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Resumo

O cancro é o maior problema de satide publica e uma das principais causas de morte em
todo o mundo. Apesar das terapias e tratamentos existentes, tais como ressecao
cirurgica, radioterapia, quimioterapia e terapias direcionadas, continua a aumentar a
sua prevaléncia e mortalidade. O glioblastoma é o tumor cerebral primario mais
comum e o que apresenta maior agressividade e pior prognostico, é altamente
resistente a radioterapia e quimioterapia, e nao é controlado por ressegio cirurgica. A
sua elevada atividade proliferativa e vascularizacao, localizacdo e quimioresisténcia,
dificultam o seu tratamento. O cancro da mama e o cancro colorretal sdo dos cancros
mais comuns e mortais em todo o mundo, perdurando a necessidade de terapias e
medicamentos com menos efeitos adversos e com risco-beneficio mais favoravel,

promovendo uma maior sobrevivéncia.

A maioria das células cancerosas apresentam carateristicas metabolicas especificas,
uma vez que a glicolise prevalece sobre a fosforilagdo oxidativa como principal fonte de
energia, mesmo na presenca de oxigénio e com as mitocondrias a funcionar
normalmente. Esta reprogramacao é conhecida como efeito Warburg, e é altamente
dependente de elevadas concentracoes de glucose de forma a garantir a sobrevivéncia e
proliferacdo das células cancerosas. Recentemente, o nosso grupo de investigacao
mostrou a presenca e funcionalidade do recetor do sabor doce, constituido pelas
subunidades T1iR2/T1R3, em trés linhas celulares de glioblastoma. O T1R2/T1R3 liga-
se a moléculas doces, tais como a glucose e, nas papilas gustativas, a sua principal
funcao é a percecdo do sabor doce. Noutros 6rgaos, o TiR2/T1R3 parece funcionar
como glucossensor da disponibilidade de glucose. Este trabalho pretende confirmar a
expressao e compreender o efeito do bloqueio do TiR2/T1R3, em linhas celulares de

glioblastoma, cancro da mama e cancro colorretal.

Foi possivel confirmar a expressao 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 inibicao, com lactisole, da subunidade T1R3 do recetor do sabor doce
levou a diminuicao da viabilidade e migracao 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 inibicdo do recetor também levou a
diminuicdo do uptake da glucose na linha celular de glioblastoma SNB-19. Os

resultados obtidos mostram a importancia deste recetor para o crescimento das células



Bloqueio do glucossensor TiR2/T1R3 em linhas celulares de glioblastoma, cancro de mama e cancro colorretal

cancerosas, e que o mesmo podera ser um importante glucossensor da disponibilidade

de glucose com impacto na progressao 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 TiR2/T1R3
subunits, in three glioblastoma cell lines. T1IR2/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, T1iR2/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 TiR2 and TiR3
subunits in breast cancer (MCF7) and colorectal cancer (Caco-2) cell lines.
Additionally, the inhibition of the sweet taste receptor T1iR3 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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Capitulo 1

Introducao

1.1 Cancro

O cancro é caraterizado pelo crescimento celular descontrolado e aquisicao de
propriedades metastaticas, acompanhado pela ativacao de oncogenes e/ou desativacao
de genes supressores de tumores. Tais acontecimentos promovem a desregulacao do
ciclo celular e a inativacdo de mecanismos apoptoticos (Vogelstein e Kinzler 2004;
Sarkar et al. 2013). De acordo com a estimativa da Globocan, em 2020, ocorreram
19.29 milhGes de novos casos de cancro, 9.96 milhoes de pessoas morreram de cancro e
a prevaléncia (5 anos) € de aproximadamente 50.55 milhoes de pessoas (Ferlay et al.

2020).

O desenvolvimento de cancro inicia-se quando uma célula se liberta das restricoes
normais da divisdo celular e prolifera de forma independente, sendo que todas as
células derivadas da primeira irdo também exibir uma proliferacdo 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
proximos (cancro invasivo). Um tumor invasivo é considerado maligno uma vez que as
células podem entrar na circulacdo, sangue ou linfa, e podem estabelecer novos
tumores por todo o corpo (metastases) (figura 1). Quando o crescimento do tumor
perturba os tecidos ou 6rgaos onde se localiza pode ameacar a vida do individuo
(National Institutes of Health (US) 2007).

Cancro invasivo

Cancro (n stfu

Célula com

mutacdo genéticn Displasia
Hiperplasia

Figura 1 — Fases de desenvolvimento de um tumor. O tumor comeca a desenvolver-se quando uma
célula sofre uma mutacgdo 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 frequéncia, numa condigdo chamada
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hiperplasia. Em determinado ponto, uma dessas células passa por outra mutagao, aumentando ainda mais
a sua tendéncia de divisdo. Os descendentes dessa célula dividem-se de forma excessiva tornando-a
anormal, uma condi¢do chamada displasia. Com o passar do tempo, uma das células passa por outra
mutagdo e esta célula e os seus descendentes tornam-se muito anormais em crescimento e aparéncia. 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 mutagées adicionais, o tumor
podera 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 (metéstases) noutros locais do corpo.
(Adaptado de National Institutes of Health (US) 2007).

Durante as varias etapas do desenvolvimento de um tumor humano siao adquiridas
catorze capacidades biolégicas, denominadas hallmarks do cancro (figura 2), uma vez
que os tumores reprogramam as suas vias metabdlicas de modo a atender as
necessidades biologicas que permitam a sobrevivéncia 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 a malignidade, como o stress redox e a hipdxia (DeBerardinis e Chandel
2016).

Sinalizagio proliferativa Evasdo dos supressozes
suportada de crescimento

Desblogueio da

plasticidade fenotipica
Metabolismo ‘
celular b
desregulado @
~»

\

Reprogramacio epigenstica
ndo mutacional

Evitar a destruigio
imunobogica

Resisténcaa .
4 morte Imortalidade
celular replicativa
Mutagao ¢ )

instabilidade Inflamagho promotora
genomica de tumor

Microbiomas

polimorficos

Células
senescentes

Indugio da Ativacao da invasiio ¢

ungiogénese mestastase

Figura 2 — Hallmarks do cancro. Capacidades biologicas adquiridas durante as varias etapas do
desenvolvimento do tumor, que incluem a sustentagio da sinalizagio proliferativa, evasdo dos supressores

de crescimento, resisténcia a morte celular, permitindo a imortalidade replicativa, inducao da angiogénese,
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ativac@o da invasdo e metastase, reprogramacdo do metabolismo celular e evitar a destruicio imunologica.
Subjacentes a estas carateristicas estdo a instabilidade gendmica, que gera uma diversidade genética
através da aceleragdo da sua aquisicao, e a inflamagdo que promove miultiplas fun¢bes por parte das
hallmarks. Contudo, existem novos potenciais hallmarks e carateristicas de habilitagdo que podem ser
incorporados como componentes centrais da conceitualiza¢ao dos hallmarks do cancro, como por exemplo
o desbloqueio da plasticidade fenotipica, reprogramacdo epigenética ndo mutacional, microbiomas

polimorficos e células senescentes (Adaptado de Hanahan 2022).

A instabilidade genomica e as mutagdes determinam as hallmarks do cancro, uma das
quais a capacidade de invasdo e metastase das células tumorais (Hanahan e Weinberg
2011). A metastase € a principal causa de morte por cancro. Durante o processo de
metastase, as células tumorais abandonam o local primario e espalham-se por todo o
corpo, formando locais secundarios e causando faléncia organica grave (Lambert,
Pattabiraman, e Weinberg 2017). O primeiro passo da cascata metastatica é a invasao,
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 parametros diferentes no microambiente do tumor que influenciam a
regulacdo da migragdo e invasdo das células cancerosas tais como a presenca de
hipoxia, quimioatragdes, rigidez da ECM e falta de nutrientes (Polacheck,
Zervantonakis, e Kamm 2013). E importante realcar que durante a migracio e invasio,
o fenbmeno da transicdo epitelial-mesenquimal é que determina a plasticidade das
células tumorais, permitindo que elas mudem de um estado epitelial ndo movel para
um mesenquimal moével. Tal acontecimento proporciona as células cancerosas
multiplas caracteristicas malignas, como o aumento da invasividade, e resisténcia a

senescéncia, 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 carateristicas tinicas (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 prognostico,
com uma sobrevivéncia média de 1 ano (Holland 2000; Stupp et al. 2005).
Compreende cerca de 16% de todas as neoplasias primarias do cérebro e do sistema
nervoso central, tornando-o o tumor cerebral maligno primério mais comum (Thakkar
et al. 2014). A sua taxa de incidéncia ajustada por idade é de 3,2 por 100.000
habitantes e pode ocorrer em qualquer idade, mas afetando principalmente individuos

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

2014).

O glioblastoma pode ser classificado como primario ou de novo, o qual surge sem
evidéncia de um precursor menos maligno, ou secundério, onde um tumor de baixo
grau se transforma ao longo do tempo em glioblastoma. A maioria dos glioblastomas
(~90%) sao primarios, e esses pacientes tendem a ser mais velhos e a ter um pior
prognostico comparativamente com pacientes com glioblastoma secundario (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 evidéncias recentes, este pode derivar de varios tipos de células com

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

O glioblastoma é altamente resistente a radioterapia e a quimioterapia convencionais e
nao é efetivamente controlado por ressecao cirurgica (Wang et al. 2019). Este tipo de
tumor é caraterizado por elevada atividade proliferativa e elevada vascularizacao
(SchrOder et al. 1991; G. Linkous e M. Yazlovitskaya 2011). A ressecdo cirtrgica seguida
de radioterapia e quimioterapia sao os tratamentos base para o glioblastoma (Urbanska
et al. 2014). O temozolomide é o agente quimioterapéutico mais usado para o
tratamento de glioblastoma, uma vez que aumenta a taxa de sobrevivéncia dos
pacientes de 12,1 meses para 14,6 meses e a sua utilizacdo em coadjuvacao com
radioterapia tem proporcionado um aumento dessa taxa e uma menor toxicidade
(Stupp et al. 2005; Wang et al. 2019). Contudo, devido a sua localizacdo e infiltracao
em tecidos circundantes, a existéncia da barreira hematoencefalica e a possibilidade de
células tumorais se encontrarem em areas de hipoxia (baixa concentracao de oxigénio),
o tratamento do glioblastoma torna-se dificil, 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 € o cancro mais comum e um dos mais mortais entre mulheres por
todo o mundo. Todos os anos, mais de 1,5 milhées de mulheres (cerca de 25% de todas
as mulheres com cancro) mundialmente sao diagnosticadas com cancro da mama. O
cancro da mama é um cancro metastatico e a sua incidéncia 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 ocorréncia
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maioritariamente em mulheres, o cancro da mama apresenta uma incidéncia de 1% em
homens (Zehr et al.,, 2019). O diagnostico precoce deste tipo de cancro é uma das
melhores formas de prevencao desta doenca, uma vez que permite um melhor
prognostico e, para além disso, proporciona uma taxa de sobrevivéncia relativa de 5
anos superior a 80% em pacientes com cancro da mama (Sun et al., 2017). O cancro da
mama é uma doenca complexa com alto grau de heterogeneidade e pode ser
classificado como ndo invasivo ou invasivo (Perou et al. 2000; Akram et al. 2017). Os
cancros da mama nao invasivos ocorrem quando nao se estendem para longe do 16bulo
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 metastaticos ocorrem quando células anormais dentro dos
l6bulos ou ductos de leite se dividem nas proximidades do tecido mamario e se
estendem a diferentes 6rgaos do corpo, levando a que as células cancerosas passem
através da mama para diferentes partes do corpo através do sistema imunolégico ou da
circulacao sistémica (Stevanovic et al. 2006; Ziperstein, Guzman, e Kaufman 2016;
Krop et al. 2017). Os 6rgaos mais comuns para onde essas células se espalham sao
cérebro, ossos, pulmodes e figado (Page et al. 2017). Exemplos de cancros da mama
invasivos sdo 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
combinacdo da quimioterapia neoadjuvante, cirurgia operavel, radioterapia e
quimioterapia adjuvante e/ou terapia endécrina (Fisusi e Akala 2019). Uma vez que o
cancro da mama é uma doenca complexa com alto grau de heterogeneidade inter e
intra-tumoral, a sua subclassificacdo 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 prognosticos (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 individuos com maior
possibilidade de desenvolvé-lo (Peng, Sengupta, e Jordan 2009). A cirurgia de ambas
as mamas € uma medida preventiva adicional em mulheres com uma alta probabilidade
de desenvolver cancro. Em pacientes que foram identificados com cancro da mama,
diferentes estratégias tém sido utilizadas, como terapia-alvo, terapia hormonal,

radioterapia, cirurgia e quimioterapia. Em individuos com metastases, estas estratégias
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geralmente visam melhorar a qualidade de vida e a taxa de sobrevivéncia (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 relacao

risco-beneficio favoravel (Sun et al., 2017).

1.1.3 Cancro colorretal

Até ha alguns anos atras, o cancro colorretal apresentava baixa incidéncia. 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 incidéncia ajustada por idade é maior em homens (20,6/100.000 individuos) do que
em mulheres (14,3/100.000), sendo que a maioria dos pacientes com cancro
esporadico tem mais de 50 anos de idade (Kuipers et al. 2015). Todavia, o cancro
colorretal apresenta uma taxa de sobrevivéncia de 5 anos de aproximadamente 64%,

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

O cancro colorretal pode ser distinguido em trés tipos de acordo com as suas formas de
origem e expressao: a) a forma esporadica representa entre 60-80% e carateriza-se por
nao apresentar qualquer tipo de relacdo familiar, aparecendo em individuos sem
mutacdo que os torne suscetiveis 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 primaria sofrem de cancro
colorretal esporadico; c) o tipo hereditario, no qual duas variantes tumorais que podem
ser distinguidas pela predisposicao de estar ou ndo relacionada a presenca de poélipos
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 laparoscopica e resseccdo cirurgica, que sao as primeiras escolhas de
tratamento para os pacientes com este tipo de cancro. No entanto, essas novas opcoes
de tratamento tém um impacto limitado nas taxas de cura e na sobrevivéncia a longo
prazo, tornando o prognostico de cancro colorretal nao satisfatorio (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 sao
classificados num de quatro diferentes grupos de risco usados para orientar a estratégia

de tratamento: grupo 0) pacientes sem doenca metastatica ou com metastases
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hepéticas ou pulmonares ressecaveis e sem sinais de mau prognoéstico, em que o
tratamento recomendado consiste na resseccdo cirurgica da metastase; grupo 1)
pacientes com doenca metastatica potencialmente ressecavel, inicialmente tratados
com quimioterapia de indugdo para reduzir o nimero e tamanho das metéstases e
possibilitar a resseccao cirdrgica posterior; grupo 2) pacientes com doenca disseminada
irressecavel, com tratamento paliativo de forma a reduzir os sintomas, agressividade e
extensao da doenca.; grupo 3) pacientes com doenca irressecavel e falta de tratamento
intensivo ou sequencial (Van Cutsem, Nordlinger, e Cervantes 2010; Van Cutsem et al.
2014). Porém, apesar das novas e promissoras op¢oes de tratamento para pacientes
com cancro colorretal, permanece a necessidade de desenvolver tratamentos ainda
mais individualizados que promovam uma maior sobrevivéncia, com menos reagoes

adversas e um potencial de recuperacao 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 mamifero.
O processo de glicolise ocorre no citoplasma pela conversao de glucose em piruvato.
Requer o transporte de glucose para as células através de transportadores de glucose
(GLUTS) e transportadores de sddio-glucose (Navale e Paranjape 2016). Assim, através
da oxidacdo das ligacoes de carbono da glucose, a energia obtida é aproveitada na
forma de ATP e apoés a finalizacdo da glicolise, nas etapas seguintes, o produto final
formado pode ser o lactato ou di6xido de carbono (CO2), caso ocorra a oxidacao total

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

A progressao do cancro envolve uma proliferacio inapropriada de células, que
apresentam capacidades aprimoradas para a producdo de energia com o intuito de
resistir ao stress metabolico (Vander Heiden, Cantley, e Thompson 2009). Assim, as
células cancerosas sao capazes de reprogramar o seu metabolismo de modo a promover
o crescimento, sobrevivéncia, proliferacdo e manutencao durante longos periodos de
tempo. Adicionalmente, ocorre também um aumento drastico na taxa de uptake da
glucose e na producdo de lactato, mesmo na presenca de oxigénio e do normal
funcionamento da mitocondria. Esta mudanca metabolica associada a malignidade,
conhecida como efeito Warburg, provoca esse aumento da glicolise aerébia no cancro
(figura 3). Deste modo, as células tumorais, ao contrario das células normais que
dependem principalmente da fosforilacao oxidativa, dependem maioritariamente da

glicolise aerobica para produzir energia (Liberti e Locasale 2016).
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Figura 3 - Representacio esquematica da diferenca entre o metabolismo da glucose em
células normais e células cancerosas. Em células normais, na presenca de oxigénio (02), ocorre a
metabolizacao da glucose em piruvato via glicolise seguida de oxidacdo da maior parte do piruvato obtido
em diéxido de carbono (CO2) na mitocondria, processo denominado fosforilagdo oxidativa; na auséncia de
02, as células metabolizam o piruvato em lactato num processo chamado glicélise anaerébica, que resulta
na produg¢do minima de ATP comparativamente a fosforilagdo oxidativa. Por outro lado, as células
cancerosas, independentemente da presenca ou auséncia de O2 e do funcionamento normal da
mitocodndria, tendem a converter a maior parte da glucose em lactato (glicOlise aerdbica), processo
denominado efeito Warburg. Relativamente a geragio de ATP, a glictlise aerobia é menos eficiente que a

fosforilacao oxidativa (Liberti e Locasale 2016).

As células cancerosas adaptam-se ao baixo rendimento energético da glicolise através
do aumento do uptake de glucose para suportar a taxa glicolitica mais elevada (Liberti e
Locasale 2016). E provavel que a elevada taxa de glicolise beneficie as células
cancerosas, uma vez que proporciona uma elevada taxa de produgao de ATP e fornece
muitos intermediarios, que sdo usados nas vias metabdlicas adjuntas, para a sintese de
novo de nucleétidos, aminoacidos, lipidos e NADPH (fosfato de dinucle6tido de
adenina e nicotinamida), necessarios para uma rapida proliferacdo celular (Lunt e
Vander Heiden 2011). No entanto, a presenca da glicolise aerobica em condicgoes
normoxicas (niveis normais de oxigénio) e com mitocondrias funcionalmente eficientes
tornou-se, sem duvida, uma impressao digital das células cancerosas, que pode
contribuir para a possibilidade de a glicolise tumoral ser usada como um potencial alvo

para a terapia do cancro (Abdel-Wahab, Mahmoud, e Al-Harizy 2019).
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Recentemente, varios estudos comprovaram que, embora a glicolise aerobica seja a
principal fonte de energia das células cancerosas, também est4 envolvida na ativacdo de
oncogenes (genes envolvidos no aparecimento e crescimento de tumores) como o
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), o fator induzido por hipodxia-1 alfa (HIF-1a) e c-
MYC. Estes sao responsaveis por induzir a quimiorresisténcia no cancro através da
sobre-expressdo de GLUTSs e enzimas importantes na glicolise. Por outro lado, a
glicolise aerobica atua sinergicamente na inducdo de mudancas no microambiente
tumoral tornando-o hipdxico e acidico, uma vez que ocorre um aumento da glicolise e
uma diminuicao da oxidagao mitocondrial, que proporciona o aumento da formacao de
acido latico, o aumento da glutaminoélise, o aumento da beta-oxidacao de acidos gordos

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

O lactato, um produto da glicolise, bloqueia a eficacia dos medicamentos
quimioterapéuticos, o0s quais s3o maioritariamente bases fracas, devido ao
microambiente tumoral hipdxico e acidico, possibilitando o seu aprisionamento e
neutralizacdo, contribuindo para a quimiorresisténcia no cancro. Assim, pode-se
afirmar que a glicolise tumoral tem um papel importante na resisténcia do cancro
(Abdel-Wahab, Mahmoud, e Al-Harizy 2019; Liu, Jin, e Fan 2021).

Embora mais estudos sejam necessarios para determinar o mecanismo exato da
quimiorresisténcia induzida pelo efeito Warburg, tém vindo a ser realizados estudos
sobre inibidores direcionados aos GLUTS, enzimas e vias de sinalizacdo. Tal abordagem
tem-se mostrado eficaz em suprimir a progressao do tumor, e varios desses inibidores
glicoliticos estdo atualmente sob investigacdo em estudos pré-clinicos e clinicos com
resultados promissores (Abdel-Wahab, Mahmoud, e Al-Harizy 2019). Esses agentes
anti-glicoliticos, como por exemplo a floretina e WZB117, podem ter como alvo os
GLUTs ou enzimas glicoliticas, tais como a gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
(GAPDH), lactato desidrogenase A (LDH-A) ou piruvato desidrogenase quinase (PDK).
Portanto, a inibicao da atividade da glic6lise aerébica tem o potencial de fornecer uma
nova hipotese de terapia clinica (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 designacao “recetores do sabor” deriva
inicialmente da sua identificacio em pequenos grupos de células epiteliais
especializadas, presentes nas papilas gustativas, da lingua. Por outro lado, o termo
"sabor" é geralmente usado para descrever as sensacoes ao nivel do paladar que

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

A percecao do sabor pode ser distinguida em cinco tipos: salgado, azedo, amargo,
umami e doce (Lindemann 2001). Os sabores azedo e salgado sao mediados
diretamente por canais i6nicos, contrariamente aos sabores doce, amargo e umami, que
sdo mediados por recetores acoplados a proteina 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
familias: os recetores do sabor tipo 1 (T1Rs; Tas1ir em roedores e TAS1R em humanos),
constituidos pelos membros 1 (T1R1), 2 (T1R2) e 3 (T1R3); e os recetores do sabor tipo
2 (T2Rs; Tas2r em roedores e TAS2R em humanos), constituidos por 25 membros em
humanos. Os TiRs, sob forma de heterodimeros constituidos pelas subunidades
T1R1/T1R3 e T1R2/T1R3 sdo responsaveis 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 estimulos do paladar ou ligandos, dao inicio a transducao de um
sinal ao cérebro que resulta na percecao do sabor (Bachmanov e Beauchamp 2007). Os
recetores do sabor foram inicialmente descobertos na cavidade oral, mais propriamente
na lingua. No entanto, um enorme numero de estudos revelou que estes recetores, bem
como as moléculas de transduc¢ao do sabor, também se encontram expressos em Orgaos
extraorais, tais como: estomago, intestino, figado, pancreas, sistema respiratorio,
glandula da tiroide, coracdo, cérebro, rins, bexiga, tecido adiposo, testiculos,
espermatozoides, ovarios, linfocitos, glandulas endécrinas 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 funcao
fisiol6gica ainda nao 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 expressao destes recetores por todo o corpo é
essencial para que ocorra a percecao de certas substancias quimicas (Gilca e Dragos

2017).

1.3.1 Via de transducao do sabor

Na cavidade oral, as células gustativas sdo apenas responsivas por uma qualidade
gustativa e sao divididas em 4 tipos distintos (I-IV) de acordo com as suas carateristicas
morfologicas e moleculares. O tipo I apresenta qualidades semelhantes aos astrocitos,
os tipos II e III funcionam como elementos transdutores e o tipo IV sao células
imaturas. Atualmente, pensa-se que as células gustativas tipo II detetam o sabor
amargo, doce e umami por meio de ativacdo dos GPCRs especificos para cada sabor

(Kinnamon e Finger 2019).

Apesar de detetarem substancias de diferentes sabores, tanto os TiRs como os T2Rs
ativam as mesmas proteinas efetoras da via de sinalizacdo do paladar. A ligacao dos
ligandos aos recetores do sabor induz uma mudanga conformacional no recetor e na
ativacdo de uma série de transdutores de sinal, como a proteina G heterotrimérica
especifica do sabor, a gustaducina (formada pelas subunidades a-gustaducina, Gf33 e
Gy13), que por sua vez leva a ativacdo da fosfolipase C beta 2 para clivagem do
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato em diacilglicerol, produzindo inositol 1,4,5-trifosfato
(IP;). O IP; abre os canais i6nicos do recetor de inositol 1,4,5-trifosfato tipo 3,
desencadeando um aumento nos niveis intracelulares de célcio (Ca2*) que, por sua vez,
leva a ativacao de um canal cati6nico seletivo do sabor, o membro 5 da subfamilia M
dos canais recetores de potencial transitéorio (TRPM5), que eventualmente vai
desencadear a despolarizacao da célula (Chandrashekar et al. 2006; Chaudhari e Roper

2010).

1.3.2 Recetor do sabor doce

O papel fisiolégico do paladar é fornecer a capacidade de detetar os principais
nutrientes antes da ingestdo e evitar o gosto amargo, potencialmente nocivo de
moléculas. Entre as cinco qualidades basicas do sabor, o sabor doce € um dos principais
determinantes da escolha alimentar, pois indica a presenca de carboidratos ricos em
energia, como a glucose, que aumentam o tom hedonico (agradabilidade,
desagradabilidade ou neutrabilidade de um sabor) dos alimentos e influenciam

fortemente o comportamento alimentar. No inicio dos anos 2000, foi reportado que a
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detecdo do sabor doce é em grande parte mediada por um udnico recetor constituido

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

Para serem funcionais, as subunidades TiR1i e TiR2 necessitam de formar um
heterodimero com a subunidade T1R3. Assim, acredita-se que as subunidades T1R1,
T1R2 e T1R3 pertencam a classe C da familia dos GPCRs, que compartilham uma
arquitetura comum, incluindo um grande dominio aminoterminal contendo um
dominio Venus Fly Trap e um dominio curto rico em cisteina, que liga o dominio
aminoterminal ao dominio a-helicoidal transmembranar caracteristico dos GPCRs

(figura 3) (Behrens e Meyerhof 2011).

VFT

ATD

CRD

TMD

Figura 4 - Modelo esquematico do recetor do sabor doce. O recetor do sabor doce é composto por
duas subunidades: TiR2 e T1R3. As duas subunidades pertencem aos recetores acoplados a proteina G da
classe C. TiR2 e T1R3 possuem um grande dominio aminoterminal (ATD) que inclui o dominio Venus Fly
Trap (VFT) ligado a um dominio transmembranar helicoidal (TMD) caracteristico dos GPCRs através de
um dominio curto rico em cisteina (CRD). O VFT é composto por dois lobos separados por uma grande
fenda, a qual a maioria dos adocantes se ligam. (Adaptado de Laffitte, Neiers, e Briand 2014).
PDB ID: 5X2N, 5X2Q, 5X2P,5X20, 5X2M.

Os compostos doces, nos mamiferos, sdo detetados na lingua através das papilas
gustativas. A ativacao do recetor do sabor doce pode ser devida nao sb a ligacao de
diversos acucares (glucose, frutose, sacarose e maltose) mas também de ligandos com
estruturas quimicas diferentes, como adocantes artificiais (sacarina, aspartame,
ciclamato), aminoacidos doces (D-triptofano, D-fenilalanina, D-serina) e proteinas
doces (monelina, brazzeina, taumatina) (Jiang, Cui, Zhao, Snyder, et al. 2005). Tal

como referido anteriormente, a ligacao do ligando ao recetor do sabor doce origina uma
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mudanca na sua conformacao que leva a ativacao de uma sinalizagao intracelular (von
Molitor et al. 2021). Apesar dos beneficios associados ao sabor doce, uma vez que o
estimulo doce presente nos alimentos é indicativo de seguranca no que diz respeito a
ingestdo de toxinas venenosas e fonte de ingestdo calérica, o sabor doce também
apresenta as suas desvantagens visto que se encontra associado a fatores de risco
cardiovascular e parece estar envolvido na sindrome metabolica (Howard e Wylie-

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

Dado que o recetor do sabor doce é responsavel por reconhecer estimulos doces, e
devido a sua associacao a inimeras doencas, diversos inibidores farmacolégicos com
potencial terapéutico em humanos tém vindo a ser identificados, como o lactisole, o
acido 2-(2,4-diclorofenoxi) propionico (2,4-DP) e o acido 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 regido especifica da

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

1.3.3 Expressao extraoral do recetor do sabor doce

Relativamente a localizacdo do TiR2/T1R3, aparentemente este nao é apenas
responsavel pela detecdao na cavidade oral, uma vez que também é expresso em varios
tecidos extraorais, juntamente com as suas moléculas de sinalizacdo (Yamamoto e
Ishimaru 2013; Laffitte, Neiers, e Briand 2014). A maioria desses tecidos parece estar
envolvida no metabolismo dos carboidratos onde o T1R2/T1R3 esta relacionado com a
detecao de nutrientes, monitorizando as alteracoes no armazenamento de energia e
desencadeando as respostas metabdlicas e comportamentais necessarias para manter o
equilibrio energético (A. Lee e Owyang 2017). Para além disto, a vasta expressao do
T1R2/T1R3 a nivel extraoral leva a destacar os potenciais riscos a saide que os
adocantes representam, devido aos seus multiplos alvos no organismo, nos quais foi
proposto regular os seus processos metabolicos. Assim, este papel reconhecido do
T1R2/T1R3 torna este recetor um potencial alvo terapéutico para o tratamento da
obesidade e disfungdes metabolicas relacionadas, como diabetes e a hiperlipidemia
(Laffitte, Neiers, e Briand 2014). Mais especificamente, a expressdo extraoral dos
recetores do sabor doce ja foi descrita no trato gastrointestinal, particularmente no
estobmago, intestino delgado e colon, pancreas, figado, bexiga, tecidos adiposos,
coracdo, testiculos, trato respiratério, musculo esquelético, rins e cérebro,
particularmente no hipotalamo, hipocampo, cortex 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; Tomas et al. 2016). A
figura 5 e os pardgrafos seguintes apresentam as principais descobertas sobre a
expressdo extraoral do TiR2/TiR3 e o conhecimento sobre sua funcdo nessas

estruturas.

v - S
TRPMS .

b

: RPM5
. Lk
“\‘ilii‘ii\\\\\\v\\iiiiliii iiirrrlirtl'i’l’lw"'
. ATP

Figura 5 - Sinalizacdo através do recetor TiR2/Ti1iR3 em células tipo II nas papilas

gustativas, no intestino e nas células B do pancreas. A. Nas papilas gustativas, o Ti1R2/T1R3
ativado interage com proteinas G heterotriméricas compreendendo a-gustducina, GB3 e Gy13. Depois da
dissociagdo das subunidades da proteina G, a subunidade Gy interage com a fosfolipase C B2, que por sua
vez cliva o fosfatidilinositol 4,5-bifosfato em inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), produzindo diacilglicerol. O IP3
estimula a libertacao de Ca2+ do reticulo endoplasmatico (ER), que ativa o membro 5 da subfamilia M dos
canais recetores de potencial transitorio (TRPM5), levando a despolarizagdo 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 transduc@o de sinal é semelhante ao descrito nas papilas
gustativas. A estimulac¢do da glucose (Glc) do recetor T1R2/T1R3 desencadeia a secrecao de duas incretinas
(GLP-1 e GIP), e aumenta a expressao do co-transportador de sédio-glicose 1 (SGLT-1) para a membrana
plasmatica. C. Nas células  do pancreas, a Glc é transportada pelo transportador de glucose 2 (GLUT-2).
A glicdlise leva a um aumento de ATP, levando ao fecho do canal KATP, o que causa despolarizacdo. Essa
despolarizagdo, por sua vez, ativa o canal de célcio (VDCC), levando & acumulacao de Ca2+ no citoplasma e
a secrecdo de insulina, o que pode indicar que o recetor T1R2/T1R3 estd envolvido na regulacio da

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

A crescente procura por adocantes nao nutritivos ocorre devido ao crescente interesse
em saude e envelhecimento da populacdo, bem como em tornar as dietas limitadas

mais agradaveis, levou a uma alteracao do interesse para adocantes naturais (Duffy and
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Anderson, 1998). De entre muitos adocantes naturais, sabe-se que esteviosideo e
rebaudiosideo sdao agonistas do recetor do sabor doce e TRPM5, regulando a secrecao

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

Num estudo efetuado numa linha celular enteroendécrina humana com elevada
expressao de recetores do sabor doce, demonstrou-se que, apds estimulo 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 secrecao de insulina pelas células
B pancreaticas através da ativacao da fosfolipase C e da adenilato ciclase, levando a
acumulacdo de Ca2* no citoplasma e a secrecao de insulina (Henquin, 2012; Laffitte,
Neiers, e Briand 2014) (Tabela 1). Sob condic6es hiperglicémicas, a expressao intestinal
do recetor T1R2 é regulada mutuamente pela glucose luminal em pacientes saudaveis,

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

A expressao do recetor do sabor doce foi observada na membrana celular do urotélio
humano, mais especificamente em células umbrella. Adocantes artificiais como
sacarina e acesulfame-k aumentam a contracao do musculo detrusor da bexiga através
da ativacao das subunidades TiR2 e T1R3 (Elliott, Kapoor, e Tincello 2011) (Tabela 1).
No duodeno, o nivel de expressao do recetor do sabor doce mostrou ser regulado pelos
niveis de glucose luminais e sistémicos, estando desregulado em pacientes com
diabetes tipo 2 (Young et al. 2013). De acordo com Foster et al.,, a existéncia da
subunidade T1R3 no coragdo de roedores e humanos é responsavel pela detecio de
nutrientes (Foster et al. 2013). No cérebro de mamiferos, a existéncia do recetor do
sabor doce no hipotadlamo, hipocampo e cértex 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 TiR3 e a-gustaducina, expressando o
T1R3 humano transgénico, o seu bloqueio com o anélogo do lactisole (clofibrato)
induziu infertilidade e alteracGes patolégicas nos 6rgaos reprodutivos. Contudo, em
humanos, a expressao de Ti1R3 e a-gustaducina, mas nao de T1R2, foi observada em
espermatozoides e 6rgaos reprodutores masculinos (Meyer et al. 2012; Mosinger et al.
2013). Além disso, o knockout do gene T1R2 reduziu as respostas neurais a estimulos
doces e umami, e induziu um défice na aprendizagem e memoria em porquinhos-da-

india (Kochem 2017; Behrens e Meyerhof 2019).

E de notar que os recetores do sabor doce e do amargo nao coexistem em células
extraorais, porém a sua coexisténcia foi demonstrada em células quimiossensoriais

solitarias do trato respiratério, onde parecem atuar de forma antagonica na regulagao
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da imunidade inata (R. J. Lee et al. 2014). De facto, a ativacao dos recetores de sabor
amargo leva a um aumento da concentracdo de Ca2* intracelular, provocando a
libertacao de péptidos antimicrobianos. Por outro lado, a ativacdo das subunidades
T1R2/T1R3, por exemplo através da glucose, inibe esse efeito (Maina, Workman, e
Cohen 2018) (Tabela 1). Adicionalmente, a glucose na superficie liquida das vias aéreas
¢ capaz de ligar ao recetor do sabor doce e consequentemente inibir a depuracao
mucociliar, tendo um impacto negativo em pacientes com diabetes ou rinossinusite
cronica o que podera influenciar o desenvolvimento de novos compostos farmacéuticos
(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

cronica (Carey e Lee 2019).

Tabela 1 — Funcio e expressao extraoral em 6rgaos/tecidos do recetor do sabor doce (T1R2/T1R3).

Recetor Orgio/Tecido Expressao Funcao Referéncias
Intestino Células endocrinas Secrecao de GLP-1 2ogaflgHeetnallllin
delgado e GIP 7 d
2012
R Células Libertacao de Young et al.
Pancreas g . .
B-pancreaticas insulina 2013

Monitorizacao de
TiR2/ Figado Ductos biliares =~ mudancas no suco
T1iR3 biliar

Taniguchi
2004

Contracao do

Bexiga Misculo detrusor , . Zhai et al. 2016
musculo liso
, Inibicao da .
Células (;~ Maina,
. , .. . . secrecao de
Vias aéreas quimiossensoriais éntidos Workman, e
solitarias pep Cohen 2018

antimicrobianos
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1.3.4 Expressao do recetor do sabor doce no cancro

Como referido anteriormente, o paladar é responsavel pela detecao e ingestao de
alimentos de modo a cobrir as necessidades energéticas. A ocorréncia de uma mudanca
na percec¢ao do sabor pode potencializar a desnutricao, uma das causas mais frequentes

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

A glucose desempenha um papel importante em situacoes patoldgicas, como em
tumores e isquemia. Num estudo de Grobben, De Deyn, e Slegers, concluiu-se que
poderao existir correlacoes entre os T1Rs e estas patologias, isto é, os T1Rs poderao ter
um papel importante no desenvolvimento da tumorigénese cerebral (Grobben, De

Deyn, e Slegers 2002).

De acordo com a literatura, as subunidades T1iR2/T1R3 demonstraram ser expressas
em linhas celulares humanas de carcinoma colorretal, em células humanas tumorais
gastricas parietais, em células humanas de adenocarcinoma do pancreas, em cancro da
cabeca e pescoco, e na linha celular humana de carcinoma intra-hepéatico do ducto
biliar, embora nesta tltima linha celular apenas tenha sido confirmada a expressao 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 acido araquilcarboxilico, composto por um grupo carboxilo e um grupo
fenoxil hidrofébico, cuja principal caracteristica é suprimir a percecao dos sabores doce
e umami. O seu efeito inibitorio é especifico para humanos, nao afetando as respostas a
compostos doces por parte de roedores (Sclafani e Pérez 1997). Adicionalmente, a acdao
do lactisole tem como alvo a subunidade T1R3 humana, pois apenas é capaz de se ligar
ao dominio transmembranar T1R3-TMD (Xu et al. 2004; Jiang, Cui, Zhao, Liu, et al.
2005). Para além disso, o grupo carboxilo e o anel aromético presentes na estrutura do
lactisole sdo necessarios para que ocorra a supressao do sabor doce (Jiang, Cui, Zhao,

Liu, et al. 2005).

Um estudo mais aprofundado com o intuito de estudar o local de interacao do lactisole
com o TiR3, demonstrou que este inibidor competitivo e ndo competitivo requer o
dominio C-terminal do T1R3 humano através da sua interacdo com 7 residuos do T1R3-
TMD (Xu et al. 2004). Em particular, os residuos His6413-37 e GIn7947-32 sdo os mais

importantes na interacdo com o grupo carboxilo do inibidor (Nakagita et al. 2019). E de
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salientar que, em humanos, o lactisole inibe a percecdo de muitos, mas nao todos os

adocantes (Schiffman 1999).

Deste modo, de acordo com a literatura, verificAmos que o recetor do sabor doce se
encontra expresso em varios tecidos extraorais e em linhas celulares de alguns tipos de
cancro, assim pretende-se realizar a sua inibicdo, 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 podera ser um potencial alvo na

terapia clinica.
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Capitulo 2

Objetivos

Recentemente, o nosso grupo de investigacdo identificou a existéncia 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 inibicdo deste
recetor nas células de glioblastoma demonstrou ter resultados promissores na
diminuicdo 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 expressao e compreender o
efeito do bloqueio do recetor do sabor doce, constituido pelas subunidades TiR2/T1R3,

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

Mais especificamente, o presente trabalho tem como objetivos:

e Caraterizar a expressao do recetor do sabor doce, constituido pelas subunidades
T1R2/T1R3, em linhas celulares de cancro da mama (MCF?7) e colorretal (Caco-
2);

e Determinar o efeito do bloqueio, com lactisole, da subunidade T1R3 do recetor
do sabor doce na proliferacdo celular, migracdo, apoptose e uptake da glucose
nas linhas celulares de glioblastoma (U-87MG, SNB-19 e U-373MG), cancro da

mama (MCF?7) e cancro colorretal (Caco-2).

19



Bloqueio do glucossensor TiR2/T1R3 em linhas celulares de glioblastoma, cancro de mama e cancro colorretal

20



Bloqueio do glucossensor TiR2/T1R3 em linhas celulares de glioblastoma, cancro de mama e cancro colorretal

Capitulo 3

Material e Métodos

3.1 Materiais e reagentes

O kit Glucose Uptake Cell-Based Assay Kit para as experiéncias de uptake da glucose e
o composto lactisole (CAS 150436-68-3) foram adquiridos a Cayman Chemical. Uma
solucao stock de 0.8 M de lactisole foi preparada em dimetilssulfoxido (DMSO), e
dissolvida em meio de cultura imediatamente antes da realizacdo de cada experiéncia,
nas quais a concentracao final de DMSO nao excedeu 0.5%. O MTT [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] foi adquirido a Gerbu
Biotechnik GmbH. O kit CellEvent™ Caspase-3/7 Green foi adquirido @ Thermo Fisher
Scientific. Para a imunocitoquimica, os anticorpos primarios anti-T1R2 e -T1R3 foram
adquiridos a Santa Cruz Biotechnology, e os anticorpos secundérios Alexa Fluor® 488
goat anti-rabbit e Alexa Fluor® 647 rabbit anti-goat foram adquiridos a Thermo

Fisher Scientific.

3.2 Cultura celular

Neste trabalho, foram utilizadas trés 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 estavel (BioWest) suplementado com 10% de Soro Fetal de Bovino (FBS) e
1% de antibidtico 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 antibidtico 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 antibitico penicilina-estreptomicina e 1% de
aminoacidos nao essenciais (Gibco). Todas as linhas celulares foram incubadas a 37°C

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

21



Bloqueio do glucossensor TiR2/T1R3 em linhas celulares de glioblastoma, cancro de mama e cancro colorretal

3.2.1 Passagem celular

Para expansao 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 37°C. Apo6s as células se
encontrarem soltas da superficie a qual estao aderidas, foi adicionado 1 mL de meio de
cultura ao frasco de cultura. Posteriormente transferiu-se a suspensao celular para um
tubo tipo falcon de 15 mL e centrifugou-se durante 3 minutos a 1300 rpm. Apds a
centrifugacao, o sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 1 mL de
meio de cultura. Finalmente, parte da ressuspensao celular foi retirada para um frasco
novo previamente preparado com 3-5 mL de meio de cultura apés contagem do nimero

de células.

3.2.2 Contagem celular

Para realizar a contagem das células, retiraram-se 10 uL da suspensdo celular, ap6s
tripsinizacao conforme descrito na seccdo anterior, para um tubo tipo eppendorf e aos
quais se adicionaram 10 uL de 0,4 % azul tripano. De seguida, 10 pL desta mistura
foram colocados numa das extremidades de uma camara de Neubauer e procedeu-se a

contagem e estimativa do nimero de células usando as seguintes formulas:

Células S xa i
N°—— = Média de célulasgyadrantes % 2 % 10" (1)

’ _— Células
N° Total Células = N°—— x

ml Vressuspunsju celutlar (2)

Posteriormente, procedeu-se ao célculo do nimero de células necessario para os

ensaios experimentais.

22



Bloqueio do glucossensor TiR2/T1R3 em linhas celulares de glioblastoma, cancro de mama e cancro colorretal

3.3 Expressao génica do recetor do sabor doce

3.3.1 Analise de dados de microarrays

Como referido anteriormente, o nosso grupo de investigacao identificou recentemente a
presenca do recetor do sabor doce em trés linhas celulares humanas de glioblastoma.
No seguimento deste trabalho, procedeu-se a uma anélise inicial de dados
transcriptomicos disponiveis para as linhas celulares de cancro de mama (MCF7) e
cancro colorretal (Caco-2). Para tal, analisaram-se dados de microarrays provenientes
do repositorio de dados genomicos Gene Expression Omnibus (GEO), obtidos de séries
que caraterizaram perfis de expressaio de mRNA em diferentes linhas celulares de
cancro, incluindo MCF7 (GSE13598, GSE77606; GSE133134; e GSE159661) e Caco-2
(GSE13598, GSE77606; GSE46549; GSEQ7023).

Resumidamente, realizou-se uma pesquisa pelos genes TiR2 e TiR3 nas bases de
dados, e os valores médios de expressao foram calculados para todas as amostras de
MCF7 (N=4) e Caco-2 (N=4). A validacao destes dados foi posteriormente confirmada
por Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) e imunocitoquimica nas linhas celulares

em estudo.

3.3.2 Extracao de RNA total e tratamento com DNase I

Para a realizacdo da extracao 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 pL de tampao RLT seguido de homogeneizacdo, de forma a
provocar o rompimento das células e a dissolucdo 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 centrifugacdo durante 15 segundos a 8000 g. Adicionaram-se 350 uL de
tampao RW1 centrifugou-se novamente durante 15 segundos a 8000 g. Posteriormente,
foram adicionados 80 pL de DNase I diretamente na membrana da coluna seguido de
incubacdo de 15 minutos. Adicionou-se mais uma vez tampao RW1 e centrifugou-se
durante 15 segundos a 8000 g. Por fim, foram adicionados 500 pL de tampao RPE a
coluna e centrifugou-se durante 15 segundos a 8000 g. Seguidamente, foram
acrescentados a coluna 500 pL de etanol 80% e as amostras foram centrifugadas
durante 2 minutos a 8000 g. Finalmente, as amostras foram centrifugadas a velocidade
maxima durante 5 minutos, a coluna foi colocada num tubo de 1,5 ml, e adicionaram-se

14 uL de agua RNase-free. De forma a eluir o RNA retido na coluna, centrifugaram-se
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as amostras durante 1 minuto a velocidade méaxima. Por fim, armazenaram-se as

amostras a -80°C.

3.3.3 Quantificacao do RNA total

A quantificacio de RNA total foi realizada num nanoespectrofotdmetro
(Nanophotometer™, Implen), por medicdo das absorvancias a 260onm (A260).
Adicionalmente, mediram-se as absorvancias a 28onm (A280), permitindo calcular a
razao A260/A280, que indica o grau de pureza do RNA. Considera-se que o RNA esta

puro quando a razao entre as absorvancias se encontra no intervalo entre 1,8 e 2,1.

3.3.4 Sintese de cDNA

O DNA complementar (cDNA) é sintetizado através de uma reacao enzimatica no RNA,
realizada pela acdo da transcriptase reversa, que permite obter uma cadeia dupla de
DNA complementar a sequéncia de RNA. Utilizou-se a enzima NZY M-MuLV Reverse

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

Por cada amostra preparou-se uma MIX num microtubo contendo 1 pg de RNA, 2 uL
de random primers e 1 uL de desoxirribonucleotideos fosfatados (ANTPs), e incubou-se
num termociclador durante 5 minutos a 65°C. Apds incubacdo, adicionaram-se as
amostras 2 pL de tampao RT e 1 puL de Transcriptase Reversa NZY M-MuLV. Os
microtubos foram colocados no termociclador e incubados a 25°C por 10 minutos, 37°C
por 50 minutos e por ultimo a 70°C por 15 minutos. O ¢cDNA foi armazenado a -20°C

para uso posterior.

3.3.5 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

O método de Reacdo em Cadeia da Polimerase permite amplificar uma sequéncia
especifica de DNA através da utilizacdo de um par de oligonucleotideos iniciadores
(primers), sendo cada um deles complementar a cada uma das extremidades da
sequéncia a amplificar. Utilizou-se a técnica de PCR para analisar a expressao dos
genes que codificam as subunidades T1iR2 e T1R3 que constituem o recetor do sabor

doce nas linhas celulares de cancro da mama MCF?7 e cancro colorretal Caco-2.

De forma a amplificar os cDNAs dos genes em estudo, utilizou-se a enzima NZYTaq I1
2x Green Master Mix (NZYtech, Portugal) segundo as instrucoes do fabricante. Para
obter um volume final de 10 pL por cada reagao adicionaram-se 5 uL. de NZYTaq II 2x
Green Master Mix, 0.3 uL de primer forward (10 umol), 0.3 uL de primer reverse (10

umol) e 3.2 uL de agua estéril. Por fim, a cada reacao foi adicionado 1 uL. de cDNA, a
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excecao do controlo negativo ao qual foi adicionado 1 pL. de dgua estéril. A amplificacao
foi realizada num termociclador de acordo com o seguinte programa: desnaturacgao
inicial a 95°C por 3 minutos, seguida de 40 ciclos a 94°C por 30 segundos de forma a
desnaturar o DNA, 45 segundos na temperatura 6tima (60°C) para o emparelhamento
dos primers, e 30 segundos a 72°C para a polimerizacao, e finalmente a 72°C por 5

minutos para extensao final.

Os primers forward e reverse (Tabela 2) utilizados foram desenhados através da
ferramenta Primer-BLAST do NCBI-NIH.

Tabela 2 — Sequéncia dos primers utilizados.

Tamanho do . . . Temperatura
Gene Sequéncia de primers o oa
fragmento de hibridacio
Fw: 5"-CTCGGCTGTGACAAAAGCAC-3’
TiR2 119 bp 60 °C

Rv: 5”- CCTTGCGGGTCGAAGAAGAT-3’

Fw: 5"-GACAGAGCGCCTGAAGATCC-3"
T1R3 173 bp _ _ 60 °C
Rv: 5" -CGATGTCGTCTGGGTTTTGC-3

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

3.4 Imunocitoquimica

A presenca das proteinas das subunidades T1R2 e T1R3 nas linhas celulares de cancro
da mama (MCF?7) e cancro colorretal (Caco-2) foi confirmada por imunocitoquimica de
fluorescéncia. Resumidamente, as células foram semeadas em lamelas de 10 mm e
incubadas a 37°C + 5% CO2 até atingirem uma confluéncia de 60-70%. Depois de
descartar o meio de cultura, as células foram lavadas com PBS 1x e fixadas com 4%
paraformaldeido (PFA) durante 10 minutos, seguidas de 1 hora de bloqueio a
temperatura ambiente numa solu¢ao de PBS 1x contendo 3% albumina de soro bovino
(BSA) e 0.2% Triton X-100. Posteriormente, as células foram incubadas overnight a
4°C com os anticorpos primarios anti-T1R2 ou anti-T1R3 diluidos 1:100 numa solucao
de diluicao de anticorpos contendo 1% BSA e 0.1% Tween-20 em PBS 1x. Nos controlos
negativos, os anticorpos primarios 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 secundarios Alexa Fluor® 488 goat anti-rabbit ou Alexa Fluor®
647 rabbit anti-goat diluidos 1:1000 na solucao de diluicao de anticorpos. Finalmente,
as lamelas contendo as células foram incubadas durante 10 minutos com o marcador de

nuicleos Hoechst 33342 diluido 1:1000 em PBS-T. Depois de varias lavagens, as lamelas
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foram montadas em laminas, e visualizadas num microscépio confocal LSM 710
(Zeiss).

3.5 Ensaio de viabilidade celular

O ensaio de MTT foi realizado com o objetivo de analisar o efeito da inibi¢do, com
lactisole, da subunidade TiR3 do recetor do sabor doce na viabilidade celular. Este
ensaio consiste na conversaio de MTT em formazano sob a forma de cristais cor
purpura, através de uma reacao de reducao, sendo a quantidade de formazano formado

medida por espetrofotometria.

Para a realizacdo deste ensaio, semearam-se células de glioblastoma, cancro da mama e
cancro colorretal das cinco linhas celulares em estudo, posteriormente incubadas a
37°C + 5% CO2. Quando as células atingiram uma confluéncia de 50-60%, procedeu-se
a adicao do estimulo de 5 mM de lactisole durante 48 horas. Todos os ensaios foram
realizados em triplicado, nas seguintes condicbes: branco, controlo positivo, HG
(células em meio de cultura contendo 4,5 g/L glucose) e HG + lactisole. Ap6s 48h,
adicionaram-se 50 pL 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 uL
de MTT a cada poco e as placas foram incubadas a 37°C + 5% CO2, durante 2-4 horas.
Posteriormente, adicionaram-se 100 pL. de DMSO a cada poco e agitou-se a placa
durante 30 minutos. Por tltimo, transferiram-se 80 pL da solu¢do com os cristais bem
dissolvidos para uma nova placa de 96 pocos e procedeu-se a leitura da absorvancia a
570 nm num espectrofotdmetro xMark (Bio-Rad). A percentagem de viabilidade celular
das diferentes condicOes relativamente ao controlo (HG) foi calculada utilizando a

seguinte formula:

Abs Amostra — Média Abs Branco

= — x 100 (3)
Média Abs Controlo — Média Abs Branco

Viabilidade celular (%)
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3.6 Ensaio de migracao celular

O ensaio de migracao celular foi realizado com o intuito de analisar o efeito da inibicao,
com lactisole, da subunidade T1R3 do recetor do sabor doce na migracao das linhas

celulares de glioblastoma, cancro da mama e cancro colorretal.

Para tal, semearam-se aproximadamente 100.000 células em placas de 12 pocos e
incubaram-se a 37°C + 5% CO2 até atingirem uma confluéncia de 90-100%. Em
seguida, foi criado um scratch em cada poco, 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 presenca ou
auséncia de 5 mM de lactisole. Em seguida, as placas foram fotografadas num
microscopio invertido Axio Observer Z1 (Zeiss) as 0, 24 e 48 horas ap6s estimulos para
posterior analise quantitativa. Para cada imagem, as distancias entre as células
separadas pelo scratch foram medidas no software Fiji, e calculadas segundo a seguinte

féormula:

Area 24 hou 48h
Area Oh

Taxa de Migragdo (%) = 100 — ( X 100) 4)

3.7 Ensaio da apoptose celular

A apoptose celular é uma forma de morte celular caraterizada pela perda da integridade
membranar e alteracdes no nidcleo. Deste modo, este ensaio foi realizado com o intuito
de verificar se tal processo ocorre apds inibi¢do, com lactisole, da subunidade T1R3 do

recetor do sabor doce das cinco linhas celulares em estudo.

Para a realizacao deste ensaio, utilizou-se o kit CellEvent™ Caspase-3/7 Green e
marcacao com iodeto de propidio. As células U-87MG, SNB-19, U-373MG, MCF7 e
Caco-2 foram semeadas em lamelas de 10 mm e incubadas a 37°C + 5% CO2 até
atingirem uma confluéncia de 60-70%. Quando as células atingiram a confluéncia
desejada, procedeu-se a adicao dos estimulos HG na presenca ou auséncia de 5 mM de
lactisole, ou 1 uM de staurosporine (controlo positivo de apoptose) e foram incubadas a
37°C + 5% CO2 durante 48 horas. Apds incubacao, foram adicionados os reagentes
CellEvent (5 uM) e iodeto de propidio (1:1000) e incubaram-se novamente as células a
37°C + 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

incubagao de 10 minutos a temperatura ambiente com o marcador nuclear Hoechst
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33342 diluido 1:1000. Posto isto, as lamelas foram montadas em laminas e visualizadas

num microscopio 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 analogo da desoxiglucose (2-NBDG).

Para a realizacdo 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 pocos pretas de fundo transparente, e incubaram-se overnight a 37°C
+ 5% CO2 em meio de cultura HG. Seguidamente, o meio de cultura foi descartado e as
células foram sujeitas a privacdo de glucose, na presenca ou auséncia de 5 mM de
lactisole. Apos 4 horas de incubacao a 37°C + 5% CO2, adicionaram-se 100 ug/mL de
2-NBDG a cada poco, tendo-se incubado novamente a 37°C + 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 a temperatura
ambiente. Posteriormente, adicionou-se uma solucao de Hoechst 33342 diluido 1:1000
em cell-based assay buffer, para marcacao dos nicleos das células, e centrifugou-se
novamente a 400 g durante 5 minutos a temperatura ambiente. Ap6s centrifugacao, o
sobrenadante foi descartado e foi adicionado cell-based assay buffer. Por ultimo,
procedeu-se a leitura de fluorescéncia do Hoechst 33342 a comprimentos de onda de
excitacao/emissao 361/497 nm e da fluorescéncia da glucose 2-NBDG a 485/535 nm
num espectrofluorimetro SpectraMax Gemini (Molecular Devices). O uptake de glucose

foi calculado utilizando a seguinte formula:

Fluorescéncia — Branco NBDG

Uptake glucose = Fluorescéncia — Branco Hoechst 33342 )
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3.9 Analise estatistica

A anélise estatistica para comparacoes entre os diferentes grupos foi realizada no
programa GraphPad Prism. As significancias estatisticas de comparacao entre dois
grupos foram determinadas utilizando o teste t de Student, e a comparagao de médias
entre trés ou mais grupos foi determinada utilizando a analise ANOVA seguida de um
teste de comparacoes multiplas recomendado pelo software. Os resultados foram
expressos em média + SEM, e considerados estatisticamente significativos quando

p < 0,05.
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Capitulo 4

Resultados

4.1 Expressao génica do recetor do sabor doce

De forma a analisar a expressdo génica do recetor do sabor doce nas linhas celulares de
cancro de mama (MCF7) e cancro colorretal (Caco-2), comegou-se por investigar a
presenca das subunidades TiR2 e T1R3 obtidos de estudos de microarrays para estas
células, em bases de dados do repositorio GEO (Tabela 3). Os niveis médios de
expressao 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 — Expressdo das subunidades T1iR2 e T1R3 nas linhas celulares de cancro de mama (MCF7) e de
cancro colorretal (Caco-2), obtidos a partir de bases de dados de transcriptomica disponiveis no repositério

GEO (Gene Expression Omnibus).

Gene Cancro de Mama (MCF7) Cancro colorretal (Caco-2)
T1iR2 1.0193 2.7640
TiR3 1.9934 2.8846

A expressdo génica do recetor de sabor doce foi analisada através da expressdao de
mRNA dos genes das subunidades T1R2 e T1R3 nas linhas celulares de cancro da mama
(MCF?7) e cancro colorretal (Caco-2). As subunidades do recetor do sabor do doce ja
tinham sido previamente identificadas no glioblastoma, e conforme observado na
Figura 6, ocorreu amplificagdo do gene TiR2 e do gene TiR3 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) TiR2 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 TiR2
foram exibidas em 119 bp e as bandas de TiR3 foram exibidas em 173 pb nas linhas celulares em estudo.

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

4.2 Imunocitoquimica

A realizacao deste ensaio permitiu confirmar a expressao 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 T1iR2 e T1R3 encontram-se

expressas ao redor do nticleo e na membrana citoplasmatica das células em estudo.

32



Bloqueio do glucossensor TiR2/T1R3 em linhas celulares de glioblastoma, cancro de mama e cancro colorretal

TiRz2 TiR3 Negativo

MCF7

Caco-2

Figura 7 - Imagens representativas da expressio das subunidades T1iR2 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 ndcleos 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 primarios foram omitidos. Barra

de escala = 20 um.

4.3 Viabilidade celular

O ensaio de MTT foi realizado com o propoésito 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 diminuicao
da viabilidade celular em todas as linhas celulares estudadas (Figura 8). Mais
especificamente, nas linhas celulares de glioblastoma, embora se tenham observado
diferencas significativas na viabilidade celular das trés linhas celulares em estudo, as
células U-373MG apresentaram a maior diminuicao da viabilidade (Figura 8C) e a linha
celular U-87MG a menor diminuicio da viabilidade celular (Figura 8A). E possivel
observar uma ordem crescente de diminuicdo de viabilidade nas linhas celulares de
glioblastoma proporcional a 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 as células de cancro da mama
MCF7 (*p<0.05), estas apresentaram a menor diminuicao 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 diminuicao 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
(MCF?7) e cancro colorretal (Caco-2). A percentagem de viabilidade celular apds incubagdo com meio
de cultura HG, na presenca ou auséncia 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 analise estatistica usou-se ANOVA seguida de teste de comparacoes
miultiplas recomendado, tendo-se considerado um resultado estatisticamente significativo quando p<0.05.
Os graficos 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.

34



Bloqueio do glucossensor TiR2/T1R3 em linhas celulares de glioblastoma, cancro de mama e cancro colorretal

4.4 Migracao celular

Para além da importancia de avaliar se o bloqueio do recetor do sabor doce, mais
especificamente da subunidade T1R3, afeta a proliferacao celular, também se procedeu
a ensaios de migracdo celular, uma importante carateristica das células cancerosas
associada a capacidade invasiva dos tumores. A semelhanca 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 presenca ou auséncia de 5 mM de lactisole, e a taxa de migracdo medida as o,
24 e 48h. As figuras 9-13 apresentam imagens representativas de cada condicdo e os

graficos da percentagem de taxa de migracao das linhas celulares em estudo.
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Figura 9 - O bloqueio da subunidade T1R3 reduz a taxa de migracdo da linha celular de
glioblastoma U-87MG. (A) Imagens representativas da migragao celular. (B) Taxa de migragdo das
células. A taxa de migracio celular apds incubagdo com meio de cultura HG, na presenca ou auséncia de 5
mM de lactisole, foi medida as 0, 24 e 48 horas. Para a analise estatistica utilizou-se ANOVA seguida de

teste de comparagdes multiplas recomendado, tendo-se considerado um resultado estatisticamente
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significativo quando p<0.05. Os graficos de barra apresentados representam as médias + SEM com um

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

Nas células de glioblastoma U-87MG, é possivel observar (figura 9) que o grupo
controlo (HG) migra a um ritmo mais rapido comparativamente ao grupo de células

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

Assim, a inibi¢do do recetor do sabor doce com lactisole mostrou ser eficaz em diminuir
a capacidade das células de proliferar e migrar apos 24 e 48 horas (*p<0.05 e
**¥¥¥p<0.0001, respetivamente). Também foi possivel observar que, apés 24 horas, a
taxa de migragdo do grupo controlo foi de aproximadamente 38%, tendo aumentado

para aproximadamente 73% apos 48 horas.
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Figura 10 - O bloqueio da subunidade T1R3 do reduz a taxa de migracao da linha celular de
glioblastoma SNB-19. (A) Imagens representativas da migracio celular. (B) Taxa de migracdo das
células. A taxa de migracio celular apds incubagido com meio de cultura HG, na presenca ou auséncia de 5
mM de lactisole, foi medida as 0, 24 e 48 horas. Para a anélise estatistica utilizou-se ANOVA seguida de
teste de comparagdes multiplas recomendado, tendo-se considerado um resultado estatisticamente

significativo quando p<0.05. Médias + SEM,n=4. HG: High glucose. Barra de escala: 50 um.
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A semelhanca 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
rapido comparativamente ao grupo no qual o recetor do sabor doce foi inibido com

lactisole (HG + Lactisole).

Deste modo, a inibicao do recetor do sabor doce com lactisole mostrou ser eficaz em
diminuir a capacidade das células de proliferar e migrar, tanto ap6s 24h como apos 48
horas (****p<0.0001). Também é possivel observar que, apoés 24 horas, a taxa de
migracdo do grupo controlo foi de aproximadamente 64%, e ap6s as 48 horas

aumentou para aproximadamente 87%.
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Figura 11 - O bloqueio da subunidade T1R3 do do recetor de sabor doce reduz a taxa de
migraciao da linha celular de glioblastoma U-373MG. (A) Imagens representativas da migracao
celular. (B) Taxa de migracdo de migracdo das células. A taxa de migracao celular apds incuba¢do com
meio de cultura HG, na presenca ou auséncia de 5 mM de lactisole, foi medida as 0, 24 e 48 horas. Para a
andlise estatistica utilizou-se ANOVA seguida de teste de comparac¢des miultiplas recomendado, tendo-se
considerado um resultado estatisticamente significativo quando p<0.05. Médias + SEM, n=5. HG: High

glucose. Barra de escala: 50 um.
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Nas células de glioblastoma U-373MG, apenas foi possivel observar diferencas
estatisticamente significativas na taxa de migracdo celular apés 48 horas no grupo
controlo relativamente as células com o recetor do sabor doce inibido (Figura 11).
Assim, a inibi¢ao do recetor do sabor doce mostrou ser eficaz em diminuir a capacidade
das células de proliferar e migrar apos 48 horas (**p<0.01). Ap6s 24 horas, a taxa de
migracdo do grupo controlo foi de aproximadamente 29%, e ap6s as 48 horas

aumentou acentuadamente para aproximadamente 67%.
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Figura 12 - O bloqueio da subunidade TiR3 do recetor de sabor doce reduz a taxa de
migracido da linha celular de cancro da mama MCF7. (A) Imagens representativas da migracao
celular. (B) Grafico correspondente a taxa de migracdo. A taxa de migracdo celular apds incubacdo com
meio de cultura HG, na presenga ou auséncia de 5 mM de lactisole, foi medida as o0, 24 e 48 horas. Para a
andlise estatistica utilizou-se ANOVA seguida de teste de comparagoes miltiplas recomendado, tendo-se
considerado um resultado estatisticamente significativo quando p<0.05. Os graficos de barra apresentados

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

Nas células de cancro de mama MCF7, foram observadas diferencas estatisticamente
significativas na inibicdo do recetor do sabor doce com lactisole apenas apos 48 horas

de incubacao (**p<o0.01; Figura 12). Apés 24 horas, a taxa de migracdo do grupo
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controlo foi de aproximadamente 17%, e apés 48 horas aumentou para

aproximadamente 29%.
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Figura 13 - O bloqueio da subunidade T1R3 do recetor de sabor doce reduz acentuadamente
a taxa de migracio da linha celular de cancro colorretal Caco-2. (A) Imagens representativas da
migracdo celular. (B) Grafico correspondente a taxa de migragdo. A taxa de migracio celular apos
incubag¢do com meio de cultura HG, na presenca ou auséncia de 5 mM de lactisole, foi medida as o, 24 e 48
horas. Para a andlise estatistica utilizou-se ANOVA seguida de teste de comparagoes multiplas
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 pm.

Nas células de cancro colorretal Caco-2 (Figura 13) foi possivel observar que o grupo de
controlo (HG) migra a um ritmo mais rapido comparativamente as células do grupo

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

Assim, a inibicao do recetor do sabor doce com lactisole mostrou ser eficaz em diminuir
a capacidade das células de proliferar e migrar, apés 24 e 48 horas (**p<0.01 e

*¥¥¥p<0.0001, respetivamente). Apds 24 horas,a taxa de migracao do grupo controlo
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foi de aproximadamente 27%, tendo aumentado para aproximadamente 81% apds 48

horas.

4.5 Apoptose celular

Numa tentativa de esclarecer o mecanismo que leva a diminuicao da proliferacao e
migracao das células cancerosas em estudo ap6s 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 CellEvent™ Caspase-3/7 Green para marcacao das
células apoptoticas com caspases-3 e -7 ativadas, e iodeto de propidio para marcacao
das células mortas com membrana celular comprometida. Adicionalmente, um
controlo positivo de apoptose (staurosporine 1 uM) foi realizado. As Figuras 14-18

mostram imagens representativas de cada grupo de células.

Hoechst 3342 CellEvent™ PI

HG

HG + Lactisole

C+

Figura 14 — O bloqueio da subunidade T1R3 do recetor do sabor doce nio induz a morte
celular ou a apoptose na linha celular U-87MG. A apoptose ou morte celular apds incubagdo com
meio de cultura HG, na presenca ou auséncia de 5 mM de lactisole durante 48 horas, foi observada por
microscopia de fluorescéncia. Os nicleos (azul) foram marcados com Hoechst 3342, as células apoptéticas
foram marcadas com CellEvent™ (verde), e as células mortas foram marcadas com iodeto de propidio (PI;
vermelho). Foi utilizado um controlo positivo para apoptose (C+) por incubagio das células com

staurosporine 1 uM durante 48 horas. HG: High glucose. Barra de escala: 20 um.
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Hoechst 3342 CellEvent™ PI
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Figura 15 — O bloqueio da subunidade T1R3 do recetor do sabor doce nao induz a morte
celular ou a apoptose na linha celular SNB-19. A apoptose ou morte celular apds incubagdo com
meio de cultura HG, na presenca ou auséncia de 5 mM de lactisole durante 48 horas, foi observada por
microscopia de fluorescéncia. Os nucleos (azul) foram marcados com Hoechst 3342, as células apoptéticas
foram marcadas com CellEvent™ (verde), e as células mortas foram marcadas com iodeto de propidio (PI;
vermelho). Foi utilizado um controlo positivo para apoptose (C+) por incubagdo das células com

staurosporine 1 uM durante 48 horas. HG: High glucose. Barra de escala: 20 um.
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Hoechst 3342 CellEvent™ PI
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Figura 16 — O bloqueio da subunidade T1R3 do recetor do sabor doce nao induz a morte
celular ou a apoptose na linha celular U-373MG. A apoptose ou morte celular ap6s incubacio com
meio de cultura HG, na presenca ou auséncia de 5 mM de lactisole durante 48 horas, foi observada por
microscopia de fluorescéncia. Os nucleos (azul) foram marcados com Hoechst 3342, as células apoptéticas
foram marcadas com CellEvent™ (verde), e as células mortas foram marcadas com iodeto de propidio (PI;
vermelho). Foi utilizado um controlo positivo para apoptose (C+) por incubagdo das células com

staurosporine 1 uM durante 48 horas. HG: High glucose. Barra de escala: 20 um.
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Hoechst 3342 CellEvent™ PI
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Figura 17 — O bloqueio da subunidade T1iR3 do recetor do sabor doce nao induz a morte
celular ou a apoptose na linha celular MCF7;. A apoptose ou morte celular ap6s incubagao com meio
de cultura HG, na presenca ou auséncia de 5 mM de lactisole durante 48 horas, foi observada por
microscopia de fluorescéncia. Os nucleos (azul) foram marcados com Hoechst 3342, as células apoptéticas
foram marcadas com CellEvent™ (verde), e as células mortas foram marcadas com iodeto de propidio (PI;
vermelho). Foi utilizado um controlo positivo para apoptose (C+) por incubagdo das células com

staurosporine 1 uM durante 48 horas. HG: High glucose. Barra de escala: 20 um.
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Hoechst 3342 CellEvent™ PI

HG

HG + Lactisole
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Figura 18 — O bloqueio da subunidade T1R3 do recetor do sabor doce nao induz a morte
celular ou a apoptose na linha celular Caco-2. A apoptose ou morte celular apds incubagido com
meio de cultura HG, na presenca ou auséncia de 5 mM de lactisole durante 48 horas, foi observada por
microscopia de fluorescéncia. Os nucleos (azul) foram marcados com Hoechst 3342, as células apoptéticas
foram marcadas com CellEvent™ (verde), e as células mortas foram marcadas com iodeto de propidio (PI;
vermelho). Foi utilizado um controlo positivo para apoptose (C+) por incubacido das células com

staurosporine 1 uM durante 48 horas. HG: High glucose. Barra de escala: 20 um.

Através das figuras apresentadas (Figuras 14-18) é possivel observar que a inibicao da
subunidade T1R3 do recetor do sabor doce com lactisole nao 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 visualizacdo de quaisquer indicadores de apoptose, mais
especificamente caspases-3 e -7 ativadas. Também nao se observou qualquer marcacao
com iodeto de propidio (vermelho). Assim, pode afirmar-se que a inibicao do recetor do

sabor doce nao 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
absorcao 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 TiR3 reduz o consumo da glucose. Os resultados estao

representados na figura 19.

084

06+

04

Intensidade de fluorescéncia SNB-19
{normalizacdo 2-NBDG/Hoechst 33342)

2-NBDG Lactisole +
2-NBDG

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 apés privacao de glucose, na presenca ou auséncia de 5 mM de lactisole durante
4 horas, e posteriormente medido por espectrofluorimetria apds incubagio com glucose fluorescente 2-
NBDG durante 30 minutos. Para a andlise estatistica recorreu-se ao t test de Student e os resultados foram
considerados estatisticamente significativos quando p<o0.05. Os graficos de barra apresentados

representam as médias + SEM com um n=7. *p<0.05.

O 2-NBDG é um anélogo fluorescente da desoxiglucose, que funciona como uma sonda
para a detecdo da glucose absorvida pelas células. Através da figura 19 é possivel
observar uma diminuicdo na quantidade de glucose absorvida pelas células de
glioblastoma SNB-19 cujo recetor do sabor doce se encontrava inibido pela presenca de

lactisole (*p<0.05).
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Capitulo 5

Discussao

7

O glioblastoma ¢é caraterizado por ter uma alta atividade proliferativa e elevada
vascularizacdo (SchrOder et al. 1991; G. Linkous e M. Yazlovitskaya 2011). Estudos
prévios realizados pelo nosso grupo de investigacdo demonstraram a expressao das
subunidades TiR2 e T1R3 do recetor do sabor doce neste tipo de tumores. Para além
disso, também foi demonstrado que a inibi¢ao da subunidade T1R3 do recetor do sabor
doce teve impacto na proliferacao das células cancerosas. Tal podera ser explicado pelo
facto de a proliferacdo destas células ser dependente de elevadas concentracoes de
glucose, mais especificamente, do processo metabdlico da glicolise aerobica, também
conhecido como efeito Warburg (Liberti e Locasale 2016). Assim, o bloqueio da
subunidade T1R3 do recetor do sabor doce podera ter um papel importante ao impedir
a entrada de glucose e, consequentemente, limitar a ativacao desta via de sinalizacao.
Em humanos, a inibicdo 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 deficiéncias no comportamento, aprendizagem e memoria (Martin et al.

2017).

O recetor do sabor doce, em varios 6rgaos, funciona como sensor da disponibilidade e
regulador do metabolismo da glucose. A sinalizacao induzida pelo recetor de sabor doce
controla a taxa de absorc¢ao e o metabolismo da glucose em células normais do intestino
e do cérebro, visto que apresenta um papel importante na regulacdo da captacio de
glucose (Smith et al 2018). A sinalizacao do recetor de sabor doce no intestino normal
aumenta a taxa de absorcio intestinal da glucose através da regulacio de um
transportador de glucose nos enterécitos. Em ratos wild-type, uma alimentacao rica em
sacarose proporciona uma reducao da absorcao de glucose, visto que induz a rapida
regulacao negativa do recetor de sabor doce no intestino (Smith et al. 2018). Para além
disto, a administracao de adocantes nao caléricos numa linha celular de cancro géstrico
induziu a secrecdo de serotonina dependente da ativacdo do recetor de sabor doce, mais

especificamente da subunidade T1R3 (Zopun, Lieder, et al. 2018).

Evidéncias recentes demonstraram a expressao dos genes que codificam os recetores do
sabor Tasir1, Tasir2 e Tas1r3, e genes associados a proteina G, em diferentes regioes do
prosencéfalo sensiveis a nutrientes, incluindo o hipotalamo, hipocampo, a habénula, o

cortex e o plexo coroide (Ren et al. 2009). Adicionalmente, os niveis de expressao dos
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genes relacionados com o paladar mostraram ser dependentes do estado nutricional do
animal, pois a privacao alimentar e a hiperglicemia induziram mudancas significativas
nos niveis de expressao de Tasir1 e Tas1ir2 no hipotalamo (Ren et al.2009). A exposicao
de células do hipotdlamo de ratos a um meio com baixo teor de glucose, mantendo as
concentracoes normais de L-aminoacidos, resultou em niveis mais elevados de
expressao do gene Tasir2, uma das subunidades que constituem o recetor do sabor
doce. O fato de que as mudancas nos niveis de expressao em funcdo do estado
nutricional foram restritas ao hipotdlamo sugere que os mecanismos de sinalizacao do
sabor no cérebro podem estar envolvidos na regulacdo central dos processos
homeostaticos (Ren et al. 2009). Deste modo, os recetores do sabor acoplados a
proteina G podem funcionar como quimiossensores ligados a 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 astrocitos, um tipo de células da mesma
origem que o glioblastoma, e em neurdnios de diversas regides do mesencéfalo
sensiveis a nutrientes, incluindo o hipotalamo, hipocampo e cortex, sugerem que o
recetor do sabor doce tem um papel no controlo do metabolismo da glucose. Para além
disto, foi detetada a expressao do recetor do sabor doce em células gliais especializadas
sensiveis a elevadas concentragoes de glucose, no terceiro ventriculo cerebral (Ren et al

2009; Welcome et al 2018).

As células cancerosas reprogramam o seu metabolismo de modo a promover o
crescimento, sobrevivéncia, proliferacdo e manutencdo durante longos periodos de
tempo. Independentemente da presenca ou auséncia de O2 e do funcionamento normal
da mitocondria, as células cancerosas tendem a converter a maior parte da glucose em
lactato (glicolise aerdbica), processo denominado efeito Warburg (Liberti e Locasale
2016). De modo a prevenir o efeito Warburg, o inibidor da glicolise 2-deoxiglucose, tem
sido estudado em ensaios clinicos para o tratamento de glioblastoma, cancro da
prostata e de outros tumores so6lidos (Mohanti et al. 1996; Stein et al. 2010; Raez et al.
2013). Uma vez demonstrado que a subunidade T1R3 do recetor do sabor doce podera
ter um papel na ativacao do efeito Warburg nas células de glioblastoma, surgiu a
hipotese de que o mesmo efeito podera também ocorrer em células de outros tipos de
cancro. Assim, procedeu-se ao estudo em células de cancro de mama e cancro

colorretal.

A semelhanca do que tinha sido realizado anteriormente pelo nosso grupo de
investigacdo em trés linhas celulares de glioblastoma, comecou-se por confirmar a
expressao das subunidades T1iR2 e T1R3 do recetor do sabor doce nas células de cancro

de mama (MCF7) e de cancro colorretal (Caco-2). No entanto, contrariamente ao

48



Bloqueio do glucossensor TiR2/T1R3 em linhas celulares de glioblastoma, cancro de mama e cancro colorretal

esperado, apenas se confirmou a expressao da subunidade T1R2 nas células de cancro
colorretal Caco-2, ndo tendo sido possivel obter a amplificagdo do gene TiR3. Apesar
disso, a anilise de dados de microarrays para a linha celular Caco-2, bem como os
ensaios de imunocitoquimica realizados, mostraram que o mRNA e a proteina da
subunidade T1R3 do recetor do sabor doce se encontram expressos nesta linha celular
de cancro colorretal. Seguidamente, foi avaliado o efeito da inibicao, com lactisole, da
subunidade T1R3 do recetor do sabor doce nas células em estudo de glioblastoma,
cancro da mama e cancro colorretal na viabilidade, migracao e apoptose celulares. Num
estudo efetuado em células cancerosas do endométrio observou-se que, quando
expostas a baixas concentragoes de glucose, a capacidade migratéria é reduzida e o
crescimento e proliferacio celulares siao inibidos, indicando que os efeitos
antiproliferativos exercidos pela privacdo de glucose podem ser atribuidos a inducao da
paragem do ciclo celular (senescéncia) e apoptose (Han et al. 2015). Assim, a inibicao
do recetor do sabor doce podera estar associada a uma menor taxa de sobrevivéncia e
capacidade de migracao nas células cancerosas. Um estudo recente evidenciou que uma
baixa concentracdo de glucose induz a senescéncia em astrocitos (Gao et al. 2022).
Neste trabalho, a inibi¢do do recetor do sabor doce nao induziu apoptose nem morte
celulares em nenhuma das linhas celulares em estudo, o que podera significar que estas
células cancerosas se encontram em senescéncia, possibilidade que esta a ser avaliada

nestas linhas celulares.

As células cancerosas adaptam-se ao baixo rendimento energético da glicolise através
do aumento do uptake de glucose para suportar a alta taxa glicolitica (Liberti e Locasale
2016). A elevada taxa de glicolise pode beneficiar as células cancerosas,
proporcionando uma elevada taxa de producdo de ATP, e fornece muitos
intermediarios necessarios para uma rapida proliferagao celular (Lunt e Vander Heiden
2011). A sobrevivéncia e proliferacao das células cancerosas é dependente de elevadas
concentracoes de glucose (Liberti e Locasale 2016). A inibi¢ao da subunidade T1R3 do
recetor do sabor doce na linha celular de glioblastoma SNB-19 levou a uma diminuicao
do uptake da glucose. Curiosamente, um estudo anterior realizado na linha celular de
cancro colorretal Caco-2 demonstrou que a inibicao da subunidade T1R3 do recetor do
sabor doce com lactisole levou a uma diminuicdo 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

necessaria uma investigacao mais aprofundada para concluir tais sugestoes.
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Capitulo 6

Conclusao e Perspetivas Futuras

A descoberta de que o recetor do sabor doce est4 expresso nas células de glioblastoma,
cancro da mama e cancro colorretal e que a sua inibicdo induz a diminuicdo da
proliferacdo, migracao e sobrevivéncia, 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 inibicdo do recetor do sabor
doce vai induzir a diminuicao 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 € que o mesmo é um importante glucossensor da disponibilidade de
glucose. Futuramente, existe a necessidade de uma investigacdo mais aprofundada de
modo a descobrir qual o efeito da inibi¢do dos recetores do sabor doce na sobrevivéncia
destas células cancerosas, mais especificamente se estas entram em senescéncia. E para
além disso, pretende-se consolidar os resultados obtidos neste trabalho, através da
realizacdo de estudos em células primérias obtidas de tumores e elucidar se os
mecanismos pelos quais o recetor do sabor doce reduz a viabilidade e migracao
envolvem a regulacdo da reprogramacdo metabdlica das células cancerosas. Seria
também interessante estudar os efeitos da inibicdo do recetor do sabor doce em
condicbes de privacdo de oxigénio (hipoxia), de forma a replicar as condicées do

microambiente tumoral.
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