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Resumo 

 

O cancro é o maior problema de saúde pública e uma das principais causas de morte em 

todo o mundo. Apesar das terapias e tratamentos existentes, tais como resseção 

cirúrgica, radioterapia, quimioterapia e terapias direcionadas, continua a aumentar a 

sua prevalência e mortalidade. O glioblastoma é o tumor cerebral primário mais 

comum e o que apresenta maior agressividade e pior prognóstico, é altamente 

resistente à radioterapia e quimioterapia, e não é controlado por resseção cirúrgica. A 

sua elevada atividade proliferativa e vascularização, localização e quimioresistência, 

dificultam o seu tratamento. O cancro da mama e o cancro colorretal são dos cancros 

mais comuns e mortais em todo o mundo, perdurando a necessidade de terapias e 

medicamentos com menos efeitos adversos e com risco-benefício mais favorável, 

promovendo uma maior sobrevivência.  

A maioria das células cancerosas apresentam caraterísticas metabólicas específicas, 

uma vez que a glicólise prevalece sobre a fosforilação oxidativa como principal fonte de 

energia, mesmo na presença de oxigénio e com as mitocôndrias a funcionar 

normalmente. Esta reprogramação é conhecida como efeito Warburg, e é altamente 

dependente de elevadas concentrações de glucose de forma a garantir a sobrevivência e 

proliferação das células cancerosas. Recentemente, o nosso grupo de investigação 

mostrou a presença e funcionalidade do recetor do sabor doce, constituído pelas 

subunidades T1R2/T1R3, em três linhas celulares de glioblastoma. O T1R2/T1R3 liga-

se a moléculas doces, tais como a glucose e, nas papilas gustativas, a sua principal 

função é a perceção do sabor doce. Noutros órgãos, o T1R2/T1R3 parece funcionar 

como glucossensor da disponibilidade de glucose. Este trabalho pretende confirmar a 

expressão e compreender o efeito do bloqueio do T1R2/T1R3, em linhas celulares de 

glioblastoma, cancro da mama e cancro colorretal.  

Foi possível confirmar a expressão das subunidades T1R2 e T1R3 do recetor nas linhas 

celulares de cancro da mama (MCF7) e cancro colorretal (Caco-2). Adicionalmente, 

verificou-se que a inibição, com lactisole, da subunidade T1R3 do recetor do sabor doce 

levou à diminuição da viabilidade e migração das células de glioblastoma (U-87MG, 

SNB-19 e U-373MG), cancro da mama (MCF7) e cancro colorretal (Caco-2), mas sem 

aumentar a apoptose ou a morte celular. A inibição do recetor também levou à 

diminuição do uptake da glucose na linha celular de glioblastoma SNB-19. Os 

resultados obtidos mostram a importância deste recetor para o crescimento das células 
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cancerosas, e que o mesmo poderá ser um importante glucossensor da disponibilidade 

de glucose com impacto na progressão e crescimento dos tumores. 

 

Palavras-chave  

Glioblastoma; cancro da mama; cancro colorretal; efeito Warburg; recetores do sabor 

doce; lactisole 
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Abstract 
 
Cancer is a major public health problem and one of the leading causes of death 

worldwide. Despite the existing therapies and treatments, such as surgical resection, 

radiotherapy, chemotherapy and targeted therapies, its prevalence and mortality 

continues to increase. Glioblastoma is the most common primary brain tumor and the 

most aggressive and worse prognosis, as it is highly resistant to radiotherapy and 

chemotherapy, not controlled by surgical resection. Its high proliferative activity and 

vascularization, location and chemoresistance difficult its treatment. Breast cancer and 

colorectal cancer are among the most common and deadly cancers worldwide, and 

there is a continuing need for therapies and drugs with fewer adverse effects and more 

favourable risk-benefit, promoting greater survival.  

Most cancer cells have specific metabolic characteristics, since glycolysis prevails over 

oxidative phosphorylation as the main energy source, even in the presence of oxygen 

and normally functioning mitochondria. This reprogramming is known as the Warburg 

effect, and it is highly dependent on high concentrations of glucose in order to ensure 

the survival and proliferation of cancer cells. Recently, our research group showed the 

presence and functionality of the sweet taste receptor, constituted by T1R2/T1R3 

subunits, in three glioblastoma cell lines. T1R2/T1R3 binds to sweet molecules such as 

glucose and, in the taste buds, its main function is the perception of sweet taste. In 

other organs, T1R2/T1R3 appears to function as a glucosensor for glucose availability. 

This work aims to confirm the expression and understand the effect of blocking the 

T1R2/T1R3, in glioblastoma, breast and colorectal cancer cell lines.  

It was possible to confirm the expression of sweet taste receptor T1R2 and T1R3 

subunits in breast cancer (MCF7) and colorectal cancer (Caco-2) cell lines. 

Additionally, the inhibition of the sweet taste receptor T1R3 subunit with lactisole led 

to decreased viability and migration of glioblastoma cells (U-87MG, SNB-19 and U-

373MG), breast cancer (MCF7) and colorectal cancer (Caco-2), but without increasing 

apoptosis or cell death. Inhibition of the sweet taste receptor also led to decreased 

glucose uptake in the SNB-19 glioblastoma cell line. The results obtained show the 

importance of this receptor for the growth of cancer cells, and that it may be an 

important glucosensor of glucose availability with an impact on the progression and 

growth of tumors. 
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Capítulo 1 

Introdução 

1.1 Cancro 
 

O cancro é caraterizado pelo crescimento celular descontrolado e aquisição de 

propriedades metastáticas, acompanhado pela ativação de oncogenes e/ou desativação 

de genes supressores de tumores. Tais acontecimentos promovem a desregulação do 

ciclo celular e a inativação de mecanismos apoptóticos (Vogelstein e Kinzler 2004; 

Sarkar et al. 2013). De acordo com a estimativa da Globocan, em 2020, ocorreram 

19.29 milhões de novos casos de cancro, 9.96 milhões de pessoas morreram de cancro e 

a prevalência (5 anos) é de aproximadamente 50.55 milhões de pessoas (Ferlay et al. 

2020). 

O desenvolvimento de cancro inicia-se quando uma célula se liberta das restrições 

normais da divisão celular e prolifera de forma independente, sendo que todas as 

células derivadas da primeira irão também exibir uma proliferação inadequada. Essas 

células anormais formam um tumor ou massa de células que podem permanecer dentro 

do tecido que lhes deu origem (cancro in situ) ou podem invadir outros tecidos 

próximos (cancro invasivo). Um tumor invasivo é considerado maligno uma vez que as 

células podem entrar na circulação, sangue ou linfa, e podem estabelecer novos 

tumores por todo o corpo (metástases) (figura 1). Quando o crescimento do tumor 

perturba os tecidos ou órgãos onde se localiza pode ameaçar a vida do indivíduo 

(National Institutes of Health (US) 2007). 

Figura 1 – Fases de desenvolvimento de um tumor. O tumor começa a desenvolver-se quando uma 

célula sofre uma mutação tornando-a mais propensa a dividir-se do que num estado normal. A célula 

alterada e os seus descendentes crescem e dividem-se com muita frequência, numa condição chamada 
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hiperplasia. Em determinado ponto, uma dessas células passa por outra mutação, aumentando ainda mais 

a sua tendência de divisão. Os descendentes dessa célula dividem-se de forma excessiva tornando-a 

anormal, uma condição chamada displasia. Com o passar do tempo, uma das células passa por outra 

mutação e esta célula e os seus descendentes tornam-se muito anormais em crescimento e aparência. O 

tumor formado a partir dessas células e contido no tecido de origem é chamado de cancro in situ, o qual 

pode permanecer contido indefinidamente. Se em algumas células ocorrerem mutações adicionais, o tumor 

poderá invadir os tecidos vizinhos e libertar células no sangue ou na linfa, tornando-se num tumor 

maligno. As células que escapam podem estabelecer novos tumores (metástases) noutros locais do corpo. 

(Adaptado de National Institutes of Health (US) 2007). 

Durante as várias etapas do desenvolvimento de um tumor humano são adquiridas 

catorze capacidades biológicas, denominadas hallmarks do cancro (figura 2), uma vez 

que os tumores reprogramam as suas vias metabólicas de modo a atender às 

necessidades biológicas que permitam a sobrevivência e crescimento das células 

cancerosas (Hanahan e Weinberg 2011; DeBerardinis e Chandel 2016; Hanahan 2022). 

Desta forma, estas atividades reprogramadas possibilitam que as células tumorais 

absorvam os nutrientes abundantes e os utilizem para produzir ATP (adenosina 

trifosfato), gerar precursores biossintéticos e macromoléculas, e tolerar stress 

associado à malignidade, como o stress redox e a hipóxia (DeBerardinis e Chandel 

2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 – Hallmarks do cancro. Capacidades biológicas adquiridas durante as várias etapas do 

desenvolvimento do tumor, que incluem a sustentação da sinalização proliferativa, evasão dos supressores 

de crescimento, resistência à morte celular, permitindo a imortalidade replicativa, indução da angiogénese, 
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ativação da invasão e metástase, reprogramação do metabolismo celular e evitar a destruição imunológica. 

Subjacentes a estas caraterísticas estão a instabilidade genómica, que gera uma diversidade genética 

através da aceleração da sua aquisição, e a inflamação que promove múltiplas funções por parte das 

hallmarks. Contudo, existem novos potenciais hallmarks e caraterísticas de habilitação que podem ser 

incorporados como componentes centrais da conceitualização dos hallmarks do cancro, como por exemplo 

o desbloqueio da plasticidade fenotípica, reprogramação epigenética não mutacional, microbiomas 

polimórficos e células senescentes (Adaptado de Hanahan 2022). 

 

A instabilidade genómica e as mutações determinam as hallmarks do cancro, uma das 

quais a capacidade de invasão e metástase das células tumorais (Hanahan e Weinberg 

2011). A metástase é a principal causa de morte por cancro. Durante o processo de 

metástase, as células tumorais abandonam o local primário e espalham-se por todo o 

corpo, formando locais secundários e causando falência orgânica grave (Lambert, 

Pattabiraman, e Weinberg 2017). O primeiro passo da cascata metastática é a invasão, 

na qual as células tumorais penetram na membrana basal circundante e migram 

através da matriz extracelular (ECM) para o tecido circundante (Krakhmal et al. 2015). 

Existem diversos parâmetros diferentes no microambiente do tumor que influenciam a 

regulação da migração e invasão das células cancerosas tais como a presença de 

hipóxia, quimioatrações, rigidez da ECM e falta de nutrientes (Polacheck, 

Zervantonakis, e Kamm 2013). É importante realçar que durante a migração e invasão, 

o fenómeno da transição epitelial-mesenquimal é que determina a plasticidade das 

células tumorais, permitindo que elas mudem de um estado epitelial não móvel para 

um mesenquimal móvel. Tal acontecimento proporciona às células cancerosas 

múltiplas características malignas, como o aumento da invasividade, e resistência à 

senescência, apoptose e tratamento (Lambert, Pattabiraman, e Weinberg 2017). 

Desta forma, o cancro pode desenvolver-se em qualquer um dos tecidos do corpo e cada 

tipo tem caraterísticas únicas (National Institutes of Health (US) 2007). 

1.1.1 Glioblastoma 

 
O glioblastoma é um tumor de grau IV do grupo dos gliomas, mais prevalente em 

humanos em idade adulta e o que apresenta maior agressividade e pior prognóstico, 

com uma sobrevivência média de 1 ano (Holland 2000; Stupp et al. 2005). 

Compreende cerca de 16% de todas as neoplasias primárias do cérebro e do sistema 

nervoso central, tornando-o o tumor cerebral maligno primário mais comum (Thakkar 

et al. 2014). A sua taxa de incidência ajustada por idade é de 3,2 por 100.000 

habitantes e pode ocorrer em qualquer idade, mas afetando principalmente indivíduos 

com idade média de 64 anos (Thakkar et al. 2014; Q. T. Ostrom et al. 2014; Quinn T. 
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Ostrom et al. 2015). Adicionalmente, os glioblastomas apresentam uma ocorrência 

maior em homens do que em mulheres (1,6:1) (Ellor, Pagano-Young, e Avgeropoulos 

2014).  

O glioblastoma pode ser classificado como primário ou de novo, o qual surge sem 

evidência de um precursor menos maligno, ou secundário, onde um tumor de baixo 

grau se transforma ao longo do tempo em glioblastoma. A maioria dos glioblastomas 

(~90%) são primários, e esses pacientes tendem a ser mais velhos e a ter um pior 

prognóstico comparativamente com pacientes com glioblastoma secundário (Wilson, 

Karajannis, e Harter 2014). Este tipo de tumor ocorre quase exclusivamente no 

cérebro, podendo também surgir no tronco cerebral, no cerebelo e na medula espinhal. 

Inicialmente julgava-se que o glioblastoma surgia apenas de células gliais, mas de 

acordo com evidências recentes, este pode derivar de vários tipos de células com 

propriedades semelhantes às células estaminais neurais (Phillips et al. 2006).  

O glioblastoma é altamente resistente à radioterapia e à quimioterapia convencionais e 

não é efetivamente controlado por resseção cirúrgica (Wang et al. 2019). Este tipo de 

tumor é caraterizado por elevada atividade proliferativa e elevada vascularização 

(SchrÖder et al. 1991; G. Linkous e M. Yazlovitskaya 2011). A resseção cirúrgica seguida 

de radioterapia e quimioterapia são os tratamentos base para o glioblastoma (Urbańska 

et al. 2014). O temozolomide é o agente quimioterapêutico mais usado para o 

tratamento de glioblastoma, uma vez que aumenta a taxa de sobrevivência dos 

pacientes de 12,1 meses para 14,6 meses e a sua utilização em coadjuvação com 

radioterapia tem proporcionado um aumento dessa taxa e uma menor toxicidade 

(Stupp et al. 2005; Wang et al. 2019). Contudo, devido à sua localização e infiltração 

em tecidos circundantes, à existência da barreira hematoencefálica e à possibilidade de 

células tumorais se encontrarem em áreas de hipóxia (baixa concentração de oxigénio), 

o tratamento do glioblastoma torna-se difícil, apesar do desenvolvimento de novas 

estratégias e técnicas (Karcher et al. 2006; Chang et al., 2007). 

1.1.2 Cancro da mama 

 
O cancro da mama é o cancro mais comum e um dos mais mortais entre mulheres por 

todo o mundo. Todos os anos, mais de 1,5 milhões de mulheres (cerca de 25% de todas 

as mulheres com cancro) mundialmente são diagnosticadas com cancro da mama. O 

cancro da mama é um cancro metastático e a sua incidência é maior com a idade, 

embora aproximadamente 7-10% das mulheres diagnosticadas tenham menos de 40 

anos (Sun et al., 2017; Rossi, Mazzara, e Pagani 2019). Para além da sua ocorrência 
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maioritariamente em mulheres, o cancro da mama apresenta uma incidência de 1% em 

homens (Zehr et al., 2019). O diagnóstico precoce deste tipo de cancro é uma das 

melhores formas de prevenção desta doença, uma vez que permite um melhor 

prognóstico e, para além disso, proporciona uma taxa de sobrevivência relativa de 5 

anos superior a 80% em pacientes com cancro da mama (Sun et al., 2017). O cancro da 

mama é uma doença complexa com alto grau de heterogeneidade e pode ser 

classificado como não invasivo ou invasivo (Perou et al. 2000; Akram et al. 2017). Os 

cancros da mama não invasivos ocorrem quando não se estendem para longe do lóbulo 

ou ductos onde foram originados, como o carcinoma ductal in situ e o carcinoma 

lobular in situ (Vranso West et al. 2017; Akram et al. 2017). Por outro lado, os cancros 

da mama invasivos ou metastáticos ocorrem quando células anormais dentro dos 

lóbulos ou ductos de leite se dividem nas proximidades do tecido mamário e se 

estendem a diferentes órgãos do corpo, levando a que as células cancerosas passem 

através da mama para diferentes partes do corpo através do sistema imunológico ou da 

circulação sistémica (Stevanovic et al. 2006; Ziperstein, Guzman, e Kaufman 2016; 

Krop et al. 2017). Os órgãos mais comuns para onde essas células se espalham são 

cérebro, ossos, pulmões e fígado (Page et al. 2017). Exemplos de cancros da mama 

invasivos são o carcinoma lobular infiltrante, carcinoma ductal infiltrante, carcinoma 

medular e carcinoma tubular (Akram et al. 2017).  

O tratamento de cancro da mama envolve uma estratégia multimodal através da 

combinação da quimioterapia neoadjuvante, cirurgia operável, radioterapia e 

quimioterapia adjuvante e/ou terapia endócrina (Fisusi e Akala 2019). Uma vez que o 

cancro da mama é uma doença complexa com alto grau de heterogeneidade inter e 

intra-tumoral, a sua subclassificação inicial tem sido uma grande valia em termos de 

tratamento direcionado, como terapias hormonais (por exemplo, tamoxifeno) e terapia 

direcionada ao recetor ERBB2 (HER2) (por exemplo, trastuzumabe), levando a 

melhores prognósticos (Perou et al. 2000; METABRIC Group et al. 2012; Marusyk, 

Almendro, e Polyak 2012; The Cancer Genome Atlas Network 2012; Yeo and Guan 

2017) . 

Porém, a terapia médica do cancro da mama com anti-estrogénios como raloxifeno ou 

tamoxifeno pode evitar que este se volte a manifestar em indivíduos com maior 

possibilidade de desenvolvê-lo (Peng, Sengupta, e Jordan 2009). A cirurgia de ambas 

as mamas é uma medida preventiva adicional em mulheres com uma alta probabilidade 

de desenvolver cancro. Em pacientes que foram identificados com cancro da mama, 

diferentes estratégias têm sido utilizadas, como terapia-alvo, terapia hormonal, 

radioterapia, cirurgia e quimioterapia. Em indivíduos com metástases, estas estratégias 
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geralmente visam melhorar a qualidade de vida e a taxa de sobrevivência (Reeder J e 

Vogel V 2008). Contudo, apesar das terapias existentes, ainda existe a necessidade de 

desenvolver tratamentos e medicamentos com menos efeitos adversos e uma relação 

risco-benefício favorável (Sun et al., 2017). 

1.1.3 Cancro colorretal 

 
Até há alguns anos atrás, o cancro colorretal apresentava baixa incidência. Porém, 

atualmente, o cancro colorretal é o segundo e o terceiro cancro mais comum em 

mulheres e homens, respetivamente, e encontra-se entre os cancros malignos mais 

letais e prevalentes no mundo (Kuipers et al. 2015; Xie, Chen, e Fang 2020). A sua taxa 

de incidência ajustada por idade é maior em homens (20,6/100.000 indivíduos) do que 

em mulheres (14,3/100.000), sendo que a maioria dos pacientes com cancro 

esporádico tem mais de 50 anos de idade (Kuipers et al. 2015). Todavia, o cancro 

colorretal apresenta uma taxa de sobrevivência de 5 anos de aproximadamente 64%, 

mas apenas de 12% em cancro colorretal metastático (Siegel, Miller, e Jemal 2019). 

O cancro colorretal pode ser distinguido em três tipos de acordo com as suas formas de 

origem e expressão: a) a forma esporádica representa entre 60-80% e carateriza-se por 

não apresentar qualquer tipo de relação familiar, aparecendo em indivíduos sem 

mutação que os torne suscetíveis a desenvolver este tipo de cancro; b) o tipo familiar, 

que constitui 20-40% dos casos e para o qual nenhum gene associado foi identificado, 

mas cujos estudos populacionais mostram uma probabilidade 2-3 vezes superior de 

desenvolvimento quando familiares de consanguinidade primária sofrem de cancro 

colorretal esporádico; c) o tipo hereditário, no qual duas variantes tumorais que podem 

ser distinguidas pela predisposição de estar ou não relacionada à presença de pólipos 

adenomatosos (de Campos et al. 2010; Watson e Collins 2011; Hassen 2012; Lin 2012; 

Arvelo 2015).  

Recentemente, surgiram novos tratamentos para o cancro colorretal que incluem 

cirurgia laparoscópica e ressecção cirúrgica, que são as primeiras escolhas de 

tratamento para os pacientes com este tipo de cancro. No entanto, essas novas opções 

de tratamento têm um impacto limitado nas taxas de cura e na sobrevivência a longo 

prazo, tornando o prognóstico de cancro colorretal não satisfatório (Kuipers et al. 2015; 

Xie, Chen, e Fang 2020). Atualmente, a escolha do tratamento para pacientes com 

cancro colorretal envolve uma abordagem multimodal na qual os pacientes são 

classificados num de quatro diferentes grupos de risco usados para orientar a estratégia 

de tratamento: grupo 0) pacientes sem doença metastática ou com metástases 
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hepáticas ou pulmonares ressecáveis e sem sinais de mau prognóstico, em que o 

tratamento recomendado consiste na ressecção cirúrgica da metástase; grupo 1) 

pacientes com doença metastática potencialmente ressecável, inicialmente tratados 

com quimioterapia de indução para reduzir o número e tamanho das metástases e 

possibilitar a ressecção cirúrgica posterior; grupo 2) pacientes com doença disseminada 

irressecável, com tratamento paliativo de forma a reduzir os sintomas, agressividade e 

extensão da doença.; grupo 3) pacientes com doença irressecável e falta de tratamento 

intensivo ou sequencial (Van Cutsem, Nordlinger, e Cervantes 2010; Van Cutsem et al. 

2014). Porém, apesar das novas e promissoras opções de tratamento para pacientes 

com cancro colorretal, permanece a necessidade de desenvolver tratamentos ainda 

mais individualizados que promovam uma maior sobrevivência, com menos reações 

adversas e um potencial de recuperação total (Xie, Chen, e Fang 2020). 

 

1.2  Metabolismo da glucose no cancro e efeito Warburg 
 

O metabolismo da glucose é o processo essencial para sustentar a vida de um mamífero. 

O processo de glicólise ocorre no citoplasma pela conversão de glucose em piruvato. 

Requer o transporte de glucose para as células através de transportadores de glucose 

(GLUTs) e transportadores de sódio-glucose (Navale e Paranjape 2016). Assim, através 

da oxidação das ligações de carbono da glucose, a energia obtida é aproveitada na 

forma de ATP e após a finalização da glicólise, nas etapas seguintes, o produto final 

formado pode ser o lactato ou dióxido de carbono (CO2), caso ocorra a oxidação total 

da glucose pelo processo de respiração mitocondrial (Liberti e Locasale 2016).  

A progressão do cancro envolve uma proliferação inapropriada de células, que 

apresentam capacidades aprimoradas para a produção de energia com o intuito de 

resistir ao stress metabólico (Vander Heiden, Cantley, e Thompson 2009). Assim, as 

células cancerosas são capazes de reprogramar o seu metabolismo de modo a promover 

o crescimento, sobrevivência, proliferação e manutenção durante longos períodos de 

tempo. Adicionalmente, ocorre também um aumento drástico na taxa de uptake da 

glucose e na produção de lactato, mesmo na presença de oxigénio e do normal 

funcionamento da mitocôndria. Esta mudança metabólica associada à malignidade, 

conhecida como efeito Warburg, provoca esse aumento da glicólise aeróbia no cancro 

(figura 3). Deste modo, as células tumorais, ao contrário das células normais que 

dependem principalmente da fosforilação oxidativa, dependem maioritariamente da 

glicólise aeróbica para produzir energia (Liberti e Locasale 2016). 
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Figura 3 - Representação esquemática da diferença entre o metabolismo da glucose em 

células normais e células cancerosas. Em células normais, na presença de oxigénio (O2), ocorre a 

metabolização da glucose em piruvato via glicólise seguida de oxidação da maior parte do piruvato obtido 

em dióxido de carbono (CO2) na mitocôndria, processo denominado fosforilação oxidativa; na ausência de 

O2, as células metabolizam o piruvato em lactato num processo chamado glicólise anaeróbica, que resulta 

na produção mínima de ATP comparativamente à fosforilação oxidativa. Por outro lado, as células 

cancerosas, independentemente da presença ou ausência de O2 e do funcionamento normal da 

mitocôndria, tendem a converter a maior parte da glucose em lactato (glicólise aeróbica), processo 

denominado efeito Warburg. Relativamente à geração de ATP, a glicólise aeróbia é menos eficiente que a 

fosforilação oxidativa (Liberti e Locasale 2016). 

As células cancerosas adaptam-se ao baixo rendimento energético da glicólise através 

do aumento do uptake de glucose para suportar a taxa glicolítica mais elevada (Liberti e 

Locasale 2016). É provável que a elevada taxa de glicólise beneficie as células 

cancerosas, uma vez que proporciona uma elevada taxa de produção de ATP e fornece 

muitos intermediários, que são usados nas vias metabólicas adjuntas, para a síntese de 

novo de nucleótidos, aminoácidos, lípidos e NADPH (fosfato de dinucleótido de 

adenina e nicotinamida), necessários para uma rápida proliferação celular (Lunt e 

Vander Heiden 2011). No entanto, a presença da glicólise aeróbica em condições 

normóxicas (níveis normais de oxigénio) e com mitocôndrias funcionalmente eficientes 

tornou-se, sem dúvida, uma impressão digital das células cancerosas, que pode 

contribuir para a possibilidade de a glicólise tumoral ser usada como um potencial alvo 

para a terapia do cancro (Abdel-Wahab, Mahmoud, e Al-Harizy 2019). 
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Recentemente, vários estudos comprovaram que, embora a glicólise aeróbica seja a 

principal fonte de energia das células cancerosas, também está envolvida na ativação de 

oncogenes (genes envolvidos no aparecimento e crescimento de tumores) como o 

fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), o fator induzido por hipóxia-1 alfa (HIF-1α) e c-

MYC. Estes são responsáveis por induzir a quimiorresistência no cancro através da 

sobre-expressão de GLUTs e enzimas importantes na glicólise. Por outro lado, a 

glicólise aeróbica atua sinergicamente na indução de mudanças no microambiente 

tumoral tornando-o hipóxico e acídico, uma vez que ocorre um aumento da glicólise e 

uma diminuição da oxidação mitocondrial, que proporciona o aumento da formação de 

ácido lático, o aumento da glutaminólise, o aumento da beta-oxidação de ácidos gordos 

e a ativação da via das pentoses fosfato (Seyfried e Shelton 2010; Liu, Jin, e Fan 2021).  

O lactato, um produto da glicólise, bloqueia a eficácia dos medicamentos 

quimioterapêuticos, os quais são maioritariamente bases fracas, devido ao 

microambiente tumoral hipóxico e acídico, possibilitando o seu aprisionamento e 

neutralização, contribuindo para a quimiorresistência no cancro. Assim, pode-se 

afirmar que a glicólise tumoral tem um papel importante na resistência do cancro 

(Abdel-Wahab, Mahmoud, e Al-Harizy 2019; Liu, Jin, e Fan 2021). 

Embora mais estudos sejam necessários para determinar o mecanismo exato da 

quimiorresistência induzida pelo efeito Warburg, têm vindo a ser realizados estudos 

sobre inibidores direcionados aos GLUTs, enzimas e vias de sinalização. Tal abordagem 

tem-se mostrado eficaz em suprimir a progressão do tumor, e vários desses inibidores 

glicolíticos estão atualmente sob investigação em estudos pré-clínicos e clínicos com 

resultados promissores (Abdel-Wahab, Mahmoud, e Al-Harizy 2019). Esses agentes 

anti-glicolíticos, como por exemplo a floretina e WZB117, podem ter como alvo os 

GLUTs ou enzimas glicolíticas, tais como a gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase 

(GAPDH), lactato desidrogenase A (LDH-A) ou piruvato desidrogenase quinase (PDK). 

Portanto, a inibição da atividade da glicólise aeróbica tem o potencial de fornecer uma 

nova hipótese de terapia clínica (Zhou et al. 2010; Liu et al. 2012; Velpula et al. 2013; 

Ganapathy-Kanniappan et al. 2013; Liberti et al. 2017; Wu et al. 2018; Liu, Jin, e Fan 

2021). 
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1.3 Recetores do sabor 
 

O paladar é um sentido primordial que permite aos humanos e outros organismos 

identificar e avaliar a qualidade nutricional de alimentos de sabor doce e rejeitar 

venenos de sabor amargo (Lindemann 2001). A designação “recetores do sabor” deriva 

inicialmente da sua identificação em pequenos grupos de células epiteliais 

especializadas, presentes nas papilas gustativas, da língua. Por outro lado, o termo 

"sabor" é geralmente usado para descrever as sensações ao nível do paladar que 

ocorrem na cavidade oral (Hoon et al., 1999). 

A perceção do sabor pode ser distinguida em cinco tipos: salgado, azedo, amargo, 

umami e doce (Lindemann 2001). Os sabores azedo e salgado são mediados 

diretamente por canais iónicos, contrariamente aos sabores doce, amargo e umami, que 

são mediados por recetores acoplados à proteína G (GPCRs) (Nelson et al. 2001; X. Li 

et al. 2002; Zhao et al. 2003; Damak et al. 2003).  

Relativamente aos recetores do sabor mediados por GPCRs, estes dividem-se em 2 

famílias: os recetores do sabor tipo 1 (T1Rs; Tas1r em roedores e TAS1R em humanos), 

constituídos pelos membros 1 (T1R1), 2 (T1R2) e 3 (T1R3); e os recetores do sabor tipo 

2 (T2Rs; Tas2r em roedores e TAS2R em humanos), constituídos por 25 membros em 

humanos. Os T1Rs, sob forma de heterodímeros constituídos pelas subunidades 

T1R1/T1R3 e T1R2/T1R3 são responsáveis por detetar os sabores umami e doce, 

respetivamente, enquanto os T2Rs funcionam como recetores do sabor amargo 

(Chandrashekar et al. 2006). 

Os recetores relacionados com o paladar funcionam como quimiorrecetores que, 

quando expostos a estímulos do paladar ou ligandos, dão início à transdução de um 

sinal ao cérebro que resulta na perceção do sabor (Bachmanov e Beauchamp 2007). Os 

recetores do sabor foram inicialmente descobertos na cavidade oral, mais propriamente 

na língua. No entanto, um enorme número de estudos revelou que estes recetores, bem 

como as moléculas de transdução do sabor, também se encontram expressos em órgãos 

extraorais, tais como: estômago, intestino, fígado, pâncreas, sistema respiratório, 

glândula da tiroide, coração, cérebro, rins, bexiga, tecido adiposo, testículos, 

espermatozoides, ovários, linfócitos, glândulas endócrinas e pele (Raybould 1998; Ren 

et al. 2009; Dehkordi et al. 2012; F. Li 2013; Yamamoto e Ishimaru 2013; Foster et al. 

2013; Masubuchi et al. 2013; D’Urso e Drago 2021). Contudo, apesar da sua função 

fisiológica ainda não ser totalmente compreendida, parecem regular a homeostase do 

corpo e ter um papel de defesa adicional contra patogénios (D’Urso e Drago 2021). 
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Deste modo, pode afirmar-se que a expressão destes recetores por todo o corpo é 

essencial para que ocorra a perceção de certas substâncias químicas (Gilca e Dragos 

2017). 

1.3.1 Via de transdução do sabor 

 
Na cavidade oral, as células gustativas são apenas responsivas por uma qualidade 

gustativa e são divididas em 4 tipos distintos (I-IV) de acordo com as suas caraterísticas 

morfológicas e moleculares. O tipo I apresenta qualidades semelhantes aos astrócitos, 

os tipos II e III funcionam como elementos transdutores e o tipo IV são células 

imaturas. Atualmente, pensa-se que as células gustativas tipo II detetam o sabor 

amargo, doce e umami por meio de ativação dos GPCRs específicos para cada sabor 

(Kinnamon e Finger 2019).  

Apesar de detetarem substâncias de diferentes sabores, tanto os T1Rs como os T2Rs 

ativam as mesmas proteínas efetoras da via de sinalização do paladar. A ligação dos 

ligandos aos recetores do sabor induz uma mudança conformacional no recetor e na 

ativação de uma série de transdutores de sinal, como a proteína G heterotrimérica 

específica do sabor, a gustaducina (formada pelas subunidades α-gustaducina, Gβ3 e 

Gγ13), que por sua vez leva à ativação da fosfolipase C beta 2 para clivagem do 

fosfatidilinositol 4,5-bifosfato em diacilglicerol, produzindo inositol 1,4,5-trifosfato 

(IP3). O IP3 abre os canais iónicos do recetor de inositol 1,4,5-trifosfato tipo 3, 

desencadeando um aumento nos níveis intracelulares de cálcio (Ca2+) que, por sua vez, 

leva à ativação de um canal catiónico seletivo do sabor, o membro 5 da subfamília M 

dos canais recetores de potencial transitório (TRPM5), que eventualmente vai 

desencadear a despolarização da célula (Chandrashekar et al. 2006; Chaudhari e Roper 

2010). 

1.3.2 Recetor do sabor doce 

 
O papel fisiológico do paladar é fornecer a capacidade de detetar os principais 

nutrientes antes da ingestão e evitar o gosto amargo, potencialmente nocivo de 

moléculas. Entre as cinco qualidades básicas do sabor, o sabor doce é um dos principais 

determinantes da escolha alimentar, pois indica a presença de carboidratos ricos em 

energia, como a glucose, que aumentam o tom hedónico (agradabilidade, 

desagradabilidade ou neutrabilidade de um sabor) dos alimentos e influenciam 

fortemente o comportamento alimentar. No início dos anos 2000, foi reportado que a 
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deteção do sabor doce é em grande parte mediada por um único recetor constituído 

pelas subunidades T1R2/T1R3 (figura 3) (Behrens e Meyerhof 2011). 

Para serem funcionais, as subunidades T1R1 e T1R2 necessitam de formar um 

heterodímero com a subunidade T1R3. Assim, acredita-se que as subunidades T1R1, 

T1R2 e T1R3 pertençam à classe C da família dos GPCRs, que compartilham uma 

arquitetura comum, incluindo um grande domínio aminoterminal contendo um 

domínio Venus Fly Trap e um domínio curto rico em cisteína, que liga o domínio 

aminoterminal ao domínio α-helicoidal transmembranar característico dos GPCRs 

(figura 3) (Behrens e Meyerhof 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 - Modelo esquemático do recetor do sabor doce. O recetor do sabor doce é composto por 

duas subunidades: T1R2 e T1R3. As duas subunidades pertencem aos recetores acoplados à proteína G da 

classe C. T1R2 e T1R3 possuem um grande domínio aminoterminal (ATD) que inclui o domínio Venus Fly 

Trap (VFT) ligado a um domínio transmembranar helicoidal (TMD) característico dos GPCRs através de 

um domínio curto rico em cisteína (CRD). O VFT é composto por dois lobos separados por uma grande 

fenda, à qual a maioria dos adoçantes se ligam. (Adaptado de Laffitte, Neiers, e Briand 2014).                   

PDB ID: 5X2N, 5X2Q, 5X2P,5X2O, 5X2M.    

Os compostos doces, nos mamíferos, são detetados na língua através das papilas 

gustativas. A ativação do recetor do sabor doce pode ser devida não só à ligação de 

diversos açúcares (glucose, frutose, sacarose e maltose) mas também de ligandos com 

estruturas químicas diferentes, como adoçantes artificiais (sacarina, aspartame, 

ciclamato), aminoácidos doces (D-triptofano, D-fenilalanina, D-serina) e proteínas 

doces (monelina, brazzeína, taumatina) (Jiang, Cui, Zhao, Snyder, et al. 2005). Tal 

como referido anteriormente, a ligação do ligando ao recetor do sabor doce origina uma 
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mudança na sua conformação que leva à ativação de uma sinalização intracelular (von 

Molitor et al. 2021). Apesar dos benefícios associados ao sabor doce, uma vez que o 

estímulo doce presente nos alimentos é indicativo de segurança no que diz respeito à 

ingestão de toxinas venenosas e fonte de ingestão calórica, o sabor doce também 

apresenta as suas desvantagens visto que se encontra associado a fatores de risco 

cardiovascular e parece estar envolvido na síndrome metabólica (Howard e Wylie-

Rosett 2002; Reed e McDaniel 2006; Bano 2013). 

Dado que o recetor do sabor doce é responsável por reconhecer estímulos doces, e 

devido à sua associação a inúmeras doenças, diversos inibidores farmacológicos com 

potencial terapêutico em humanos têm vindo a ser identificados, como o lactisole, o 

ácido 2-(2,4-diclorofenoxi) propiónico (2,4-DP) e o ácido gimnémico (Sigoillot et al. 

2012; Nakagita et al. 2020). De entre estes inibidores, o lactisole é o candidato com 

maior interesse e mais estudado, uma vez que atua numa região específica da 

subunidade T1R3 (Xu et al. 2004; Jiang, Cui, Zhao, Snyder, et al. 2005). 

1.3.3 Expressão extraoral do recetor do sabor doce 

 
Relativamente à localização do T1R2/T1R3, aparentemente este não é apenas 

responsável pela deteção na cavidade oral, uma vez que também é expresso em vários 

tecidos extraorais, juntamente com as suas moléculas de sinalização (Yamamoto e 

Ishimaru 2013; Laffitte, Neiers, e Briand 2014). A maioria desses tecidos parece estar 

envolvida no metabolismo dos carboidratos onde o T1R2/T1R3 está relacionado com a 

deteção de nutrientes, monitorizando as alterações no armazenamento de energia e 

desencadeando as respostas metabólicas e comportamentais necessárias para manter o 

equilíbrio energético (A. Lee e Owyang 2017). Para além disto, a vasta expressão do 

T1R2/T1R3 a nível extraoral leva a destacar os potenciais riscos à saúde que os 

adoçantes representam, devido aos seus múltiplos alvos no organismo, nos quais foi 

proposto regular os seus processos metabólicos. Assim, este papel reconhecido do 

T1R2/T1R3 torna este recetor um potencial alvo terapêutico para o tratamento da 

obesidade e disfunções metabólicas relacionadas, como diabetes e a hiperlipidemia 

(Laffitte, Neiers, e Briand 2014). Mais especificamente, a expressão extraoral dos 

recetores do sabor doce já foi descrita no trato gastrointestinal, particularmente no 

estômago, intestino delgado e cólon, pâncreas, fígado, bexiga, tecidos adiposos, 

coração, testículos, trato respiratório, músculo esquelético, rins  e cérebro, 

particularmente no hipotálamo, hipocampo, córtex  e plexo coroide (Bezencon, le 

Coutre, e Damak 2007; Young et al. 2013; Taniguchi 2004; Elliott, Kapoor, e Tincello 

2011; Masubuchi et al. 2013; Wauson et al. 2012; Gong et al. 2016; R. J. Lee e Cohen 
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2014; Kokabu et al. 2017; Rajkumar et al. 2014; Ren et al. 2009; Tomás et al. 2016). A 

figura 5 e os parágrafos seguintes apresentam as principais descobertas sobre a 

expressão extraoral do T1R2/T1R3 e o conhecimento sobre sua função nessas 

estruturas. 

Figura 5 - Sinalização através do recetor T1R2/T1R3 em células tipo II nas papilas 

gustativas, no intestino e nas células β do pâncreas. A. Nas papilas gustativas, o T1R2/T1R3 

ativado interage com proteínas G heterotriméricas compreendendo α-gustducina, Gβ3 e Gγ13. Depois da 

dissociação das subunidades da proteína G, a subunidade Gβγ interage com a fosfolipase C β2, que por sua 

vez cliva o fosfatidilinositol 4,5-bifosfato em inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), produzindo diacilglicerol. O IP3 

estimula a libertação de Ca2+ do retículo endoplasmático (ER), que ativa o membro 5 da subfamília M dos 

canais recetores de potencial transitório (TRPM5), levando à despolarização da membrana, que possibilita 

a abertura do canal de adenosina trifosfato (ATP), Pannexina-1 (Px-1) a libertar ATP, estimulando as fibras 

nervosas eferentes. B. No intestino, a via de transdução de sinal é semelhante ao descrito nas papilas 

gustativas. A estimulação da glucose (Glc) do recetor T1R2/T1R3 desencadeia a secreção de duas incretinas 

(GLP-1 e GIP), e aumenta a expressão do co-transportador de sódio-glicose 1 (SGLT-1) para a membrana 

plasmática. C. Nas células β do pâncreas, a Glc é transportada pelo transportador de glucose 2 (GLUT-2). 

A glicólise leva a um aumento de ATP, levando ao fecho do canal KATP, o que causa despolarização. Essa 

despolarização, por sua vez, ativa o canal de cálcio (VDCC), levando à acumulação de Ca2+ no citoplasma e 

à secreção de insulina, o que pode indicar que o recetor T1R2/T1R3 está envolvido na regulação da 

secreção de insulina. Adaptado de Laffitte, Neiers, e Briand 2014. 

 

A crescente procura por adoçantes não nutritivos ocorre devido ao crescente interesse 

em saúde e envelhecimento da população, bem como em tornar as dietas limitadas 

mais agradáveis, levou a uma alteração do interesse para adoçantes naturais (Duffy and 

A B C 



Bloqueio do glucossensor T1R2/T1R3 em linhas celulares de glioblastoma, cancro de mama e cancro colorretal 

 15 

Anderson, 1998). De entre muitos adoçantes naturais, sabe-se que esteviosídeo e 

rebaudiosídeo são agonistas do recetor do sabor doce e TRPM5, regulando a secreção 

de insulina (Laffitte, Neiers, e Briand 2014; Philippaert et al. 2017). 

Num estudo efetuado numa linha celular enteroendócrina humana com elevada 

expressão de recetores do sabor doce, demonstrou-se que, após estímulo com glucose 

ou sacarose, as células libertavam o péptido semelhante a glucagon 1 (Jang et al. 2007; 

Park e Song 2019). O recetor do sabor doce estimula a secreção de insulina pelas células 

β pancreáticas através da ativação da fosfolipase C e da adenilato ciclase, levando à 

acumulação de Ca2+ no citoplasma e à secreção de insulina (Henquin, 2012; Laffitte, 

Neiers, e Briand 2014) (Tabela 1). Sob condições hiperglicémicas, a expressão intestinal 

do recetor T1R2 é regulada mutuamente pela glucose luminal em pacientes saudáveis, 

mas não em pacientes diabéticos (Young et al. 2013). 

A expressão do recetor do sabor doce foi observada na membrana celular do urotélio 

humano, mais especificamente em células umbrella. Adoçantes artificiais como 

sacarina e acesulfame-k aumentam a contração do músculo detrusor da bexiga através 

da ativação das subunidades T1R2 e T1R3 (Elliott, Kapoor, e Tincello 2011) (Tabela 1). 

No duodeno, o nível de expressão do recetor do sabor doce mostrou ser regulado pelos 

níveis de glucose luminais e sistémicos, estando desregulado em pacientes com 

diabetes tipo 2 (Young et al. 2013). De acordo com Foster et al., a existência da 

subunidade T1R3 no coração de roedores e humanos é responsável pela deteção de 

nutrientes (Foster et al. 2013). No cérebro de mamíferos, a existência do recetor do 

sabor doce no hipotálamo, hipocampo e córtex sugere que o mesmo funciona como 

sensor da glucose cerebral, e que pode estar envolvido na homeostase da glucose 

cerebral (Ren et al. 2009; Shin et al. 2010; Herrera Moro Chao et al. 2016). Em 

ratinhos machos, com double-knockout para T1R3 e α-gustaducina, expressando o 

T1R3 humano transgénico, o seu bloqueio com o análogo do lactisole (clofibrato) 

induziu infertilidade e alterações patológicas nos órgãos reprodutivos. Contudo, em 

humanos, a expressão de T1R3 e α-gustaducina, mas não de T1R2, foi observada em 

espermatozoides e órgãos reprodutores masculinos (Meyer et al. 2012; Mosinger et al. 

2013). Além disso, o knockout do gene T1R2 reduziu as respostas neurais a estímulos 

doces e umami, e induziu um défice na aprendizagem e memória em porquinhos-da-

índia (Kochem 2017; Behrens e Meyerhof 2019). 

É de notar que os recetores do sabor doce e do amargo não coexistem em células 

extraorais, porém a sua coexistência foi demonstrada em células quimiossensoriais 

solitárias do trato respiratório, onde parecem atuar de forma antagónica na regulação 
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da imunidade inata (R. J. Lee et al. 2014). De facto, a ativação dos recetores de sabor 

amargo leva a um aumento da concentração de Ca2+ intracelular, provocando a 

libertação de péptidos antimicrobianos. Por outro lado, a ativação das subunidades 

T1R2/T1R3, por exemplo através da glucose, inibe esse efeito (Maina, Workman, e 

Cohen 2018) (Tabela 1). Adicionalmente, a glucose na superfície líquida das vias aéreas 

é capaz de ligar ao recetor do sabor doce e consequentemente inibir a depuração 

mucociliar, tendo um impacto negativo em pacientes com diabetes ou rinossinusite 

crónica o que poderá influenciar o desenvolvimento de novos compostos farmacêuticos 

(Hatten et al. 2015; Carey e Lee 2019). Por exemplo, um spray nasal de lactisole foi 

proposto para atuar através do antagonismo T1R2/T1R3 no tratamento da rinossinusite 

crónica (Carey e Lee 2019). 

Tabela 1 – Função e expressão extraoral em órgãos/tecidos do recetor do sabor doce (T1R2/T1R3). 
 

Recetor Órgão/Tecido Expressão Função Referências 

T1R2/ 

T1R3 

Intestino 

delgado 
Células endócrinas 

Secreção de GLP-1 

e GIP 

 

 Jang et al. 

2007; Henquin 

2012 

 

Pâncreas 
Células  

β-pancreáticas 

Libertação de 

insulina 

 

Young et al. 

2013 

 

Fígado Ductos biliares 

Monitorização de 

mudanças no suco 

biliar 

 

Taniguchi 

2004 

 

Bexiga Músculo detrusor 
Contração do 

músculo liso 

 

Zhai et al. 2016 

 

Vias aéreas 

Células 

quimiossensoriais 

solitárias 

Inibição da 

secreção de 

péptidos 

antimicrobianos  

 

Maina, 

Workman, e 

Cohen 2018 
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1.3.4 Expressão do recetor do sabor doce no cancro 

 
Como referido anteriormente, o paladar é responsável pela deteção e ingestão de 

alimentos de modo a cobrir as necessidades energéticas. A ocorrência de uma mudança 

na perceção do sabor pode potencializar a desnutrição, uma das causas mais frequentes 

de morbidade e mortalidade em pacientes com cancro (Murtaza et al. 2017).  

A glucose desempenha um papel importante em situações patológicas, como em 

tumores e isquemia. Num estudo de Grobben, De Deyn, e Slegers, concluiu-se que 

poderão existir correlações entre os T1Rs e estas patologias, isto é, os T1Rs poderão ter 

um papel importante no desenvolvimento da tumorigénese cerebral (Grobben, De 

Deyn, e Slegers 2002).  

De acordo com a literatura, as subunidades T1R2/T1R3 demonstraram ser expressas 

em linhas celulares humanas de carcinoma colorretal, em células humanas tumorais 

gástricas parietais, em células humanas de adenocarcinoma do pâncreas, em cancro da 

cabeça e pescoço, e na linha celular humana de carcinoma intra-hepático do ducto 

biliar, embora nesta última linha celular apenas tenha sido confirmada a expressão da 

subunidade T1R3 (Jang et al. 2007; Toyono et al. 2007; Tsutsumi et al. 2016; Zopun, 

Liszt, et al. 2018; Shil et al. 2020; Gezginci-Oktayoglu et al. 2021) 

1.3.5 Lactisole 

 
O lactisole é um ácido araquilcarboxílico, composto por um grupo carboxilo e um grupo 

fenoxil hidrofóbico, cuja principal característica é suprimir a perceção dos sabores doce 

e umami. O seu efeito inibitório é específico para humanos, não afetando as respostas a 

compostos doces por parte de roedores (Sclafani e Pérez 1997). Adicionalmente, a ação 

do lactisole tem como alvo a subunidade T1R3 humana, pois apenas é capaz de se ligar 

ao domínio transmembranar T1R3-TMD (Xu et al. 2004; Jiang, Cui, Zhao, Liu, et al. 

2005). Para além disso, o grupo carboxilo e o anel aromático presentes na estrutura do 

lactisole são necessários para que ocorra a supressão do sabor doce (Jiang, Cui, Zhao, 

Liu, et al. 2005).  

Um estudo mais aprofundado com o intuito de estudar o local de interação do lactisole 

com o T1R3, demonstrou que este inibidor competitivo e não competitivo requer o 

domínio C-terminal do T1R3 humano através da sua interação com 7 resíduos do T1R3-

TMD (Xu et al. 2004). Em particular, os resíduos His6413.37 e Gln7947.32 são os mais 

importantes na interação com o grupo carboxilo do inibidor (Nakagita et al. 2019). É de 
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salientar que, em humanos, o lactisole inibe a perceção de muitos, mas não todos os 

adoçantes (Schiffman 1999). 

Deste modo, de acordo com a literatura, verificámos que o recetor do sabor doce se 

encontra expresso em vários tecidos extraorais e em linhas celulares de alguns tipos de 

cancro, assim pretende-se realizar a sua inibição, mais especificamente da subunidade 

T1R3, com lactisole, em linhas celulares de glioblastoma, cancro da mama e cancro 

colorretal, com o intuito de verificar se este recetor poderá ser um potencial alvo na 

terapia clínica. 
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Capítulo 2 

Objetivos 

 
Recentemente, o nosso grupo de investigação identificou a existência de recetores do 

paladar, mais especificamente do recetor do sabor doce, em linhas celulares humanas 

de glioblastoma (U-87MG, SNB-19 e U-373MG). Adicionalmente, a inibição deste 

recetor nas células de glioblastoma demonstrou ter resultados promissores na 

diminuição da viabilidade das células tumorais, existindo a necessidade de realizar 

mais estudos, nomeadamente se o recetor do sabor doce também se encontra expresso 

noutros tipos de células tumorais. 

Assim, o presente estudo tem como objetivo analisar a expressão e compreender o 

efeito do bloqueio do recetor do sabor doce, constituído pelas subunidades T1R2/T1R3, 

em linhas celulares de glioblastoma, cancro de mama e adenocarcinoma colorretal.  

Mais especificamente, o presente trabalho tem como objetivos: 

 Caraterizar a expressão do recetor do sabor doce, constituído pelas subunidades 

T1R2/T1R3, em linhas celulares de cancro da mama (MCF7) e colorretal (Caco-

2); 

 Determinar o efeito do bloqueio, com lactisole, da subunidade T1R3 do recetor 

do sabor doce na proliferação celular, migração, apoptose e uptake da glucose 

nas linhas celulares de glioblastoma (U-87MG, SNB-19 e U-373MG), cancro da 

mama (MCF7) e cancro colorretal (Caco-2). 
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Capítulo 3 

Material e Métodos 

3.1 Materiais e reagentes 

O kit Glucose Uptake Cell-Based Assay Kit para as experiências de uptake da glucose e 

o composto lactisole (CAS 150436-68-3) foram adquiridos à Cayman Chemical. Uma 

solução stock de 0.8 M de lactisole foi preparada em dimetilssulfóxido (DMSO), e 

dissolvida em meio de cultura imediatamente antes da realização de cada experiência, 

nas quais a concentração final de DMSO não excedeu 0.5%. O MTT [3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] foi adquirido à Gerbu 

Biotechnik GmbH. O kit CellEventTM Caspase-3/7 Green foi adquirido à Thermo Fisher 

Scientific. Para a imunocitoquímica, os anticorpos primários anti-T1R2 e -T1R3 foram 

adquiridos à Santa Cruz Biotechnology, e os anticorpos secundários Alexa Fluor® 488 

goat anti-rabbit e Alexa Fluor® 647 rabbit anti-goat foram adquiridos à Thermo 

Fisher Scientific.  

 

3.2 Cultura celular 

Neste trabalho, foram utilizadas três linhas celulares de glioblastoma U-87MG, SNB-19 

e U-373MG, a linha celular de cancro da mama MCF-7, e a linha celular de cancro 

colorretal Caco-2. 

As linhas celulares de glioblastoma foram mantidas em meio de cultura Dulbecco's 

Modified Eagle Medium (DMEM) contendo 4,5 g/L de glucose (high glucose; HG) com 

glutamina estável (BioWest) suplementado com 10% de Soro Fetal de Bovino (FBS) e 

1% de antibiótico penicilina-estreptomicina. As células MCF7 de cancro da mama 

foram mantidas em meio de cultura DMEM:F-12 (Sigma-Aldrich) suplementado com 

10% FBS e 1% de antibiótico penicilina-estreptomicina. A linha celular Caco-2 de 

adenocarcinoma colorretal foi mantida em meio de cultura DMEM HG (Gibco) 

suplementado com 10% FBS, 1% de antibiótico penicilina-estreptomicina e 1% de 

aminoácidos não essenciais (Gibco). Todas as linhas celulares foram incubadas a 37ºC 

e uma atmosfera de 95% Ar e 5% CO2. O meio de cultura foi trocado a cada 24-48h. 
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3.2.1 Passagem celular 

Para expansão das linhas celulares, o meio de cultura foi descartado e as células lavadas 

com PBS 1x (phosphate buffered saline). De seguida, o PBS 1x foi aspirado e adicionado 

1 mL de 0,25% tripsina/EDTA durante 3-5 minutos a 37ºC. Após as células se 

encontrarem soltas da superfície à qual estão aderidas, foi adicionado 1 mL de meio de 

cultura ao frasco de cultura. Posteriormente transferiu-se a suspensão celular para um 

tubo tipo falcon de 15 mL e centrifugou-se durante 3 minutos a 1300 rpm. Após a 

centrifugação, o sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 1 mL de 

meio de cultura. Finalmente, parte da ressuspensão celular foi retirada para um frasco 

novo previamente preparado com 3-5 mL de meio de cultura após contagem do número 

de células. 

3.2.2 Contagem celular 

Para realizar a contagem das células, retiraram-se 10 μL da suspensão celular, após 

tripsinização conforme descrito na secção anterior, para um tubo tipo eppendorf e aos 

quais se adicionaram 10 μL de 0,4 % azul tripano. De seguida, 10 μL desta mistura 

foram colocados numa das extremidades de uma câmara de Neubauer e procedeu-se à 

contagem e estimativa do número de células usando as seguintes fórmulas: 

 

 

 

Posteriormente, procedeu-se ao cálculo do número de células necessário para os 

ensaios experimentais. 

 
 

               

 

 

 

 

 

(1) 

(2) 
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3.3 Expressão génica do recetor do sabor doce 

3.3.1 Análise de dados de microarrays 

Como referido anteriormente, o nosso grupo de investigação identificou recentemente a 

presença do recetor do sabor doce em três linhas celulares humanas de glioblastoma. 

No seguimento deste trabalho, procedeu-se a uma análise inicial de dados 

transcriptómicos disponíveis para as linhas celulares de cancro de mama (MCF7) e 

cancro colorretal (Caco-2). Para tal, analisaram-se dados de microarrays provenientes 

do repositório de dados genómicos Gene Expression Omnibus (GEO), obtidos de séries 

que caraterizaram perfis de expressão de mRNA em diferentes linhas celulares de 

cancro, incluindo MCF7 (GSE13598, GSE77606; GSE133134; e GSE159661) e Caco-2 

(GSE13598, GSE77606; GSE46549; GSE97023).  

Resumidamente, realizou-se uma pesquisa pelos genes T1R2 e T1R3 nas bases de 

dados, e os valores médios de expressão foram calculados para todas as amostras de 

MCF7 (N=4) e Caco-2 (N=4). A validação destes dados foi posteriormente confirmada 

por Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) e imunocitoquímica nas linhas celulares 

em estudo. 

3.3.2 Extração de RNA total e tratamento com DNase I 

Para a realização da extração do RNA total das células MCF7 e Caco-2 foi utilizado o kit 

RNeasy Micro (Qiagen) de acordo com o protocolo do fabricante. Aos pellets de células 

foram adicionados 350 μL de tampão RLT seguido de homogeneização, de forma a 

provocar o rompimento das células e a dissolução dos componentes celulares. De 

seguida, adicionou-se 1 volume de etanol 70% e homogeneizou-se. Posto isto, as 

amostras foram transferidas para uma coluna RNeasy MinElute spin num tubo coletor 

de 2 mL e centrifugação durante 15 segundos a 8000 g. Adicionaram-se 350 μL de 

tampão RW1 centrifugou-se novamente durante 15 segundos a 8000 g. Posteriormente, 

foram adicionados 80 µL de DNase I diretamente na membrana da coluna seguido de 

incubação de 15 minutos. Adicionou-se mais uma vez tampão RW1 e centrifugou-se 

durante 15 segundos a 8000 g. Por fim, foram adicionados 500 μL de tampão RPE à 

coluna e centrifugou-se durante 15 segundos a 8000 g. Seguidamente, foram 

acrescentados à coluna 500 μL de etanol 80% e as amostras foram centrifugadas 

durante 2 minutos a 8000 g. Finalmente, as amostras foram centrifugadas à velocidade 

máxima durante 5 minutos, a coluna foi colocada num tubo de 1,5 ml, e adicionaram-se 

14 μL de água RNase-free. De forma a eluir o RNA retido na coluna, centrifugaram-se 
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as amostras durante 1 minuto à velocidade máxima. Por fim, armazenaram-se as 

amostras a -80ºC. 

3.3.3 Quantificação do RNA total 

A quantificação de RNA total foi realizada num nanoespectrofotómetro 

(Nanophotometer™, Implen), por medição das absorvâncias a 260nm (A260). 

Adicionalmente, mediram-se as absorvâncias a 280nm (A280), permitindo calcular a 

razão A260/A280, que indica o grau de pureza do RNA. Considera-se que o RNA está 

puro quando a razão entre as absorvâncias se encontra no intervalo entre 1,8 e 2,1. 

3.3.4 Síntese de cDNA 

O DNA complementar (cDNA) é sintetizado através de uma reação enzimática no RNA, 

realizada pela ação da transcriptase reversa, que permite obter uma cadeia dupla de 

DNA complementar à sequência de RNA. Utilizou-se a enzima NZY M-MuLV Reverse 

Transcriptase (NZYTech, Portugal), seguindo as instruções do fabricante. 

Por cada amostra preparou-se uma MIX num microtubo contendo 1 μg de RNA, 2 μL 

de random primers e 1 μL de desoxirribonucleotídeos fosfatados (dNTPs), e incubou-se 

num termociclador durante 5 minutos a 65ºC. Após incubação, adicionaram-se às 

amostras 2 μL de tampão RT e 1 μL de Transcriptase Reversa NZY M-MuLV. Os 

microtubos foram colocados no termociclador e incubados a 25ºC por 10 minutos, 37ºC 

por 50 minutos e por último a 70ºC por 15 minutos. O cDNA foi armazenado a -20ºC 

para uso posterior.  

3.3.5 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

O método de Reação em Cadeia da Polimerase permite amplificar uma sequência 

específica de DNA através da utilização de um par de oligonucleotídeos iniciadores 

(primers), sendo cada um deles complementar a cada uma das extremidades da 

sequência a amplificar. Utilizou-se a técnica de PCR para analisar a expressão dos 

genes que codificam as subunidades T1R2 e T1R3 que constituem o recetor do sabor 

doce nas linhas celulares de cancro da mama MCF7 e cancro colorretal Caco-2. 

 De forma a amplificar os cDNAs dos genes em estudo, utilizou-se a enzima NZYTaq II 

2x Green Master Mix (NZYtech, Portugal) segundo as instruções do fabricante. Para 

obter um volume final de 10 μL por cada reação adicionaram-se 5 μL de NZYTaq II 2× 

Green Master Mix, 0.3 μL de primer forward (10 μmol), 0.3 μL de primer reverse (10 

μmol) e 3.2 μL de água estéril. Por fim, a cada reação foi adicionado 1 μL de cDNA, à 
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exceção do controlo negativo ao qual foi adicionado 1 μL de água estéril. A amplificação 

foi realizada num termociclador de acordo com o seguinte programa: desnaturação 

inicial a 95ºC por 3 minutos, seguida de 40 ciclos a 94ºC por 30 segundos de forma a 

desnaturar o DNA, 45 segundos na temperatura ótima (60ºC) para o emparelhamento 

dos primers, e 30 segundos a 72ºC para a polimerização, e finalmente a 72ºC por 5 

minutos para extensão final.  

Os primers forward e reverse (Tabela 2) utilizados foram desenhados através da 

ferramenta Primer-BLAST do NCBI-NIH.  

Tabela 2 – Sequência dos primers utilizados.  

Gene 
Tamanho do 

fragmento 
Sequência de primers 

Temperatura 

de hibridação 

T1R2 119 bp 
Fw: 5´-CTCGGCTGTGACAAAAGCAC-3´ 

60 ºC 
Rv: 5´- CCTTGCGGGTCGAAGAAGAT-3´ 

T1R3 173 bp 
Fw: 5´-GACAGAGCGCCTGAAGATCC-3´ 

60 ºC 
Rv: 5´-CGATGTCGTCTGGGTTTTGC-3´ 

Bp: pares de bases; Fw: forward; Rv: reverse 

 

 

3.4 Imunocitoquímica 

A presença das proteínas das subunidades T1R2 e T1R3 nas linhas celulares de cancro 

da mama (MCF7) e cancro colorretal (Caco-2) foi confirmada por imunocitoquímica de 

fluorescência. Resumidamente, as células foram semeadas em lamelas de 10 mm e 

incubadas a 37ºC + 5% CO2 até atingirem uma confluência de 60-70%. Depois de 

descartar o meio de cultura, as células foram lavadas com PBS 1x e fixadas com 4% 

paraformaldeído (PFA) durante 10 minutos, seguidas de 1 hora de bloqueio à 

temperatura ambiente numa solução de PBS 1x contendo 3% albumina de soro bovino 

(BSA) e 0.2% Triton X-100. Posteriormente, as células foram incubadas overnight a 

4ºC com os anticorpos primários anti-T1R2 ou anti-T1R3 diluídos 1:100 numa solução 

de diluição de anticorpos contendo 1% BSA e 0.1% Tween-20 em PBS 1x. Nos controlos 

negativos, os anticorpos primários foram omitidos. As células foram depois lavadas 

diversas vezes com PBS 1x contendo 0.1% de Tween-20 (PBS-T) e incubadas durante 1 

hora com os anticorpos secundários Alexa Fluor® 488 goat anti-rabbit ou Alexa Fluor® 

647 rabbit anti-goat diluídos 1:1000 na solução de diluição de anticorpos. Finalmente, 

as lamelas contendo as células foram incubadas durante 10 minutos com o marcador de 

núcleos Hoechst 33342 diluído 1:1000 em PBS-T. Depois de várias lavagens, as lamelas 
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foram montadas em lâminas, e visualizadas num microscópio confocal LSM 710 

(Zeiss). 

 

3.5 Ensaio de viabilidade celular 

O ensaio de MTT foi realizado com o objetivo de analisar o efeito da inibição, com 

lactisole, da subunidade T1R3 do recetor do sabor doce na viabilidade celular. Este 

ensaio consiste na conversão de MTT em formazano sob a forma de cristais cor 

púrpura, através de uma reação de redução, sendo a quantidade de formazano formado 

medida por espetrofotometria. 

Para a realização deste ensaio, semearam-se células de glioblastoma, cancro da mama e 

cancro colorretal das cinco linhas celulares em estudo, posteriormente incubadas a 

37ºC + 5% CO2. Quando as células atingiram uma confluência de 50-60%, procedeu-se 

à adição do estímulo de 5 mM de lactisole durante 48 horas. Todos os ensaios foram 

realizados em triplicado, nas seguintes condições: branco, controlo positivo, HG 

(células em meio de cultura contendo 4,5 g/L glucose) e HG + lactisole. Após 48h, 

adicionaram-se 50 µL de etanol 100% ao controlo positivo e incubou-se durante 5-10 

minutos. A partir deste ponto, o meio de cultura foi descartado, adicionaram-se 50 µL 

de MTT a cada poço e as placas foram incubadas a 37ºC + 5% CO2, durante 2-4 horas. 

Posteriormente, adicionaram-se 100 μL de DMSO a cada poço e agitou-se a placa 

durante 30 minutos. Por último, transferiram-se 80 µL da solução com os cristais bem 

dissolvidos para uma nova placa de 96 poços e procedeu-se à leitura da absorvância a 

570 nm num espectrofotómetro xMark (Bio-Rad). A percentagem de viabilidade celular 

das diferentes condições relativamente ao controlo (HG) foi calculada utilizando a 

seguinte fórmula: 

 

 

 

 

     
 

(3) 
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3.6 Ensaio de migração celular 

O ensaio de migração celular foi realizado com o intuito de analisar o efeito da inibição, 

com lactisole, da subunidade T1R3 do recetor do sabor doce na migração das linhas 

celulares de glioblastoma, cancro da mama e cancro colorretal. 

Para tal, semearam-se aproximadamente 100.000 células em placas de 12 poços e 

incubaram-se a 37ºC + 5% CO2 até atingirem uma confluência de 90-100%. Em 

seguida, foi criado um scratch em cada poço, raspando uma linha reta com uma ponta 

de micropipeta. Os detritos e meio de cultura foram descartados, as células foram 

lavadas duas vezes com PBS 1x, e adicionou-se meio de cultura HG, na presença ou 

ausência de 5 mM de lactisole. Em seguida, as placas foram fotografadas num 

microscópio invertido Axio Observer Z1 (Zeiss) às 0, 24 e 48 horas após estímulos para 

posterior análise quantitativa. Para cada imagem, as distâncias entre as células 

separadas pelo scratch foram medidas no software Fiji, e calculadas segundo a seguinte 

fórmula: 

 

 

 

3.7 Ensaio da apoptose celular  

A apoptose celular é uma forma de morte celular caraterizada pela perda da integridade 

membranar e alterações no núcleo. Deste modo, este ensaio foi realizado com o intuito 

de verificar se tal processo ocorre após inibição, com lactisole, da subunidade T1R3 do 

recetor do sabor doce das cinco linhas celulares em estudo. 

Para a realização deste ensaio, utilizou-se o kit CellEventTM Caspase-3/7 Green e 

marcação com iodeto de propídio. As células U-87MG, SNB-19, U-373MG, MCF7 e 

Caco-2 foram semeadas em lamelas de 10 mm e incubadas a 37ºC + 5% CO2 até 

atingirem uma confluência de 60-70%. Quando as células atingiram a confluência 

desejada, procedeu-se à adição dos estímulos HG na presença ou ausência de 5 mM de 

lactisole, ou 1 μM de staurosporine (controlo positivo de apoptose) e foram incubadas a 

37ºC + 5% CO2 durante 48 horas. Após incubação, foram adicionados os reagentes 

CellEvent (5 μM) e iodeto de propídio (1:1000) e incubaram-se novamente as células a 

37ºC + 5% CO2 durante 30 minutos. Depois de descartar o meio de cultura, as células 

foram lavadas com PBS 1x e fixadas com 4% PFA durante 10 minutos, seguidas de 

incubação de 10 minutos à temperatura ambiente com o marcador nuclear Hoechst 

(4) 
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33342 diluído 1:1000. Posto isto, as lamelas foram montadas em lâminas e visualizadas 

num microscópio Axio Imager Z2 (Zeiss). 

 

3.8 Ensaio de consumo da glucose  

O ensaio de consumo da glucose foi realizado com o intuito de determinar a quantidade 

de glucose absorvida pelas células de glioblastoma SNB-19, através de um marcador 

fluorescente análogo da desoxiglucose (2-NBDG).  

Para a realização deste ensaio, utilizou-se o kit comercial Glucose Uptake Cell-Based 

Assay Kit. Resumidamente, aproximadamente 20.000 células SNB-19 foram semeadas 

em placas de 96 poços pretas de fundo transparente, e incubaram-se overnight a 37ºC 

+ 5% CO2 em meio de cultura HG. Seguidamente, o meio de cultura foi descartado e as 

células foram sujeitas a privação de glucose, na presença ou ausência de 5 mM de 

lactisole. Após 4 horas de incubação a 37ºC + 5% CO2, adicionaram-se 100 μg/mL de 

2-NBDG a cada poço, tendo-se incubado novamente a 37ºC + 5% CO2 durante 30 

minutos. De seguida, o meio de cultura foi descartado, as células foram lavadas com 

cell-based assay buffer e centrifugadas a 400 g durante 5 minutos à temperatura 

ambiente. Posteriormente, adicionou-se uma solução de Hoechst 33342 diluído 1:1000 

em cell-based assay buffer, para marcação dos núcleos das células, e centrifugou-se 

novamente a 400 g durante 5 minutos à temperatura ambiente. Após centrifugação, o 

sobrenadante foi descartado e foi adicionado cell-based assay buffer. Por último, 

procedeu-se à leitura de fluorescência do Hoechst 33342 a comprimentos de onda de 

excitação/emissão 361/497 nm e da fluorescência da glucose 2-NBDG a 485/535 nm 

num espectrofluorímetro SpectraMax Gemini (Molecular Devices). O uptake de glucose 

foi calculado utilizando a seguinte fórmula: 

 

 

 

 

    
 

   (5) 
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3.9 Análise estatística 

A análise estatística para comparações entre os diferentes grupos foi realizada no 

programa GraphPad Prism. As significâncias estatísticas de comparação entre dois 

grupos foram determinadas utilizando o teste t de Student, e a comparação de médias 

entre três ou mais grupos foi determinada utilizando a análise ANOVA seguida de um 

teste de comparações múltiplas recomendado pelo software. Os resultados foram 

expressos em média ± SEM, e considerados estatisticamente significativos quando              

p < 0,05. 
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Capítulo 4 

Resultados 

4.1 Expressão génica do recetor do sabor doce 

De forma a analisar a expressão génica do recetor do sabor doce nas linhas celulares de 

cancro de mama (MCF7) e cancro colorretal (Caco-2), começou-se por investigar a 

presença das subunidades T1R2 e T1R3 obtidos de estudos de microarrays para estas 

células, em bases de dados do repositório GEO (Tabela 3). Os níveis médios de 

expressão das subunidades T1R2 e T1R3 que constituem o recetor do sabor doce nas 

bases de dados analisadas foram semelhantes em ambas as linhas celulares, mas 

diferentes entre os dois tipos de cancro. 

Tabela 3 – Expressão das subunidades T1R2 e T1R3 nas linhas celulares de cancro de mama (MCF7) e de 

cancro colorretal (Caco-2), obtidos a partir de bases de dados de transcriptómica disponíveis no repositório 

GEO (Gene Expression Omnibus). 

Gene Cancro de Mama (MCF7) Cancro colorretal (Caco-2) 

T1R2 1.0193 2.7640 

T1R3 1.9934 2.8846 

 

A expressão génica do recetor de sabor doce foi analisada através da expressão de 

mRNA dos genes das subunidades T1R2 e T1R3 nas linhas celulares de cancro da mama 

(MCF7) e cancro colorretal (Caco-2). As subunidades do recetor do sabor do doce já 

tinham sido previamente identificadas no glioblastoma, e conforme observado na 

Figura 6, ocorreu amplificação do gene T1R2 e do gene T1R3 também nas linhas 

celulares MCF7 e Caco-2 com o tamanho previsto de 119 e 173 pares de bases, 

respetivamente. 
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Figura 6 – Eletroforese em gel dos produtos de PCR das subunidades (A) T1R2 e (B) T1R3 do 

recetor do sabor doce nas linhas celulares de cancro da mama (MCF7) e cancro colorretal 

(Caco-2). Em cada uma das imagens encontra-se representado (da esquerda para a direita) o marcador de 

peso molecular, o controlo negativo (C-) e o fragmento relativo a cada linha celular. As bandas de T1R2 

foram exibidas em 119 bp e as bandas de T1R3 foram exibidas em 173 pb nas linhas celulares em estudo.  

C-: controlo negativo sem cDNA. Bp: pares de bases.  

 

 

4.2 Imunocitoquímica 

A realização deste ensaio permitiu confirmar a expressão das subunidades T1R2 e T1R3 

nas linhas celulares de cancro da mama (MCF7) e de cancro colorretal (Caco-2). 

Conforme pode ser observado na figura 7, as subunidades T1R2 e T1R3 encontram-se 

expressas ao redor do núcleo e na membrana citoplasmática das células em estudo. 
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Figura 7 - Imagens representativas da expressão das subunidades T1R2 e T1R3 do recetor do 

sabor doce nas linhas celulares de cancro da mama (MCF7) e cancro colorretal (Caco-2). 

Imagens obtidas por microscopia confocal, nas quais os núcleos foram marcados com Hoechst 33342 

(azul), a subunidade T1R2 foi marcada com AlexaFluor® 488 (verde), e a subunidade T1R3 foi marcada 

com AlexaFluor® 647 (vermelho). Nos controlos negativos, os anticorpos primários foram omitidos. Barra 

de escala = 20 μm. 

 

4.3 Viabilidade celular 

O ensaio de MTT foi realizado com o propósito de verificar o efeito do bloqueio da 

subunidade T1R3 do recetor do sabor doce com 5 mM de lactisole durante 48 horas na 

viabilidade das linhas celulares de glioblastoma (U-87MG, SNB-19 e U-373MG), cancro 

da mama (MCF7) e cancro colorretal (Caco-2). No geral, verificou-se uma diminuição 

da viabilidade celular em todas as linhas celulares estudadas (Figura 8). Mais 

especificamente, nas linhas celulares de glioblastoma, embora se tenham observado 

diferenças significativas na viabilidade celular das três linhas celulares em estudo, as 

células U-373MG apresentaram a maior diminuição da viabilidade (Figura 8C) e a linha 

celular U-87MG a menor diminuição da viabilidade celular (Figura 8A). É possível 

observar uma ordem crescente de diminuição de viabilidade nas linhas celulares de 

glioblastoma proporcional à sua capacidade proliferativa: U-87MG (23%), SNB-19 

(23%) e U-373MG (34%), com os valores **p<0.01, ***p<0.001 e ****p<0.0001, 

respetivamente (Figuras 8A, 8B e 8C). Relativamente às células de cancro da mama 

MCF7 (*p<0.05), estas apresentaram a menor diminuição da viabilidade celular (20%; 

Figura 8D) comparativamente com as restantes linhas celulares em estudo. Para a linha 

celular de cancro colorretal Caco-2 (***p<0.001) verificou-se uma diminuição da 

viabilidade celular acentuada de aproximadamente 50% (Figura 8E).   
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Figura 8 – Efeitos do bloqueio da subunidade T1R3 do recetor de sabor doce na viabilidade 

celular das linhas celulares de glioblastoma (U-87MG, SNB-19 e U-373MG), cancro da mama 

(MCF7) e cancro colorretal (Caco-2). A percentagem de viabilidade celular após incubação com meio 

de cultura HG, na presença ou ausência de 5 mM de lactisole durante 48 horas, foi determinada através de 

ensaios MTT. (A) Linha celular de glioblastoma U-87MG; (B) Linha celular de glioblastoma SNB-19; (C) 

Linha celular de glioblastoma U-373MG; (D) Linha celular de cancro da mama MCF7; (E) Linha celular de 

cancro colorretal Caco-2. Para a análise estatística usou-se ANOVA seguida de teste de comparações 

múltiplas recomendado, tendo-se considerado um resultado estatisticamente significativo quando p<0.05. 

Os gráficos de barra apresentados representam as médias ± SEM com um n=3. HG: High glucose. 

*p<0.05. **p<0.01. ***p<0.001. ****p<0.0001. 

E 
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4.4 Migração celular 

Para além da importância de avaliar se o bloqueio do recetor do sabor doce, mais 

especificamente da subunidade T1R3, afeta a proliferação celular, também se procedeu 

a ensaios de migração celular, uma importante caraterística das células cancerosas 

associada à capacidade invasiva dos tumores. À semelhança do ensaio de viabilidade 

celular, as linhas celulares de glioblastoma (U-87MG, SNB-19 e U-373MG), de cancro 

da mama (MCF7) e de cancro colorretal (Caco-2) foram incubadas com meio de cultura 

HG, na presença ou ausência de 5 mM de lactisole, e a taxa de migração medida às 0, 

24 e 48h. As figuras 9-13 apresentam imagens representativas de cada condição e os 

gráficos da percentagem de taxa de migração das linhas celulares em estudo.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 - O bloqueio da subunidade T1R3 reduz a taxa de migração da linha celular de 

glioblastoma U-87MG. (A) Imagens representativas da migração celular. (B) Taxa de migração das 

células. A taxa de migração celular após incubação com meio de cultura HG, na presença ou ausência de 5 

mM de lactisole, foi medida às 0, 24 e 48 horas. Para a análise estatística utilizou-se ANOVA seguida de 

teste de comparações múltiplas recomendado, tendo-se considerado um resultado estatisticamente 
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significativo quando p<0.05. Os gráficos de barra apresentados representam as médias ± SEM com um 

n=3. HG: High glucose. *p<0.05. ****p<0.0001. Barra de escala: 50 µm. 

Nas células de glioblastoma U-87MG, é possível observar (figura 9) que o grupo 

controlo (HG) migra a um ritmo mais rápido comparativamente ao grupo de células 

cujo recetor do sabor doce se encontrava inibido (HG + Lactisole). 

Assim, a inibição do recetor do sabor doce com lactisole mostrou ser eficaz em diminuir 

a capacidade das células de proliferar e migrar após 24 e 48 horas (*p<0.05 e 

****p<0.0001, respetivamente). Também foi possível observar que, após 24 horas, a 

taxa de migração do grupo controlo foi de aproximadamente 38%, tendo aumentado 

para aproximadamente 73% após 48 horas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 - O bloqueio da subunidade T1R3 do reduz a taxa de migração da linha celular de 

glioblastoma SNB-19. (A) Imagens representativas da migração celular. (B) Taxa de migração das 

células. A taxa de migração celular após incubação com meio de cultura HG, na presença ou ausência de 5 

mM de lactisole, foi medida às 0, 24 e 48 horas. Para a análise estatística utilizou-se ANOVA seguida de 

teste de comparações múltiplas recomendado, tendo-se considerado um resultado estatisticamente 

significativo quando p<0.05. Médias ± SEM,n=4. HG: High glucose. Barra de escala: 50 µm. 
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À semelhança das células U-87MG, também nas células de glioblastoma SNB-19 

(Figura 10) se pode observar que o grupo de controlo (HG) migra a um ritmo mais 

rápido comparativamente ao grupo no qual o recetor do sabor doce foi inibido com 

lactisole (HG + Lactisole). 

Deste modo, a inibição do recetor do sabor doce com lactisole mostrou ser eficaz em 

diminuir a capacidade das células de proliferar e migrar, tanto após 24h como após 48 

horas (****p<0.0001). Também é possível observar que, após 24 horas, a taxa de 

migração do grupo controlo foi de aproximadamente 64%, e após as 48 horas 

aumentou para aproximadamente 87%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 - O bloqueio da subunidade T1R3 do do recetor de sabor doce reduz a taxa de 

migração da linha celular de glioblastoma U-373MG. (A) Imagens representativas da migração 

celular. (B) Taxa de migração de migração das células. A taxa de migração celular após incubação com 

meio de cultura HG, na presença ou ausência de 5 mM de lactisole, foi medida às 0, 24 e 48 horas. Para a 

análise estatística utilizou-se ANOVA seguida de teste de comparações múltiplas recomendado, tendo-se 

considerado um resultado estatisticamente significativo quando p<0.05. Médias ± SEM, n=5. HG: High 

glucose. Barra de escala: 50 µm. 
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Nas células de glioblastoma U-373MG, apenas foi possível observar diferenças 

estatisticamente significativas na taxa de migração celular após 48 horas no grupo 

controlo relativamente às células com o recetor do sabor doce inibido (Figura 11). 

Assim, a inibição do recetor do sabor doce mostrou ser eficaz em diminuir a capacidade 

das células de proliferar e migrar após 48 horas (**p<0.01). Após 24 horas, a taxa de 

migração do grupo controlo foi de aproximadamente 29%, e após as 48 horas 

aumentou acentuadamente para aproximadamente 67%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 - O bloqueio da subunidade T1R3 do recetor de sabor doce reduz a taxa de 

migração da linha celular de cancro da mama MCF7. (A) Imagens representativas da migração 

celular. (B) Gráfico correspondente à taxa de migração. A taxa de migração celular após incubação com 

meio de cultura HG, na presença ou ausência de 5 mM de lactisole, foi medida às 0, 24 e 48 horas. Para a 

análise estatística utilizou-se ANOVA seguida de teste de comparações múltiplas recomendado, tendo-se 

considerado um resultado estatisticamente significativo quando p<0.05. Os gráficos de barra apresentados 

representam as médias ± SEM com um n=3. HG: High glucose. **p<0.01. Barra de escala: 50 µm. 

Nas células de cancro de mama MCF7, foram observadas diferenças estatisticamente 

significativas na inibição do recetor do sabor doce com lactisole apenas após 48 horas 

de incubação (**p<0.01; Figura 12). Após 24 horas, a taxa de migração do grupo 
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controlo foi de aproximadamente 17%, e após 48 horas aumentou para 

aproximadamente 29%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 - O bloqueio da subunidade T1R3 do recetor de sabor doce reduz acentuadamente 

a taxa de migração da linha celular de cancro colorretal Caco-2. (A) Imagens representativas da 

migração celular. (B) Gráfico correspondente à taxa de migração. A taxa de migração celular após 

incubação com meio de cultura HG, na presença ou ausência de 5 mM de lactisole, foi medida às 0, 24 e 48 

horas. Para a análise estatística utilizou-se ANOVA seguida de teste de comparações múltiplas 

recomendado, tendo-se considerado um resultado estatisticamente significativo quando p<0.05. Médias ± 

SEM, n=3. HG: High glucose. **p<0.01. ****p<0.0001. Barra de escala: 50 µm. 

Nas células de cancro colorretal Caco-2 (Figura 13) foi possível observar que o grupo de 

controlo (HG) migra a um ritmo mais rápido comparativamente às células do grupo 

cujo recetor do sabor doce foi inibido (HG + Lactisole). 

Assim, a inibição do recetor do sabor doce com lactisole mostrou ser eficaz em diminuir 

a capacidade das células de proliferar e migrar, após 24 e 48 horas (**p<0.01 e 

****p<0.0001, respetivamente). Após 24 horas,a taxa de migração do grupo controlo 



Bloqueio do glucossensor T1R2/T1R3 em linhas celulares de glioblastoma, cancro de mama e cancro colorretal 

 40 

foi de aproximadamente 27%, tendo aumentado para aproximadamente 81% após 48 

horas. 

 

4.5 Apoptose celular 

Numa tentativa de esclarecer o mecanismo que leva à diminuição da proliferação e 

migração das células cancerosas em estudo após bloqueio do recetor do sabor doce com 

5 mM de lactisole durante 48 horas, procedeu-se a ensaios de apoptose celular. Para 

isso utilizou-se um kit comercial CellEventTM Caspase-3/7 Green para marcação das 

células apoptóticas com caspases-3 e -7 ativadas, e iodeto de propídio para marcação 

das células mortas com membrana celular comprometida. Adicionalmente, um 

controlo positivo de apoptose (staurosporine 1 μM) foi realizado. As Figuras 14-18 

mostram imagens representativas de cada grupo de células. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14 – O bloqueio da subunidade T1R3 do recetor do sabor doce não induz a morte 

celular ou a apoptose na linha celular U-87MG. A apoptose ou morte celular após incubação com 

meio de cultura HG, na presença ou ausência de 5 mM de lactisole durante 48 horas, foi observada por 

microscopia de fluorescência. Os núcleos (azul) foram marcados com Hoechst 3342, as células apoptóticas 

foram marcadas com CellEventTM (verde), e as células mortas foram marcadas com iodeto de propídio (PI; 

vermelho). Foi utilizado um controlo positivo para apoptose (C+) por incubação das células com 

staurosporine 1 μM durante 48 horas. HG: High glucose. Barra de escala: 20 µm. 
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Figura 15 – O bloqueio da subunidade T1R3 do recetor do sabor doce não induz a morte 

celular ou a apoptose na linha celular SNB-19.  A apoptose ou morte celular após incubação com 

meio de cultura HG, na presença ou ausência de 5 mM de lactisole durante 48 horas, foi observada por 

microscopia de fluorescência. Os núcleos (azul) foram marcados com Hoechst 3342, as células apoptóticas 

foram marcadas com CellEventTM (verde), e as células mortas foram marcadas com iodeto de propídio (PI; 

vermelho). Foi utilizado um controlo positivo para apoptose (C+) por incubação das células com 

staurosporine 1 μM durante 48 horas. HG: High glucose. Barra de escala: 20 µm. 
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Figura 16 – O bloqueio da subunidade T1R3 do recetor do sabor doce não induz a morte 

celular ou a apoptose na linha celular U-373MG. A apoptose ou morte celular após incubação com 

meio de cultura HG, na presença ou ausência de 5 mM de lactisole durante 48 horas, foi observada por 

microscopia de fluorescência. Os núcleos (azul) foram marcados com Hoechst 3342, as células apoptóticas 

foram marcadas com CellEventTM (verde), e as células mortas foram marcadas com iodeto de propídio (PI; 

vermelho). Foi utilizado um controlo positivo para apoptose (C+) por incubação das células com 

staurosporine 1 μM durante 48 horas. HG: High glucose. Barra de escala: 20 µm. 
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Figura 17 – O bloqueio da subunidade T1R3 do recetor do sabor doce não induz a morte 

celular ou a apoptose na linha celular MCF7. A apoptose ou morte celular após incubação com meio 

de cultura HG, na presença ou ausência de 5 mM de lactisole durante 48 horas, foi observada por 

microscopia de fluorescência. Os núcleos (azul) foram marcados com Hoechst 3342, as células apoptóticas 

foram marcadas com CellEventTM (verde), e as células mortas foram marcadas com iodeto de propídio (PI; 

vermelho). Foi utilizado um controlo positivo para apoptose (C+) por incubação das células com 

staurosporine 1 μM durante 48 horas. HG: High glucose. Barra de escala: 20 µm. 
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Figura 18 – O bloqueio da subunidade T1R3 do recetor do sabor doce não induz a morte 

celular ou a apoptose na linha celular Caco-2. A apoptose ou morte celular após incubação com 

meio de cultura HG, na presença ou ausência de 5 mM de lactisole durante 48 horas, foi observada por 

microscopia de fluorescência. Os núcleos (azul) foram marcados com Hoechst 3342, as células apoptóticas 

foram marcadas com CellEventTM (verde), e as células mortas foram marcadas com iodeto de propídio (PI; 

vermelho). Foi utilizado um controlo positivo para apoptose (C+) por incubação das células com 

staurosporine 1 μM durante 48 horas. HG: High glucose. Barra de escala: 20 µm. 

 

Através das figuras apresentadas (Figuras 14-18) é possível observar que a inibição da 

subunidade T1R3 do recetor do sabor doce com lactisole não induz apoptose nas células 

cancerosas de glioblastoma (U-87MG, SNB-19 e U-373MG), de cancro de mama 

(MCF7) e de cancro colorretal (Caco-2). Adicionalmente, estas células aparentam ter 

uma morfologia normal, sem visualização de quaisquer indicadores de apoptose, mais 

especificamente caspases-3 e -7 ativadas. Também não se observou qualquer marcação 

com iodeto de propídio (vermelho). Assim, pode afirmar-se que a inibição do recetor do 

sabor doce não induziu apoptose nem morte das células cancerosas em estudo.  
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4.6 Consumo da glucose 

De modo a avaliar o efeito do bloqueio da subunidade T1R3 do recetor do sabor doce na 

absorção de glucose pela linha celular de glioblastoma SNB-19, procedeu-se a um 

ensaio fluorimétrico de uptake de glucose usando o marcador 2-NBDG. Como 

esperado, o bloqueio do T1R3 reduz o consumo da glucose. Os resultados estão 

representados na figura 19. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19 – Efeitos do bloqueio da subunidade T1R3 do recetor do sabor doce no consumo 

da glucose da linha celular de glioblastoma SNB-19. O uptake da glucose foi avaliado nas células de 

glioblastoma SNB-19 após privação de glucose, na presença ou ausência de 5 mM de lactisole durante         

4 horas, e posteriormente medido por espectrofluorimetria após incubação com glucose fluorescente 2-

NBDG durante 30 minutos. Para a análise estatística recorreu-se ao t test de Student e os resultados foram 

considerados estatisticamente significativos quando p<0.05. Os gráficos de barra apresentados 

representam as médias ± SEM com um n=7. *p<0.05. 

O 2-NBDG é um análogo fluorescente da desoxiglucose, que funciona como uma sonda 

para a deteção da glucose absorvida pelas células. Através da figura 19 é possível 

observar uma diminuição na quantidade de glucose absorvida pelas células de 

glioblastoma SNB-19 cujo recetor do sabor doce se encontrava inibido pela presença de 

lactisole (*p<0.05).  
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Capítulo 5 

Discussão 
 

O glioblastoma é caraterizado por ter uma alta atividade proliferativa e elevada 

vascularização (SchrÖder et al. 1991; G. Linkous e M. Yazlovitskaya 2011). Estudos 

prévios realizados pelo nosso grupo de investigação demonstraram a expressão das 

subunidades T1R2 e T1R3 do recetor do sabor doce neste tipo de tumores. Para além 

disso, também foi demonstrado que a inibição da subunidade T1R3 do recetor do sabor 

doce teve impacto na proliferação das células cancerosas. Tal poderá ser explicado pelo 

facto de a proliferação destas células ser dependente de elevadas concentrações de 

glucose, mais especificamente, do processo metabólico da glicólise aeróbica, também 

conhecido como efeito Warburg (Liberti e Locasale 2016). Assim, o bloqueio da 

subunidade T1R3 do recetor do sabor doce poderá ter um papel importante ao impedir 

a entrada de glucose e, consequentemente, limitar a ativação desta via de sinalização. 

Em humanos, a inibição da subunidade T1R3 do recetor de sabor doce mostrou ter 

efeitos antidiabéticos, sem apresentar efeitos colaterais negativos (Teff, Emmanuel, e 

Margolskee 2010). Em ratos, o knockout da subunidade T1R3 do recetor de sabor doce 

desencadeou deficiências no comportamento, aprendizagem e memória (Martin et al. 

2017). 

O recetor do sabor doce, em vários órgãos, funciona como sensor da disponibilidade e 

regulador do metabolismo da glucose. A sinalização induzida pelo recetor de sabor doce 

controla a taxa de absorção e o metabolismo da glucose em células normais do intestino 

e do cérebro, visto que apresenta um papel importante na regulação da captação de 

glucose (Smith et al 2018). A sinalização do recetor de sabor doce no intestino normal 

aumenta a taxa de absorção intestinal da glucose através da regulação de um 

transportador de glucose nos enterócitos. Em ratos wild-type, uma alimentação rica em 

sacarose proporciona uma redução da absorção de glucose, visto que induz a rápida 

regulação negativa do recetor de sabor doce no intestino (Smith et al. 2018). Para além 

disto, a administração de adoçantes não calóricos numa linha celular de cancro gástrico 

induziu a secreção de serotonina dependente da ativação do recetor de sabor doce, mais 

especificamente da subunidade T1R3 (Zopun, Lieder, et al. 2018). 

Evidências recentes demonstraram a expressão dos genes que codificam os recetores do 

sabor Tas1r1, Tas1r2 e Tas1r3, e genes associados à proteína G, em diferentes regiões do 

prosencéfalo sensíveis a nutrientes, incluindo o hipotálamo, hipocampo, a habénula, o 

córtex e o plexo coroide (Ren et al. 2009). Adicionalmente, os níveis de expressão dos 
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genes relacionados com o paladar mostraram ser dependentes do estado nutricional do 

animal, pois a privação alimentar e a hiperglicemia induziram mudanças significativas 

nos níveis de expressão de Tas1r1 e Tas1r2 no hipotálamo (Ren et al.2009). A exposição 

de células do hipotálamo de ratos a um meio com baixo teor de glucose, mantendo as 

concentrações normais de L-aminoácidos, resultou em níveis mais elevados de 

expressão do gene Tas1r2, uma das subunidades que constituem o recetor do sabor 

doce. O fato de que as mudanças nos níveis de expressão em função do estado 

nutricional foram restritas ao hipotálamo sugere que os mecanismos de sinalização do 

sabor no cérebro podem estar envolvidos na regulação central dos processos 

homeostáticos (Ren et al. 2009). Deste modo, os recetores do sabor acoplados à 

proteína G podem funcionar como quimiossensores ligados à membrana e, em 

particular, o recetor do sabor doce é um candidato a sensor de glucose cerebral (Ren et 

al. 2009). Um estudo recente realizado em astrócitos, um tipo de células da mesma 

origem que o glioblastoma, e em neurónios de diversas regiões do mesencéfalo 

sensíveis a nutrientes, incluindo o hipotálamo, hipocampo e córtex, sugerem que o 

recetor do sabor doce tem um papel no controlo do metabolismo da glucose. Para além 

disto, foi detetada a expressão do recetor do sabor doce em células gliais especializadas 

sensíveis a elevadas concentrações de glucose, no terceiro ventrículo cerebral (Ren et al 

2009; Welcome et al 2018).     

As células cancerosas reprogramam o seu metabolismo de modo a promover o 

crescimento, sobrevivência, proliferação e manutenção durante longos períodos de 

tempo. Independentemente da presença ou ausência de O2 e do funcionamento normal 

da mitocôndria, as células cancerosas tendem a converter a maior parte da glucose em 

lactato (glicólise aeróbica), processo denominado efeito Warburg (Liberti e Locasale 

2016). De modo a prevenir o efeito Warburg, o inibidor da glicólise 2-deoxiglucose, tem 

sido estudado em ensaios clínicos para o tratamento de glioblastoma, cancro da 

próstata e de outros tumores sólidos (Mohanti et al. 1996; Stein et al. 2010; Raez et al. 

2013). Uma vez demonstrado que a subunidade T1R3 do recetor do sabor doce poderá 

ter um papel na ativação do efeito Warburg nas células de glioblastoma, surgiu a 

hipótese de que o mesmo efeito poderá também ocorrer em células de outros tipos de 

cancro. Assim, procedeu-se ao estudo em células de cancro de mama e cancro 

colorretal. 

À semelhança do que tinha sido realizado anteriormente pelo nosso grupo de 

investigação em três linhas celulares de glioblastoma, começou-se por confirmar a 

expressão das subunidades T1R2 e T1R3 do recetor do sabor doce nas células de cancro 

de mama (MCF7) e de cancro colorretal (Caco-2). No entanto, contrariamente ao 
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esperado, apenas se confirmou a expressão da subunidade T1R2 nas células de cancro 

colorretal Caco-2, não tendo sido possível obter a amplificação do gene T1R3. Apesar 

disso, a análise de dados de microarrays para a linha celular Caco-2, bem como os 

ensaios de imunocitoquímica realizados, mostraram que o mRNA e a proteína da 

subunidade T1R3 do recetor do sabor doce se encontram expressos nesta linha celular 

de cancro colorretal. Seguidamente, foi avaliado o efeito da inibição, com lactisole, da 

subunidade T1R3 do recetor do sabor doce nas células em estudo de glioblastoma, 

cancro da mama e cancro colorretal na viabilidade, migração e apoptose celulares. Num 

estudo efetuado em células cancerosas do endométrio observou-se que, quando 

expostas a baixas concentrações de glucose, a capacidade migratória é reduzida e o 

crescimento e proliferação celulares são inibidos, indicando que os efeitos 

antiproliferativos exercidos pela privação de glucose podem ser atribuídos à indução da 

paragem do ciclo celular (senescência) e apoptose (Han et al. 2015). Assim, a inibição 

do recetor do sabor doce poderá estar associada a uma menor taxa de sobrevivência e 

capacidade de migração nas células cancerosas. Um estudo recente evidenciou que uma 

baixa concentração de glucose induz a senescência em astrócitos (Gao et al. 2022).  

Neste trabalho, a inibição do recetor do sabor doce não induziu apoptose nem morte 

celulares em nenhuma das linhas celulares em estudo, o que poderá significar que estas 

células cancerosas se encontram em senescência, possibilidade que está a ser avaliada 

nestas linhas celulares. 

As células cancerosas adaptam-se ao baixo rendimento energético da glicólise através 

do aumento do uptake de glucose para suportar a alta taxa glicolítica (Liberti e Locasale 

2016). A elevada taxa de glicólise pode beneficiar as células cancerosas, 

proporcionando uma elevada taxa de produção de ATP, e fornece muitos 

intermediários necessários para uma rápida proliferação celular (Lunt e Vander Heiden 

2011). A sobrevivência e proliferação das células cancerosas é dependente de elevadas 

concentrações de glucose (Liberti e Locasale 2016). A inibição da subunidade T1R3 do 

recetor do sabor doce na linha celular de glioblastoma SNB-19 levou a uma diminuição 

do uptake da glucose. Curiosamente, um estudo anterior realizado na linha celular de 

cancro colorretal Caco-2 demonstrou que a inibição da subunidade T1R3 do recetor do 

sabor doce com lactisole levou a uma diminuição do uptake da glucose, o que sugere 

que o uptake da glucose pelas células Caco-2 seja regulado pelo recetor do sabor doce 

(Andrade, Silva, e Martel 2018). Deste modo, pode-se sugerir que o uptake da glucose 

pelas células SNB-19 possa ser regulado pelo recetor do sabor doce. Contudo, é 

necessária uma investigação mais aprofundada para concluir tais sugestões. 
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Capítulo 6 

Conclusão e Perspetivas Futuras 

 
A descoberta de que o recetor do sabor doce está expresso nas células de glioblastoma, 

cancro da mama e cancro colorretal e que a sua inibição induz a diminuição da 

proliferação, migração e sobrevivência, mas sem aumentar a apoptose ou a morte 

celular, revelou ser um ponto de partida para uma pesquisa com resultados 

promissores. Adicionalmente, também se evidenciou que a inibição do recetor do sabor 

doce vai induzir a diminuição da quantidade de glucose absorvida pelas células. Deste 

modo, pode-se concluir que estes resultados demonstram que o recetor do sabor doce 

tem um papel importante no funcionamento normal do metabolismo das células 

cancerosas e que o mesmo é um importante glucossensor da disponibilidade de 

glucose. Futuramente, existe a necessidade de uma investigação mais aprofundada de 

modo a descobrir qual o efeito da inibição dos recetores do sabor doce na sobrevivência 

destas células cancerosas, mais especificamente se estas entram em senescência. E para 

além disso, pretende-se consolidar os resultados obtidos neste trabalho, através da 

realização de estudos em células primárias obtidas de tumores e elucidar se os 

mecanismos pelos quais o recetor do sabor doce reduz a viabilidade e migração 

envolvem a regulação da reprogramação metabólica das células cancerosas. Seria 

também interessante estudar os efeitos da inibição do recetor do sabor doce em 

condições de privação de oxigénio (hipóxia), de forma a replicar as condições do 

microambiente tumoral.  
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