhas celulares U20S Neo, hGAAP e CtMut foram mantidas em DMEM suplementado com 10% de SFB, por 3
semanas a diferentes pHs (6.6, 7.0, 7.4 e 7.8). Foram recolhidos resultados apos 4 dias (Painel A) e 3 semanas
(Painel B) de estudo. A viabilidade celular foi analisada pela técnica de Cristal Violeta e os resultados obtidos estéo
sumarizados na figura e sdo apresentados em relagao ao controlo Neo a pH 7.4 que foi considerado 100%. Estudo
estatistico realizado através do teste Two-Way ANOVA Tukey Test com o Software GraphPad Prism 8, *** p <

0,001 (comparando com Neo a cada respetivo pH).
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1.2. Impacto da expressao da GAAP na viabilidade celular da linha MCF7 a diferentes
pHs

No caso da linha celular MCF7, os resultados obtidos foram recolhidos apods 2
semanas em cultura e a pHs mais altos (7.4 e 7.8) demonstram um decréscimo na
sobrevivéncia celular da linha Neo, decréscimo esse que foi menor na linha hGAAP.

A medida que o pH do meio vai aumentando, as células tém tendéncia a morrer ou a
reduzir a sua proliferagdo, mas nas linhas celulares em que a hGAAP ¢ sobrexpressa, verifica-
se o contrario, o que nos leva a concluir que a hGAAP também confere algum tipo de protegao
as células MCF7 cultivadas a pHs mais altos.

O estudo na linha celular MCF7 foi realizado com o objetivo de confirmar que o
fendmeno verificado na linha U20S néo é especifico das mesmas. O resultado obtido com a
linha U20S foi também observado, pelo menos em parte, na linha celular de cancro de mama
MCF7, confirmando que o aumento da sobrevivéncia celular a pHs mais elevados aquando
da sobrexpressao de hGAAP nao é tendéncia apenas da linha celular U20S.
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Figura 12 — Impacto da expressao da GAAP na viabilidade celular da linha MCF7 a diferentes pHs. As linhas
celulares MCF7 Neo e hGAAP foram mantidas em DMEM suplementado com 10% de SFB, por 3 semanas a
diferentes pHs (6.6, 7.0, 7.4 e 7.8). Foram recolhidos resultados apds 2 semanas de estudo. A viabilidade celular
foi analisada pela técnica de Cristal Violeta e os resultados obtidos estdo sumarizados em cima. Estudo estatistico
realizado através do teste Two-Way ANOVA Tukey Test com o Software GraphPad Prism 8, *** p < 0,001
(comparando com Neo a cada respetivo pH).
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IV. CONCLUSAO / DISCUSSAO

A progressao tumoral esta altamente associada ao estado fisioldogico do
microambiente tumoral (TME) (Roma-Rodrigues, Mendes, Baptista, & Fernandes, 2019). Este
€ constituido por uma rede complexa composta por matriz extracelular (MEC), células
estromais e células imunoinflamatérias que influenciam a invasao, intravasao e metastizacao
das células tumorais. A interface estroma-inflamatéria representa um espago dinamico, no
qual a troca de varias informacdes moleculares esta associada a transicao para o ambiente
tumorigénico. Estudos recentes sugerem que a carcinogénese é influenciada pelo TME e
controlada pelo sistema imunoldgico do hospedeiro, encontrando-se a subjacente importancia
dos componentes do mesmo e dos biomarcadores imunoldgicos na determinacdo do
prognostico e da resposta terapéutica (Alsibai & Meseure, n.d.).

O desenvolvimento de farmacos antitumorais eficazes tem sido desafiado pela
complexidade geral dos tumores causada pela sua heterogeneidade, que é por sua vez
aumentada pela progressao do cancro e determinada pelo seu microambiente.

Compreender como a composi¢cao do TME altera durante o desenvolvimento do tumor
pode permitir o desenvolvimento de estratégias terapéuticas capazes de combater o mesmo
num estadio evolutivo especifico (Pottier et al., 2015).

A rapida proliferagcdo maligna cria um microambiente, em torno de cancros sdlidos,
maioritariamente hipoxico. Consequentemente, como resposta adaptativa, as células
tumorais favorecem a atividade metabdlica através da produgéo de energia e componentes
intermediarios que promovem a replicagao celular através da glicolise anaerdbica. A libertagcao
da acumulacéo excessiva de lactato diminui o pH extracelular levando a um microambiente
considerado propicio a promocado da motilidade, invasdo e metastase tumoral, o que
sistematicamente influenciara a resposta ao tratamento recebido (Abaza & Lugmani, 2013).
Este processo € conhecido como o efeito Warburg.

A homeostase em organismos multicelulares é fortemente mantida por um processo
conhecido como morte celular programada, ou apoptose. A sua desregulagao esta associada
a tumorigénese e, especialmente, ao desenvolvimento da quimiorresisténcia. Diversas
proteinas foram ligadas a desregulacao da apoptose e sao coletivamente chamadas proteinas
de sobrevivéncia, das quais faz parte a GAAP. Estas inibem a morte celular, fornecendo alvos
para possivel descoberta e desenvolvimento de farmacos.

A absor¢cao mitocondrial de calcio € mediada por uniporte de baixa afinidade que
deteta os microdominios de Ca** elevados que sdo estabelecidos nas jungdes entre o RE e

as mitocdndrias. As jungdes estreitas com um papel importante na sinalizagao de calcio foram
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também observadas entre o Aparelho de Golgi e as mitocdndrias. Alteragdes na homeostase
de Ca*' intracelular contribuem para a indugédo da apoptose. A mudancga no controlo das
fungdes fisioldgicas para o envolvimento na apoptose provavelmente implica mudangas no
padrdo de sinalizagao de caélcio afetando proteinas e organelos efetores citosodlicos. A
sinalizacdo de calcio entre organelos de armazenamento e mitocdndrias desempenha um
papel importante na sensibilizagdo de células para a apoptose (Berridge et al., 2003).

A capacidade que a hGAAP demonstra ao interferir na sinalizagao intracelular de Ca?*
fornece uma explicacdo provavel para a sua capacidade de supressao da apoptose. Esta é
uma ideia apoiada por observacdes de que a modulagao da atividade do recetor IP3 torna as
células menos sensiveis a apoptose desencadeada por processos intrinsecos e extrinsecos.
Uma diminui¢do na quantidade de Ca* disponivel para a sinalizacéo pode impedir que haja
fluxos citotoxicos de Ca®* entre os reservatdrios e as mitocondrias. As proteinas reguladoras
da morte celular foram ligadas ao metabolismo celular sendo demonstrado, em diversos
estudos, que a capacidade destas aumentarem a frequéncia da abertura do IP3 eleva as
oscilagbes do Ca®* resultando numa maior atividade mitocondrial. A hGAAP é uma nova
proteina que modula a entrada e libertacdo de Ca?*, o que pode explicar o seu papel decisivo
na regulagcdo da morte celular por apoptose (Mattia et al., 2009).

Uma das familias de proteinas de sobrevivéncia mais extensa sio as proteinas Bcl-2.
Estas consistem num grupo de proteinas que determinam o destino das células promovendo
ou inibindo a apoptose e podem ser divididas em trés subfamilias com base na sua estrutura
e funcbes. O grupo 1, que inclui as proteinas anti-apoptéticas, é formado por diversas
proteinas como a Bcl-2, Bcl-xl, Bcl-w, entre outras, que suprimem a apoptose. Diversos
estudos estabeleceram o papel da familia Bcl-2 como proteinas pré-sobrevivéncia na
sobrevivéncia celular, proliferacdo e quimiorresisténcia em varios tumores (Pandey et al.,
2016).

Quando em comparagao com a hGAAP e tendo por base os resultados obtidos no
estudo realizado, podemos especular que ambas agem com 0 mesmo propdsito: inibir a morte
celular programada, aumentando consideravelmente a sobrevivéncia das células.

Analisando os resultados obtidos, levando em consideragédo os valores de pH a que
as linhas celulares foram submetidas, pode concluir-se que ha um claro aumento da
sobrevivéncia celular a pHs mais elevados quando a hGAAP ¢é sobrexpressa. Este fendmeno
pode ser explicado pelo facto do pH influenciar o funcionamento de inumeros processos e
moléculas celulares.

O pH alcalino é tdxico para muitas células, incluindo tumores, o que se pode confirmar

pelos resultados obtidos apdés 2 e 3 semanas em cultura (linhas celulares MCF7 e U20S
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respetivamente) uma vez que as linhas celulares Neo e CtMut sofreram uma diminuigao
significativa da sua sobrevivéncia. No entanto, se os tumores se adaptarem com sucesso a
sua condicido utilizando-a para a sua propria ativagao celular, poderdao aumentar a sua
sobrevivéncia. Os resultados mostram que a linha hGAAP quando submetida a um ambiente
desfavoravel mantem uma sobrevivéncia semelhante a quando estava submetida a um pH
adequado ao crescimento celular.

A sobrexpressao da hGAAP em linhas celulares tumorais (U20S e MCF7) induz
fendmenos celulares invasivos, sugerindo que esta pode desempenhar um papel importante
na progressao do cancro primario ndo invasivo para um estado metastatico competente. Uma
vez que a hGAAP regula varias caracteristicas importantes do cancro, como a resisténcia a
morte celular e ativacdo de invasdo e metastase, e a sua expressao tem sido relatada num
numero crescente de tecidos malignos, é possivel afirmar que esta podera estar envolvida na
progressao do tumor e a metastizacao (Carrara et al., 2017). Deste modo, e tendo em conta
os dados obtidos, podemos concluir que a expressdo de hGAAP podera em teoria ter algum
tipo de impacto na sobrevivéncia de células tumorais sujeitas a restricao de nutrientes e a
variagdes bruscas de pH. A regulagao do pH no tumor é importante nao apenas no contexto
da eficacia de varios tipos de terapias bem como na potenciacao da formag¢ao de metastases
(Kato et al., 2013). Assim, e tendo em conta todas as outras fungdes descritas para hGAAP,
podemos afirmar que a analise do nivel de expressdo de hGAAP podera providenciar
informacdes Uteis sobre o potencial de metastizagao de um tumor.

O grande volume de estudos sobre varios tipos de cancro nas ultimas décadas tem
vindo a gerar evidéncias de que o nivel de expressao de proteinas anti-apoptéticas esta
relacionado com a proliferagdo, sobrevivéncia e quimiorresisténcia de células cancerigenas.
Apesar de tudo sdo ainda necessarios diversos estudos para melhor compreender a
regulacdo das proteinas assim como a sua dindmica tecidual e mecanismos associados a
resisténcia a diferentes abordagens terapéuticas. Existe uma permanente necessidade de
desenvolver novas estratégias e agentes para combater a resisténcia a quimioterapia e
radioterapia utilizadas nos tumores, sendo o objetivo final desenvolver um novo agente que
possa eliminar células tumorais sobreviventes que sao especialmente resistentes as terapias

convencionais (Pandey et al., 2016).
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