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Resumo

O glioblastoma multiforme (GBM) é o tumor maligno, do cérebro e do sistema nervoso
central, mais comum. A remocao cirurgica destes tumores, seguida de radioterapia e
quimioterapia com temozolomida, constituem a abordagem terapéutica mais usada no
tratamento do GBM. No entanto, devido a sua agressividade, a esperanca média de vida
destes doentes é de, aproximadamente, 15 a 18 meses apos o diagnostico e, mesmo em
condicoes favoraveis, a maioria dos pacientes nio ultrapassa os 2 anos. Assim, um
conhecimento mais aprofundado deste tipo de tumor e a identificacado de alvos
terapéuticos alternativos sao necessarios para melhorar o prognoéstico e as taxas de
sobrevida dos pacientes. O GBM tem caracteristicas metabolicas particulares. Tal como
na maioria das células cancerigenas, a glicolise prevalece sobre a fosforilacao oxidativa
como principal fonte de energia, mesmo quando ha oxigénio disponivel. Essa alteracao
metabolica designada por Efeito de Warburg, favorece a grande demanda de
nucledtidos, aminoacidos e lipidos essenciais para a proliferacao celular. Assim, a
reversao deste efeito surge como uma abordagem terapéutica promissora no tratamento
do GBM. Dados recentes, obtidos a partir de ensaios de microarrays e sequenciagao de
RNA de GBM, sugerem que estes tumores expressam o recetor olfativo 51E2 (OR51E2),
sendo o lactato, um dos produtos da glicolise, um dos ligandos conhecidos deste recetor.
Uma vez que o OR51E2, tem sido implicado na modulacao da proliferacao e invasao
noutros tumores, este trabalho pretende investigar a possibilidade do OR51E2 funcionar
como sensor de lactato no microambiente tumoral e, desta forma, modelar o metabolismo
e reverter o Efeito de Warburg. Os resultados deste estudo confirmaram a expressao do
mRNA e da proteina do OR51E2 numa linha de astrécitos normais HASTR/ci35 e em trés
linhas de GBM, U-87MG, SNB-19 e U-373MG. Procedeu-se também a comparacao dos
niveis de expressdo do OR51E2 em amostras humanas de astrocitomas de diferentes
graus (I-IV). Verificou-se que o OR51E2 é expresso, predominantemente, no citosol nas
linhas celulares SNB-19 e U-373MG. Assim, a linha SNB-19 foi usada para os restantes
ensaios. De acordo com o que seria expectavel, as SNB-19, quando sujeitas a privacdo de
oxigénio e glucose, sofrem uma diminuicao na viabilidade celular. Para avaliar o possivel
envolvimento na resposta destas células a hipoxia, o OR51E2 foi silenciado com siRNA.
Os resultados obtidos mostraram que o silenciamento do recetor ndo afeta
significativamente a viabilidade celular em condi¢des normais de oxigénio (HG e LG
normoxia). Resultados semelhantes foram obtidos sob privacao de oxigénio (HG e LG
hipdxia). Doseou-se também o lactato extracelular, e ndo se observaram diferencas

significativas entre condi¢coes normais de oxigénio (HG e LG normoxia) e de privacao de
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oxigénio (HG e LG hipodxia). Face aos resultados obtidos concluimos que o OR51E2 nao

medeia a resposta a hipoxia nesta linha celular de GBM.

Palavras-chave

Glioblastoma multiforme; OR51E2; metabolismo da glucose; hipoxia; proliferacao
celular.
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Abstract

Glioblastoma multiforme (GBM) is the most common malignant tumor of the brain and
central nervous system. Surgical removal of these tumors, followed by radiotherapy and
chemotherapy with temozolomide, are the most used therapeutic approach in the
treatment of GBM. However, due to its aggressiveness, the average life expectancy of
these patients is approximately 15 to 18 months after diagnosis and, even under favorable
conditions, most patients do not exceed 2 years. Thus, a deeper knowledge of this type of
tumor and the identification of alternative therapeutic targets are needed to improve the
prognosis and survival rates of patients. GBM has particular metabolic characteristics.
As in most cancer cells, glycolysis prevails over oxidative phosphorylation as the main
source of energy, even when oxygen is available. This metabolic alteration, called the
Warburg Effect, favors the great demand for nucleotides, amino acids and lipids essential
for cell proliferation. Thus, the reversal of this effect appears as a promising therapeutic
approach in the treatment of GBM. Recent data, obtained from microarray assays and
GBM RNA sequencing, suggest that these tumors express the olfactory receptor 51E2
(OR51E2), with lactate, one of the products of glycolysis, one of the known ligands of this
receptor. Since OR51E2 has been implicated in the modulation of proliferation and
invasion in other tumors, this work intends to investigate the possibility of OR51E2
functioning as a lactate sensor in the tumor microenvironment and, in this way,
modeling the metabolism and reversing the Warburg Effect. The results of this study
confirmed the expression of OR51E2 mRNA and protein in a HASTR/ci35 normal
astrocyte line and in three GBM lines, U-87MG, SNB-19 and U-373MG. We also
compared the expression levels of OR51E2 in human samples of astrocytomas of
different grades (I-IV). It was found that OR51E2 is predominantly expressed in the
cytosol in the SNB-19 and U-373MG cell lines. Thus, the SNB-19 line was used for the
remaining tests. As expected, SNB-19, when subjected to oxygen and glucose
deprivation, suffer a decrease in cell viability. To assess the possible involvement in the
response of these cells to hypoxia, OR51E2 was silenced with siRNA. The results obtained
showed that receptor silencing does not significantly affect cell viability under normal
oxygen conditions (HG and LG normoxia). Similar results were obtained under oxygen
deprivation (HG and LG hypoxia). Extracellular lactate was also measured, and no
significant differences were observed between normal oxygen conditions (HG and LG
normoxia) and oxygen deprivation (HG and LG hypoxia). In view of the results obtained,

we conclude that OR51E2 does not mediate the response to hypoxia in this GBM cell line.
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I. Introducao

1. Cancro: uma doenca multifatorial

Em geral, a formac¢ao de um tumor maligno é um processo lento, que se inicia numa
unica célula, que devido a eventos mutacionais em determinados genes e acumulacao de
alteracOes genéticas e epigenéticas, se transforma numa célula cancerigena. O aumento
continuo da incidéncia e mortalidade por cancro deve-se, principalmente, ao aumento
da esperanca média de vida, juntamente com a adocao de comportamentos que
demonstram ter um papel ativo no desenvolvimento desta doenca, como dieta,
obesidade, inexisténcia de exercicio fisico, exposicao a agentes infeciosos e consumo de
alcool e tabaco. De acordo com as estimativas do Globocan, ocorreram em 2018, 18
milhoes de novos casos de cancro e 9.5 milhdes de pessoas morreram de cancro no
mesmo periodo [1]. A medida que as células se transformam em células cancerigenas,
exibem um conjunto de caracteristicas e alteracoes na homeostase (Figura 1), como o
escape a morte celular e a atividade do sistema imunologico; alta taxa de proliferacao

com imortalidade replicativa; reprogramacao do metabolismo celular e angiogénese [2-

4].

Figura 1 - Caracteristicas determinantes para o surgimento do cancro: promog¢do da angiogénese,
instabilidade genémica e mutacdo, capacidade de invasdo e geracdo de metastase, inibigdo dos genes
supressores de tumor, inflamacdo como agente promotor tumoral, evasio do sistema imunolégico,
reprogramacao metabodlica, resisténcia a apoptose, sustenta¢do da sinalizagao proliferativa e imortalidade
replicativa. Adaptado de [2]
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1.1.1. Sustentacao da sinalizacao proliferativa

Uma caracteristica das células cancerigenas é a capacidade de proliferarem
continuamente. Nos tecidos normais, a producao e libertacao de sinais promotores de
crescimento que instruem a progressao através do ciclo de crescimento e divisao celular,
sao cuidadosamente controlados, garantindo assim uma homeostase do nimero de
células e a manutencdo das funcoes normais dos tecidos. As células cancerigenas
conseguem a desregulacao desses sinais. Os sinais de ativacao sao transmitidos em
grande parte por fatores de crescimento que se ligam aos recetores da superficie celular,
tipicamente contendo dominios de tirosina quinase intracelular. Estes procedem a
emissao de sinais através de vias de sinaliza¢ao intracelular ramificadas que regulam a
progressao através do ciclo celular, bem como o crescimento celular [2]. Estes recetores
com fungdo de tirosina quinase (RTKs) estdo comumente desregulados nas células
cancerigenas, incluindo o recetor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) e o recetor
2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2) [4-5]. As células cancerigenas
podem adquirir a capacidade de sustentar a sinalizacdo proliferativa de diversas
maneiras: podem produzir ligandos de fatores de crescimento, aos quais podem
responder pela expressao dos respetivos recetores, resultando num estimulo
proliferativo aut6crino; ou podem também enviar sinais para estimular células normais
dentro do estroma [6-7]. A sinalizacao do recetor pode ser desregulada, aumentando os
niveis de recetores na superficie da célula cancerigena, tornando-a hiper-responsiva aos
fatores de crescimento. Alteragoes estruturais nos recetores também podem promover a
ativacao independente de ligandos. Esta independéncia dos fatores de crescimento
também pode derivar da ativagdo constitutiva de componentes das vias de sinalizacao
que operam a jusante desses recetores, evitando a necessidade de estimular essas vias

pela ativagao do recetor [2].

1.1.2. Inibicao dos genes supressores de tumores

Além das células cancerigenas induzirem e sustentarem estimulos ao crescimento
celular, também contornam programas que regulam negativamente a proliferacao
celular, programas esses que dependem da atuacdo de genes supressores de tumores
(GST). Os GST tém um papel proeminente na inibicdo das cascatas de sinalizagdo de
crescimento; no entanto, a sua perda de funcdo é frequente em células tumorais [8].
Sendo a evasdo aos sinais anti-crescimento, um passo essencial para que as células
cancerigenas continuem a proliferar, estas precisam de inibir de alguma maneira os GST
[9]. As proteinas de retinoblastoma (pRb) e a P53 sao codificadas por dois desses GST, e
regulam a proliferacdo celular e a morte celular por apoptose desencadeando a

proliferacao das células ou, alternativamente, a ativacdo de programas de senescéncia e



Analise da expressao do OR51E2 no Glioblastoma Multiforme

apoptose. A pRb inativa o E2F, um importante fator de transcricao para a progressao do
ciclo celular e replicacao do acido desoxirribonucleico (DNA). A sua inativacao depende
do aumento intracelular de ciclina D que resulta da integracdo de sinais de diversas
fontes extracelulares e intracelulares que determinam se uma célula se mantém
quiescente ou prossegue no seu ciclo de crescimento e divisao. Células cancerigenas com
mutagdes que inativam a funcdo da pRB podem entrar num ciclo de proliferacao
continuo. Enquanto a pRB traduz sinais inibidores de crescimento que se originam
amplamente fora da célula, a P53 recebe informacoes de sensores de stress que
funcionam em sistemas intracelulares. Se ocorre um dano no genoma ou se os niveis de
nucledtidos, sinais de promotores de crescimento, glicose ou oxigenacio se encontram
abaixo do normal, a P53 pode interromper a progressao do ciclo celular até que essas
condicOes sejam normalizadas. Como alternativa, na presenca de danos mais graves ou
irreparaveis no genoma, a P53 pode desencadear a apoptose [2]. Outros supressores de
crescimento proeminentes sao os inibidores de quinases dependentes de ciclinas (CDKI),
que sao ativados pela p53 e inibem a progressao do ciclo celular da fase G1 para a fase S
[8]. Foram observadas mutacoes nos GST em células cancerigenas, sendo os mais
frequentes: p53, a fosfatase homologa a tensina (PTEN), pRb, gene do cancro da mama
(BRCA), Von Hippel-Lindau (VHL), inibidor de quinase dependente de ciclina 2A
(CDKN2A) e tumor de Wilms (WT1) [9].

1.1.3. Resisténcia a Apoptose

A morte celular por apoptose nao sé6 pode ocorrer durante os processos normais de
desenvolvimento e manutenc¢ao das células, como também em resposta aos danos no
DNA [10]. A apoptose é um processo iniciado por duas vias principais: via intrinseca e
via extrinseca. A via intrinseca esta intimamente relacionada com a permeabilizacdo das
mitocondrias e € regulada pela homeostase de proteinas proé e anti-apoptoticas [11]. Por
outro lado, a via extrinseca envolve recetores de morte que pertencem a superfamilia do
recetor do fator de necrose tumoral (TNFR) e que compartilham um 'dominio de morte'
citoplasmatico, crucial para a transmissao do sinal para as vias de sinalizacao intracelular
[10]. A via extrinseca é iniciada pela ativacdo de recetores de morte na membrana celular
por ligandos especificos [12]. Cada via culmina, respetivamente, na ativacao das caspases
9 e 8 (normalmente latentes) levando a uma cascata de proteotlise envolvendo caspases
efetoras que sdo responsaveis pela fase de execucdo da apoptose, na qual a célula é
progressivamente degradada. As células cancerigenas tém elevada resisténcia a apoptose
pois desenvolvem diversas estratégias para limitar ou contornar a apoptose. A mais
comum ¢é a perda da funcdo da P53, observada em mais de metade dos tumores de

diversos 6rgaos, que impede a detecdo de sinais de dano nos circuitos indutores de
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apoptose. Alternativamente, os tumores podem aumentar a expressao de reguladores
anti-apoptoticos ou de sinais de sobrevivéncia, e também diminuir a regulagao de fatores
pro-apoptoticos. A multiplicidade de mecanismos das células cancerigenas para resistir

a apoptose contribui para a evolucdo de um tumor para o estado maligno [2].

1.1.4. Ativacao da imortalidade replicativa

Sabe-se que as células cancerigenas requerem um potencial replicativo ilimitado para
gerar tumores. O mesmo nao acontece nos tecidos normais, uma vez que, sao capazes de
limitar os ciclos de crescimento e divisao celular. Essa limitacao é associada a duas
barreiras a proliferacdo: a senescéncia, uma entrada tipicamente irreversivel para um
estado nao proliferativo, mas viavel; e a crise, que envolve a morte celular. Em raras
ocasioes, as células emergem de uma populacio em crise e exibem um potencial
replicativo ilimitado. A essa transicao denominou-se imortalizacao [2]. Sabe-se que os
telobmeros mantém a integridade do DNA, protegendo assim as extremidades dos
cromossomas, mas que estes diminuem progressivamente a cada divisao celular. O
comprimento dos telomeros é mantido pela telomerase. A transcriptase reversa da
telomerase (hTERT) é a subunidade catalitica e a sua expressao é a etapa limitante na
atividade desta enzima [13]. Ao encurtar o teldbmero, as células normais entrariam numa
fase de senescéncia replicativa, onde nao poderiam mais proliferar, ou entrariam em
crise. No entanto, através de varias estratégias, as células cancerigenas escapam desse
fenémeno, sendo assim capazes de proliferar continuamente. [8]. A maioria dos tumores
humanos reativam a expressdao da hTERT, permitindo obter imortalidade replicativa,
evitando a morte e senescéncia celular associadas ao encurtamento dos telébmeros [13].
A eventual imortalizacdo das células cancerigenas foi atribuida a capacidade de manter
o DNA telomérico num certo comprimento que evite a senescéncia ou apoptose,
alcancada pela regulacdo positiva da expressao da telomerase ou, por uma recombinagao
alternativa baseada num mecanismo de manutencio de telémeros. Assim, o
encurtamento dos telobmeros é visto como um processo crucial que determina o potencial
replicativo limitado das células normais e, portanto, que é superado pelas células

cancerigenas [2].

1.1.5. Promocao da angiogénese

A angiogénese é um processo normal vital no desenvolvimento do embrido, cicatrizagao
de feridas, formacao de tecidos, mas também é fundamental na transi¢do de um tumor
do estado benigno para um estado maligno [14]. Baseia-se na formacao de novos vasos
sanguineos a partir de vasos pré-existentes — neovascularizacio — promovendo o

crescimento do tumor e a metastizacdo. E um processo dindmico e complexo que envolve
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multiplos mecanismos e é regulado por diversas moléculas [15]. Durante a angiogénese,
as células cancerigenas secretam varios fatores pro-angiogénicos como: o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), o fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) e fator de crescimento de fibroblastos 2 (FGF-2); que estimulam o crescimento
das células endoteliais e, consequentemente, a producao de enzimas digestivas [8].
Fatores bem conhecidos de indutores e inibidores de angiogénese sao respetivamente, o
fator VEGF-A e a trombospondina-1 (TSP-1). O gene VEGF-A codifica ligandos
envolvidos no crescimento de novos vasos durante o desenvolvimento embrionario e
poOs-natal e na sobrevivéncia homeostatica de células endoteliais, bem como em situacoes
fisiologicas e patologicas num individuo adulto. Além disso, membros da familia do fator
de crescimento de fibroblastos (FGF), tém sido implicados na sustentacao da
angiogénese tumoral quando a sua expressao é aumentada. Por outro lado, a TSP-1 evoca
sinais supressores que podem neutralizar estimulos pro-angiogénicos [2]. Os vasos
sanguineos produzidos em tumores, por uma angiogénese cronica e um desequilibrio de
sinais pro-angiogénicos, sio normalmente aberrantes. A neovasculatura de um tumor é
marcada por um crescimento capilar precoce, uma ramificacdo complexa e excessiva,
vasos distorcidos e aumentados, micro-hemorragias, fluxo sanguineo irregular e niveis
anormais de proliferacao e apoptose de células endoteliais [16]. Tal como os tecidos
normais, os tumores também tém a necessidade de nutrientes e oxigénio para a sua
sobrevivéncia, bem como para eliminar residuos metabdlicos e di6xido de carbono. A
neovasculatura associada ao tumor supre essas necessidades. Num individuo adulto,
durante a progressao de um tumor, um 'interruptor angiogénico' é ativado, promovendo
a formacao de novos vasos que sustentam crescimentos neopléasicos em expansao [2].
Caso nao exista um suprimento suficiente de oxigénio através dos vasos, as células
cancerigenas sofrem uma condicao de hipoxia. Nesta situacdo, o fator induzido por
hipdxia-1a (HIF-1a) é ativado e induz a expressdao de varios genes que promovem
atividades mitogénicas e migratorias das células endoteliais, mediando a adaptacao e
sobrevivéncia a situacao de hipdxia [17][18] através da inducdo da neovascularizagao dos

tumores.

1.1.6. Invasao e metastizacao

O processo de metastizagao é responsavel por mais de 90% de mortalidade de pacientes
com tumores solidos e engloba uma sucessao de alteragdes biologicas celulares. Inicia-
se com a invasao local, onde as células cancerigenas entram nos vasos sanguineos e
linfaticos proximos, seguido pelo extravasamento dessas células noutros tecidos, onde se
formam micrometastases e, posteriormente se desenvolvem tumores macroscopicos

(colonizacao) [2]. As células cancerigenas iniciam este processo produzindo diversas



Analise da expressao do OR51E2 no Glioblastoma Multiforme

proteinas que desempenham papéis importantes na adesao célula-célula, adesao matriz-
célula, migracao celular e transicdo epitelial-mesenquimal (EMT) [8]. A EMT é um
programa celular crucial que permite que as células epiteliais polarizadas transitem para
um feno6tipo mesenquimal com uma mobilidade celular aumentada (Figura 2) [19]. A
perda da polaridade apical-basal, a perda dos contatos célula-célula epiteliais, incluindo
juncoes apertadas, jun¢oes aderentes e desmossomas; e a arquitetura reorganizada do
citoesqueleto de actina, conferem as células um fenétipo mesenquimal que permite
maior mobilidade. Além disso, as células com caracteristicas EMT sao frequentemente
capazes de degradar e invadir a matriz extracelular basal, expressando
metaloproteinases de matriz (MMPs) [8]. A expressao ou funcao de genes epiteliais como
a E-caderina, citoqueratinas e a zonula occludens-1 (ZO-1) sao perdidas durante a
transicao [20], enquanto a expressao de genes que definem o fen6tipo mesenquimal,
como vimentina, fibronectina, N-caderina e as integrinas 1 e 3, aumenta. A fim de
orquestrar este programa complexo, um grupo de fatores de transcricao juntamente com
reguladores epigenéticos, pods-transcricionais e pos-traducionais sdo ativados em
resposta a sinais pleiotropicos [19]. Visto que a EMT aumenta a mobilidade celular, foi
associada a disseminacao de células tumorais. Este tipo de células sofrem uma EMT
incompleta durante a metastase, onde estudos recentes confirmaram a existéncia desses
estados parciais de EMT durante a progressao do tumor in vivo [21]. Na verdade, os
carcinomas perdem frequentemente marcadores epiteliais ou expressam marcadores
EMT na frente invasiva e em células tumorais circulantes, que representam as primeiras
etapas da cascata metastatica (invasdo e intravasamento, respetivamente) [22]. No
tumor primaério, as células cancerigenas na frente invasiva sdo submetidas a EMT sob a
influéncia de fatores de crescimento indutores de EMT produzidos por células tumorais
ou células do estroma. Com base em diferentes graus de transicdo para o estado
semelhante ao mesenquimal, as células tumorais invadem a membrana basal e os tecidos
circundantes através da migracao coletiva ou da invasao celular individual. Ao atingir
orgaos distantes, as células tumorais s3o submetidas ao processo inverso, transicao
mesenquimal-epitelial (TEM), ou seja, a conversao de células mesenquimais nao
polarizadas e moveis em células epiteliais polarizadas, que esta tipicamente associada a
niveis aumentados de caderina-E e baixa invasao de células cancerigenas e metastases
[23]. Além de promover a metastase, a EMT induz também uma variedade de
caracteristicas malignas em células tumorais, como quimiorresisténcia, evasao imune,

metabolismo alterado e bloqueio da senescéncia [19].
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Figure 2 - A disseminacio e subsequente migracao das células tumorais apds a rutura da membrana basal,
requer que as células adquiram caracteristicas mesenquimatosas (transi¢io epitelial-mesenquimal-EMT) até
conseguirem entrar na corrente sanguinea e extravasarem para os 6rgaos onde vao formar micrometastases.
Apo6s deixarem os vasos sanguineos as células sofrem entao o processo inverso e voltam ao fen6tipo epitelial
(transicao mesenquimal para epitelial-MET). Adaptado de [23]

1.1.7. Instabilidade genémica e mutacao

Diariamente, cada célula acumula cerca 105 lesoes no DNA que, se nao forem reparadas,
podem interferir em processos celulares como a transcrigao e a replicacao, promovendo
instabilidade gendémica e, eventualmente, a carcinogénese. Estas lesdoes advém da
instabilidade quimica espontanea do DNA (como a hidroélise de bases) ou do ataque por
espécies reativas de oxigénio (ROS) derivadas da respiracao oxidativa. Para além disso,
as lesoes sao mais graves quando se verifica a exposicao a agentes genotoxicos como a
luz ultravioleta, radiacao ionizante e agentes quimicos. Como o DNA nao pode ser
substituido, a reparagdo de danos é crucial para proteger as células contra a erosao
genética e o stress de transcricao e replicagao. Assim, as células possuem mecanismos de
reparacao para lidar com os diferentes tipos de lesdes que poderao ocorrer no DNA [24].
No entanto, podem ocorrer defeitos nos genes de reparacao que estao envolvidos em
detetar os erros no DNA, ativar a maquinaria de reparacao, reparar diretamente o DNA
e inativar ou intercetar moléculas mutagénicas. De uma perspetiva genética, esses genes
funcionam de uma forma semelhante aos GST, na medida em que as suas fun¢des podem
ser perdidas durante a progressdo tumoral, perdas essas alcancadas por mutagoes
inativadoras ou por repressao epigenética. Avancos na analise de genomas de células
cancerigenas, demonstraram que durante a progressao tumoral se verifica a ocorréncia
de mutacGes que alteram a funcao e a ocorréncia de instabilidade gen6mica continua [2].

E importante referir que a recorréncia de mutacées em locais especificos do genoma
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indica que esses locais provavelmente abrigam genes cuja alteracdo favorece a
progressao neoplasica [25]. Embora as especificidades da alteracdo do genoma variem
entre os diferentes tipos de tumor, o nimero de erros de manutencido e reparacao,
juntamente com a desestabilizacdo do niimero de copias dos genes e da sequéncia
nucleotidica, a instabilidade do genoma é inerente a maioria das células cancerigenas
humanas, levando a conclusdo de que os defeitos na manutencao e na reparacao do

genoma sao relevantes para a progressao tumoral.

1.1.8. Inflamacio como agente promotor tumoral

A inflamacao é reconhecida como um fator indutor do desenvolvimento e progressao
tumoral. Muitos investigadores, relacionam a inflamacao a reacdo imunologica
encontrada no microambiente do tumor que, frequentemente, contribui para o seu
desenvolvimento [26]. A inflamacao pode contribuir para varios fatores: fornece
moléculas bioativas ao microambiente tumoral, incluindo fatores de crescimento que
sustentam a sinalizacao proliferativa, fatores de sobrevivéncia que limitam a apoptose,
fatores pro-angiogénicos, enzimas modificadoras da matriz extracelular que facilitam a
angiogénese, invasao e metastases; e sinais que levam a ativagao da EMT [2]. Além disso,
as células inflamatoérias podem libertar substancias quimicas, como ROS, que sao
altamente mutagénicas para as células cancerigenas, acelerando a sua evolugdo e
malignidade [27]. A inflamacao cronica propensa ao cancro é comumente descrita como
um ambiente imune do tipo 2, contendo miultiplas células imunes pr6-carcinogénicas e
fatores, incluindo células T helper 2, células T reguladoras, macréfagos M2, mastocitos,
eosinofilos e derivados de mieloides de células supressoras, interleucina-6, fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), fator de crescimento transformador-3, quimiocinas e
outros fatores de crescimento. Embora o direcionamento desses fatores promotores de
tumor na inflamacao crénica possa reduzir a taxa de desenvolvimento do cancro, a
reversdo completa da promocdo do tumor, bloqueando todas essas vias efetoras, é
impraticavel [27]. Como tal, a inflamacdo pode ser considerada uma caracteristica

fundamental para a progressao tumoral.

1.1.9. Evasao ao sistema imunitario

A imunidade de um individuo propde que as células e os tecidos sejam constantemente
monitorizados, e que essa vigilancia seja responsavel por reconhecer e eliminar a grande
maioria de células tumorais precoces. Pontos de verificacdo imunolégicos, como a
proteina associada ao linfécito-T Citotoxico (CTLA-4), a proteina programada 1 da morte
celular (PD-1) e o seu ligando (PD-L1), representam um obstaculo significativo as

respostas imunes anti-tumorais eficazes. As vias co-inibidoras de linfécitos T
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influenciam a intensidade, a inflamacao e a duracao da imunidade antitumoral [28]. No
entanto, os tumores e seus microambientes imunossupressores exploram-nos para evitar
a destruicao imune. Embora a maioria dos tumores malignos possam ser reconhecidos
pelas células T natural killer (NK) e linfocitos T, as células cancerigenas evoluem para
adquirir instabilidades genéticas e outras caracteristicas associadas que podem permitir
a evasao imunologica e, assim, um crescimento persistente [2]. Foi demonstrado que a
imunidade deteta "neoantigénios" de células tumorais in vitro, no entanto, o
reconhecimento de neoantigenos por si s6 nao elimina os tumores in vivo, dado o
microambiente complexo inerente, a natureza heterogénea e a rigidez dos tumores
[29][30]. De fato, os neoantigénios raramente sao reconhecidos e provocam
espontaneamente respostas antitumorais das células T [31]. Uma matriz de células
imunes normais como células T, células B e células NK, associa-se a células cancerigenas
e a matriz extracelular para formar o microambiente tumoral que se trata de uma rede
imunossupressora dindmica e um obstaculo a intervencao imunoterapéutica [30]. No
microambiente tumoral, adipoécitos, células T reguladoras e fibroblastos, juntamente
com uma rede de citocinas e fatores de crescimento, promovem a proliferacao celular
[28]. Na verdade, as células cancerigenas altamente imunogénicas podem evitar a
destruicdo imune, através de estratégias como: a modificacio de células imunes
reguladoras, a apresentacdo defeituosa do antigénio nas células tumorais,
imunossupressores, tolerancia e desvio imunoldgico, e inducao da apoptose de células
imunes [32]. Por exemplo, as células cancerigenas podem paralisar a infiltracdo de
linfocitos T citotoxicos CD8+ e células NK, secretando TGF-B ou outros fatores
imunossupressores. Outros mecanismos operam através do recrutamento de células
inflamatorias ativamente imunossupressoras, incluindo linfocitos T-reguladores (Tregs)
e células supressoras derivadas de mieloides que podem suprimir as a¢oes dos linfocitos
citotoxicos [2]. Com estas consideragoes de imunidade antitumoral como uma barreira
significativa a formacao e progressao tumoral em humanos, a evasao do sistema

imunitario apresenta-se como outra carateristica do cancro.

1.1.10. Reprogramacao do metabolismo energético

Todas as células dependem da absorcao de nutrientes, que sao direcionados para varias
vias metabdlicas para produzir energia, de forma a manter a homeostase celular. O
metabolismo celular num tecido normal é diferente comparativamente a um tumor. Nos
organismos multicelulares, a maioria das células sdo expostas a um suprimento constante
de nutrientes, sendo necessario a presenca de sistemas de controlo que evitem a
proliferagao celular descontrolada quando a disponibilidade de nutrientes excede os niveis

necessarios. Essa proliferacdo descontrolada é evitada uma vez que as células sb
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consomem nutrientes do ambiente quando sdo estimuladas a fazé-lo por fatores de
crescimento [33]. O mesmo nao acontece nas células cancerigenas. Como resultado de
mutacOes genéticas que alteram as vias de sinalizacdo, as células cancerigenas nao
dependem de fatores de crescimento para promover a captacao e o metabolismo de
nutrientes, que sustentam o crescimento celular, promovendo assim a tumorogénese.
Além disso, varios estudos demonstraram que as vias de sinalizacdo alteradas nas células
cancerigenas tém um papel crucial na alteracao do metabolismo celular, para responder as
exigéncias de energia e promover a proliferacdo celular potenciando a biossintese de
adenosina trifosfato (ATP) e conservando o estado celular redox [33]. O metabolismo
energético reprogramado surge como uma marca registada das células cancerigenas. Ao
contrario das células normais, que metabolizam a glicose em piruvato que entra no ciclo
do acido tricarboxilico para gerar ATP, dependendo principalmente da fosforilacao
oxidativa mitocondrial [34]; as células cancerigenas tém a capacidade de fermentar glicose
em lactato para produzir energia, mesmo na presenca de oxigénio suficiente, um fenémeno
chamado glicolise aerébica, também conhecido como Efeito de Warburg [35]. Warburg
observou que, mesmo na presenca de oxigénio, as células cancerigenas restringiam o seu
metabolismo energético principalmente a glicdlise, com consequente producdo abundante
de lactato [36]. Estes processos encontram-se ilustrados na Figura 3. Contrariamente, as
células normais em condicoes aerobicas, utilizam o piruvato originado da glicose via
glicolise para produzir ATP através da fosforilagdo oxidativa (FO), um processo que €
muito mais eficiente em termos energéticos. Um tumor maligno consegue adaptar-se a um
ambiente com privacdo de nutrientes, da seguinte forma: primeiro desenvolve um novo
mecanismo ou adota uma via metabolica alternativa para aumentar a captacdo de
nutrientes ou oxigénio, como por exemplo o aumento da angiogénese; em segundo lugar,
aumenta a expressao de transportadores de glicose, geralmente, GLUT-1 e GLUT-4 para a
captacao eficiente de glicose [37], garantindo assim a sobrevivéncia do tumor. Essa
reprogramacao do metabolismo energético nao é, aparentemente, muito intuitiva, uma
vez que as células cancerigenas apresentam uma menor eficiéncia na producao de ATP
através do processo glicOlise relativamente ao processo de fosforilacao oxidativa. No
entanto, optam por fazé-lo pela regulacao positiva dos transportadores de glicose,
principalmente o GLUT1, o que aumenta substancialmente a importacao de glicose para
o citoplasma [2]. Suspeita-se que seja a hipoxia — privacao de oxigénio — a base da
reprogramacdo metabdlica das células tumorais. Quando ocorre hipdxia, o fator de
transcricio HIF-1a é ativado e induz a expressao dos genes envolvidos na glicdlise,
incluindo o GLUT-1, o GLUT-3, a hexocinase 2, a piruvato quinase 2, a lactato
desidrogenase (LDH) e a piruvato desidrogenase quinase 1 [38]. As vantagens do efeito

Warburg estendem-se além da geracdo de grandes quantidades de ATP. Uma dessas
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vantagens inclui alteracdes no metabolismo do cancro que auxiliam na sintese de
macromoléculas essenciais para a proliferacao de células tumorais, incluindo nucleétidos,
acidos gordos e proteinas. Duas das atividades biossintéticas essenciais para a proliferacao
de células tumorais sao a producdo de acidos gordos para a sintese lipidica e ribose-5-
fosfato para a biossintese de nucleotidos. O efeito Warburg é, portanto, critico, pois
permite que células normais e células tumorais em proliferacdo, desviem o carbono da
glicose para as vias biossintéticas [34]. A acidose lactica é outro microambiente comum
em tumores solidos. Estudos recentes demonstraram que o acido lactico pode
representar uma fonte de altos niveis de ATP e de resisténcia a apoptose [39]. Ou seja, o
acido lactico induz uma readaptacdo metabodlica, permitindo que as células tumorais se
adaptem e resistam aos varios microambientes. A producao de lactato tem por objetivo
a regeneracao do NAD* para que possa continuar a ocorrer glicolise, uma vez que a
passagem de piruvato a lactato é assegurada por este cofator, por acao da enzima lactato
desidrogenase (LDH). Ao fazer esta conversao, a LDH tem um papel critico na producao
de energia levando ao aumento da proliferacao das células [40]. Antes considerado um
produto residual do metabolismo anaerobico, sabe-se agora que o lactato se forma
continuamente sob condi¢oes aerobicas. Para além disso, a transferéncia entre células
produtoras e consumidoras cumpre pelo menos trés finalidades para o lactato: (1) uma
importante fonte de energia, (2) o principal precursor gliconeogénico e (3) uma molécula

de sinalizagao [41].

Tecido diferenciado Tecido Tumor
proliferativo

) ou N
+0, -0, . «

+ OA,
Glucose Glucose Glucose
0, Piruvato Piruvato 0, Piruvato
\_ l o) o
' lactato g ‘_'-"" 5%
o Lactato /|| 1 Lactato
Co, co,
Fosforilagdo Glicdlise Glicélise Aerébica
Oxidativa Anaerdbica (Warburg Effect)

~36 mol ATP/mol glucose 2 mol ATF/mol glucose ~4 mol ATP/mol glucose

Figura 3 - Esquema das diferencas entre fosforilagdo oxidativa, glicolise anaerdbica e glicdlise aerdbica
(efeito de Warburg). Na presenca de oxigénio, os tecidos diferenciados metabolizam a glicose em piruvato
pela via da glicélise e depois oxidam completamente a maioria dos piruvatos a diéxido de carbono (CO2) na
mitocondria — Fosforilagao oxidativa (FO). Quando o oxigénio € escasso, as células podem redirecionar o
piruvato gerado pela glic6lise para longe da FO, gerando lactato — Glicdlise anaerdbica. Tecidos proliferativos
ou tumores utilizam preferencialmente glicolise em vez da FO para produzir energia mesmo na presenca de
oxigénio suficiente, um fenémeno chamado glicdlise aerdbica/Efeito Warburg. Adaptado de [33].
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1.2. Tumores do sistema nervoso central

Os tumores do sistema nervoso central (SNC) apresentam as caracteristicas comuns aos
tumores de outros sistemas. Alteracoes na transcricio de genes, na modulacdo
epigenética e fatores ambientais podem fazer com que estas células mudem o seu perfil
de expressao e apresentem uma morfologia e bioquimica aberrantes. Estes tumores sao
classificados pela Organizacao Mundial da Sadde (OMS) com base no grau de
invasividade, podendo ser de grau I, com pouco potencial proliferativo e removivel
através de cirurgia, até ao grau IV, com um comportamento maligno, ativo
mitoticamente com sinais necroticos e associado a uma evolucgao rapida da doenca, e com
um péssimo prognostico. Na Tabela 1, sdo evidenciados alguns tipos de tumores do SNC
e respetiva classificacao pela OMS [42]. O glioma é o tipo mais comum de tumor cerebral
em adultos. Originario das células da glia, os gliomas sdo tumores que crescem
invasivamente, com rapida taxa de difusao e alta taxa de recorréncia [43], sendo a
quimioterapia ainda um dos tratamentos mais importantes. No entanto, a eficacia do
tratamento ¢é limitada pelo acesso restrito de medicamentos ao SNC causado pela
barreira hematoencefalica [44]. Devido a capacidade invasiva e metastatica das células
tumorais, ha ainda um baixo efeito terapéutico e uma possibilidade de reaparecimento
do tumor [43]. Essa invasividade deve-se a EMT, onde as células epiteliais perdem as
células polares e a conexdo entre elas, sendo a membrana basal enfraquecida. A matriz
extracelular é modificada, transformando as células epiteliais em células intersticiais
com maior capacidade de migracao, invasao e anti-apoptose [43]. No entanto, o que
acontece durante a progressao do glioma nao é uma EMT completa, mas sim um
processo semelhante, denominado transformacao epitelial-like (EMT-like), no qual o
fendtipo epitelial é cada vez menos evidente em relacao ao fenotipo intersticial [43]. As
células tumorais nao apresentam juncoes firmes entre elas ap6és a EMT, dai serem
altamente invasivas. As células nas quais ocorre a EMT sao caracterizadas por uma
diminuicdo na caderina-E, uma regulacao positiva da vimentina (suporte e ancoragem)
e um aumento nos niveis de N-caderina [43]. Os gliomas podem ser classificados, com
base na morfologia e histologia, em astrocitomas, oligodendrogliomas,
oligoastrocitomas, ependimomas e glioblastomas [45]. De facto, tem-se procurado
entender as peculiaridades relativas a cada tumor para que se possa tracar as melhores
estratégias para o tratar. Neste trabalho sera abordado um tipo de glioma, um tumor que

se desenvolve no SNC, denominado Glioblastoma multiforme (GBM).
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Tabela 1. Tumores do SNC: as suas respetivas caracteristicas celulares e a classificacao de invasividade de
acordo com a OMS, a qual varia de forma crescente de I a IV. Adaptado de [42]

Schwannoma Células de Schwann I
Astrocitoma Astrocitos ITalll
Meningioma Células da meninge ITalll
Ependimoma Ependimécitos Talll
Oligodendrioma Oligodendrocitos II a III
Meduloblastoma Células granulares do cerebelo v
Glioblastoma multiforme Astrocitomas de grau avancado v

1.3. Glioblastoma

O GBM ¢ o tumor cerebral maligno agressivo mais comum, compreendendo 16% de todas
as neoplasias primarias do cérebro e do SNC [46]. Este tipo de tumor maligno surge nas
células da glia, mais concretamente nos astrécitos do SNC [47]. O GBM, classificado pela
OMS como um glioma grau IV, possui maior incidéncia em adultos na faixa etaria entre
0s 45 e 75 anos e em individuos do sexo masculino, e compreende 50% do total de casos
de gliomas [47]. Ocorre na regido subcortical do cérebro, podendo localizar-se em
diferentes regidoes, como nos lobos temporais, parietais e frontais. O GBM exibe o
fenotipo mais maligno e agressivo de todos os gliomas, caracterizado por altos niveis de
heterogeneidade celular, com células tumorais diferenciadas e nao diferenciadas e areas
de tecido necrosado, bem como resisténcia a apoptose, neoangiogénese e rapida
proliferacdo [48]. Embora os GBMs ocorram quase exclusivamente no cérebro, a
infiltracdo no tecido cerebral normal circundante e a possivel extensdao na parede
ventricular ou meninges, podem culminar na libertacdo de células cancerigenas no liquido
espinhal cerebral e, consequentemente, disseminac¢ao para a medula espinhal [46]. Apesar
de todos os esforcos, devido a malignidade do tumor, a esperanca média de vida dos
doentes com GBM ¢ de, aproximadamente, 15 a 18 meses [49][50] apds o diagnostico e,
mesmo em condi¢Oes favoraveis, a maioria dos pacientes sucumbe a doenca em 2 anos
[51]. Como resultado das suas caracteristicas altamente proliferativas e invasivas, o GBM
pode afetar diversas areas do cérebro e dependendo da area afetada e do tamanho do
tumor, os pacientes manifestarao sintomas diversos, sendo os mais comuns: nausea, dor
de cabeca, convulsdes, alteracdes de humor e personalidade e défices neurolégicos
[52][46]. Estes sintomas podem ser causados pelo proprio tumor ou podem ocorrer

parcialmente como efeitos colaterais das terapias [53][54]. Com base na crescente
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compreensdao da heterogeneidade molecular no GBM, o Atlas do Genoma do Cancro
dividiu esse tumor em subclasses moleculares denominadas: classico, mesenquimal, pro-
neural e neural [52][47]. Atualmente, o GBM esta dividido em dois tipos principais,
primario e secundario, nos quais o primeiro compreende a maioria dos casos de GBM
em todo o mundo, enquanto o segundo é mais raro [47]. Os GBMs primarios nao possuem
um precursor conhecido e evoluem rapidamente; os secundarios, podem desenvolver-se
lentamente (5 a 10 anos) a partir de um astrocitoma de baixo grau (grau II ou III). O
GBM primario representa mais de 90% desses tumores. Desenvolvem-se com maior
frequéncia em pacientes do sexo masculino com mais de 60 anos e sdo caracterizados
por uma breve historia clinica (cerca de 1 ano ap6s o diagnostico). GBM secundarios sao
raros (10%) e ocorrem em pacientes mais jovens (idade média de 45 anos). Sao
caracterizados por uma histoéria clinica mais longa e tém um prognostico melhor que o
GBM primario [42]. Estes dois subtipos de GBM apresentam alteracoes genéticas
diferentes e, consequentemente, vias moleculares alteradas distintas, dando origem a uma
proliferacao descontrolada e a uma maior sobrevivéncia celular [46]. De facto, o0 GBM
primario é essencialmente caracterizado por uma amplificacao e mutacao do EGFR, uma
diminuicao de p16INK4a (inibidor de quinase dependente de ciclina p16 4a) e um PTEN
mutado. Pelo contrario, o GBM secundério € caracterizado principalmente por mutagoes
no genes que codificam a p53 e a isocitrato desidrogenase (IDH1) e uma expressao
aumentada do PDGFR-A [46][52][42]. Ambas as mutagoes no PDGFR-A e no EGFR,
resultam numa atividade aumentada de RTKs, envolvidos em inumeras vias de
sinalizacdo, como a RAS, PI3K e MAPK, cruciais no desenvolvimento e proliferacao de
tumores [52]. Na imagem de diagndstico inicial, os GBMs apresentam uma massa de
forma irregular e um centro de necrose, uma caracteristica marcante desta neoplasia. Os
esforcos realizados para identificar associacoes especificas desta doenca com a exposicao
ambiental e ocupacional tém sido amplamente inconclusivos. Porém, a radiacao ionizante
€ um dos fatores de risco conhecidos que definitivamente mostram um risco aumentado

no desenvolvimento de gliomas [46].

1.3.1. Estratégias terapéuticas

Embora os regimes terapéuticos atuais tenham melhorado nos tltimos anos, a sobrevida
global dos pacientes com GBM nao aumentou significativamente. A terapia padrao atual
para o GBM inclui resseccao cirtirgica, seguida de radiacdo simultanea com temozolomida
(TMZ) e, em seguida, quimioterapia adjuvante com TMZ [50]. A resseccdo cirurgica
extensa e completa deste tipo de tumor ¢é dificil, uma vez que os GBMs sao invasivos e
geralmente encontram-se em areas inacessiveis do cérebro [46]. Devido ao alto grau de

invasividade, a resseccao da massa primaria do tumor nao é suficiente, uma vez que as
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células tumorais infiltradas permanecem nos tecidos circundantes devido a disrupcao da
barreira hematoencefalica (BHE) [49] levando, posteriormente, a progressao ou
recorréncia da doenca [46]. A TMZ é um pro-farmaco que funciona como agente
alquilante, ou seja, tem a capacidade de formar compostos que se ligam ao DNA por
ligacOes covalentes através de um grupo alquil. Ap6és administracdo oral, a TMZ ¢é
absorvida no intestino delgado, tendo a capacidade de atravessar a BHE [50] devido a sua
lipofilicidade e pequeno tamanho (194 Da). Em seguida, uma vez em contacto com o pH
fisiologico do sangue, sofre hidrdlise espontanea para se tornar num metabolito ativo, o
metildiazonio (MTIC). O MTIC é o principal responsavel pela metilacao dos residuos de
guanina nas posicoes N7 e 06, bem como residuos de adenina na posicao N3 [55],
representando assim a atividade citotéxica da TMZ [56]. Embora a posicao O6 da guanina
seja um alvo menos frequente do MTIC (apenas 8%), o aducto de O-6-metilguanina
resultante é o mais genotoxico, durante a replicacio do DNA. Quando as enzimas de
reparacao de incompatibilidade — mismatch repair — tentam clivar o aducto, a geracao de
quebras na cadeia de DNA induz a interrupcao do ciclo celular, a precipitacao de apoptose
e autofagia que resulta na morte de células tumorais [57]. Apesar da TMZ ter induzido uma
boa taxa de resposta, o aumento da esperanca média de vida dos pacientes que recebem
essa combinacdo, em comparacao a radioterapia, continua a ser muito modesto. Um dos
motivos sera porque o local de agdo da TMZ requer a sua entrada no SNC através da BHE
e, com administragdo oral, embora 100% da dose entre no fluxo sanguineo, a taxa de
penetracao da TZM do sangue para o liquido cefalorraquidiano é de apenas 20 a 30% [58].
Para além disso, é importante mencionar que, mesmo que os protocolos terapéuticos
disponiveis possam ser bem-sucedidos, este tumor é altamente resistente a medicamentos
e a recorréncia ocorre em quase todos os casos [58]. Por esse motivo, devido as opcoes
terapéuticas limitadas para pacientes com GBM, a quimiorresisténcia da TMZ tornou-se
uma area ativa de pesquisa [59], visto que as células tumorais podem adquirir resisténcia
contra agentes citotéxicos de diversas formas. Portanto, é necessario descobrir alvos
mais especificos, de maneira a melhorar a eficicia do tratamento e a contornar a

quimiorresisténcia.

1.3.2. Mecanismos de resisténcia aos farmacos no glioblastoma

Os avancos no tratamento deste tipo de tumor no cérebro sao limitados devido a varios
mecanismos de resisténcia. Tais mecanismos envolvem a entrada limitada de
medicamentos pela BHE e por acoes do SNC para combater os medicamentos direcionados
ao tumor. Além disso, a grande heterogeneidade no GBM contribui para uma resisténcia
terapéutica significativa, impedindo o controlo adequado de toda a massa tumoral por um

unico medicamento e facilitando os mecanismos de escape dos agentes-alvo. As
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caracteristicas das células estaminais do GBM promovem resisténcia a quimioterapia,
radiacdo e imunoterapia através da regulacao de transportadores de efluxo, promocao da
proliferacdo de células estaminais de GBM em zonas neurogénicas e supressao imune,
respetivamente. As cascatas metabdlicas no GBM impedem tratamentos efetivos através
da otimizacao do uso de glicose, do uso de precursores de nutrientes alternativos para
producao de energia e da inducao de hipoxia para melhorar o crescimento do tumor. Uma
variedade de técnicas moleculares esta a ser desenvolvida para atingir o tumor, com a
esperanca de que essa estratégia personalizada ultrapasse a resisténcia terapéutica [60].
Embora cada mecanismo de resisténcia represente uma série de desafios ao tratamento
eficaz do GBM, a medida que investigadores na area reconhecem e solucionam essas
dificuldades, os tratamentos futuros podem ter mais eficacia nestes pacientes. A BHE
constitui um obstaculo na administracdo de agentes terapéuticos para o tratamento do
GBM. Esta barreira funciona como uma interface protetora entre o compartimento do SNC
e a circulacdo sistémica para restringir a entrada de toxinas, células inflamatorias e
macromoléculas no parénquima cerebral. O principal componente da BHE é a camada
endotelial que reveste os vasos sanguineos e cria uma barreira formada por jungoes
apertadas. Células de suporte da BHE incluem pericitos e astrocitos, que regulam a
fidelidade dessas juncoes estreitas e controlam mecanismos enzimaticos, de transporte e
de efluxo criticos [61]. O GBM causa disfuncao da BHE através de uma variedade de
mecanismos: as proteinas de juncao apertadas (claudina e ocludina) sao reguladas
negativamente e as proteinas transportadoras sao reguladas positivamente, resultando
numa maior permeabilidade [60]. Para além disso, o tumor cria os seus proprios vasos
promovendo o extravasamento dos mesmos. No GBM, também aumenta a atividade das
bombas de efluxo, impedindo a entrada de compostos potencialmente terapéuticos no
parénquima tumoral [62]. Desta forma, mecanismos paradoxais de permeabilidade
aumentada juntamente com a regulacdo positiva dos transportadores de membrana e as
bombas de efluxo permitem que substancias promotoras de tumor entrem no leito do
tumor, limitando a entrada de compostos antitumorigénicos. Sendo um tumor altamente
invasivo, as células do GBM aproveitam a sua conexao intima com o parénquima cerebral
normal para resistir a terapia. Os microtubos de tumor sdo longas projecoes que se inserem
dentro da massa tumoral para conectar células tumorais a grandes distancias através das
juncoes estreitas. Ao criar uma rede funcional, os microtubos sdo capazes de diminuir a
eficicia de uma variedade de tratamentos, incluindo quimioterapia, radiacao e terapia
direcionada [63]. Além disso, fornecem um mecanismo importante de recorréncia do
tumor, ao fornecer sinais criticos de crescimento para substituir células mortas,
desencadeando invasdo e metastases distantes. Existe um consenso de que o GBM contém

populacoes discretas de células estaminais cancerigenas (GSCs) [64]. Estas células sao

17



Analise da expressao do OR51E2 no Glioblastoma Multiforme

altamente resistentes a quimioterapia, terapia padrao e radiacao e podem recapitular
uma grande massa tumoral mesmo apoés a resseccao de grande parte do tumor primaério.
As GSCs representam uma barreira significativa a terapia no GBM e sua presenca
pressagia um mau prognostico. Foram identificados varios mecanismos moleculares que
medeiam a resisténcia terapéutica das GSCs as terapias, incluindo o ponto de verificacao
de danos ao DNA, o que sugere que as GSCs desenvolvam multiplos mecanismos de
resisténcia. [64]. Varios fatores de transcricao de GSCs aumentam a quimiorresisténcia
através da modulacdo da BHE. A radiacdo das células de GBM in vitro e in vivo leva ao
enriquecimento das GSCs através da resposta a danos no DNA [60], isto €, o tratamento
com radiacao promove a sobrevivéncia destas células e, por fim, leva a radiorresisténcia

em tumores recorrentes.

1.3.3. Hipoéxia e Metabolismo

Uma das explicacoes possiveis para que as células tumorais prefiram a Glicolise
Aerobia a FO reside nas caracteristicas do ambiente tumoral. Dentro do tumor,
pode encontrar-se uma alta pressao de liquido intersticial, acidose e hipoxia. A
hipéxia significa uma baixa pressao parcial de O (1 < pO2 < 10 mm Hg), ou seja,
baixa disponibilidade de O. [42]. No GBM, existe uma hipo6xia de alto grau, uma
vez que a pO- no interior do tumor pode cair para 1%. No entanto, as células de
GBM possuem métodos para resistir a hipéxia e, consequentemente, tornarem-
se mais agressivas. Em hipoxia, as células cancerigenas estimulam a
neovascularizacdo e secretam VEGF que promove a formacao de novos vasos,
permitindo o fornecimento de O. e nutrientes as células tumorais, garantindo a
sua sobrevivéncia e levando a sua disseminacao [42][65]. No entanto, essa rede
vascular tumoral pode contribuir para a formacao de areas hipdxicas que favorece
o aumento de células muito agressivas, resistentes a hipoxia, que desencadeiam
vias de sinalizacdo altamente conservadas para superar esse stress [42]. A
resposta e a adaptacdo das células a condicoes de hipoxia sao controladas por
fatores de transcricdo, sendo o mais importante nessa homeostase o HIF1, uma
proteina heterodimérica (subunidade a e f3) (Figura 4). Em condicoes de
normoxia, 0 HIF1a é submetido a hidroxilacdo, que permite o recrutamento da
proteina von Hippel-Lindau (VHL), responsavel pela poliubiquitinacao e
posterior degradacdao do HIF1a pelo proteossoma. Por outro lado, em hipoéxia, o
HIF1a é estabilizado e transferido para o nicleo, onde se dimeriza com o HIF1[.

O complexo HIF1a/HIF1-f é transcricionalmente ativo e, apos a ligacao de varios
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coativadores, pode atingir genes especificos. Quando expressos, esses genes
permitem que as células de GBM lidem com a hipdxia através da autofagia,
promovam a angiogénese (VEGF) e a sobrevivéncia celular, aumentem o
metabolismo da glicose (GLUT1,3) e facilitem a invasao tumoral (MMPs) [42].
Portanto, o HIF-1 estimulard a producdo de energia glicolitica e inibira
diretamente a FO, através da transativacao de genes. A glicolise pode nao ser tao
eficiente quanto uma fonte de producdo de energia, mas ocorrera sem a
necessidade de O., que é uma caracteristica essencial para as células tumorais
terem o seu ambiente hipoxico especifico [66]. Tendo em conta as alteracoes
metabolicas que ocorrem nas células cancerigenas de GBM, com um aumento na
captacao e no consumo de glicose, a conversao predominante de glicose em lactato
pode ser determinante para distinguir um GBM do ambiente circundante [67]. A
glicolise aerobia, caracterizada por um consumo elevado de glicose e producao de
lactato, confere vantagens seletivas ao GBM, utilizando nutrientes para apoiar a
rapida proliferacao celular e crescimento do tumor [68]. O efeito Warburg é bem
evidenciado no GBM e, por isso, nos ultimos anos, houve um interesse renovado
no metabolismo deste cancro. Relatérios recentes mostraram que o efeito
Warburg pode ser reprogramado pelo microambiente tumoral. A acidose lactica
e a privacao de glicose sao os microambientes adversos comuns em tumores
solidos [40]. A célula de origem de um GBM é, geralmente, astrocitica. Pode ser
interessante notar que as células gliais normais tém uma capacidade glicolitica
superior que os neurénios, o que pode explicar a predilecao do GBM por favorecer
maiores taxas de glicolise [34]. E clara a preferéncia das células cancerigenas pela
via glicolitica para a obtencao de ATP, o que leva a uma elevada necessidade de
avaliar possiveis inibidores glicoliticos como agentes anticancerigenos para testar
a apoptose/necrose e a proliferacio dos GBMs [40]. A nivel fisiologico, a
concentragdo de lactato é aproximadamente entre 1.8mM a 2mM, nos tecidos
normais. Por outro lado, quando a glicélise estd muito elevada, como no caso do
GBMs, a producao de lactato aumenta, podendo atingir niveis fisiologicos de
40mM [40]. Uma hipotese de invasao mediada por acido lactico sugere que os
ioes H,* secretados pelas células cancerigenas, se difundem no ambiente
circundante e alteram a interface tumor-estroma, permitindo maior invasividade
[69]. Altos niveis de acido lactico foram inicialmente considerados como um

indicador do fluxo glicolitico, no entanto, atualmente, sabe-se que o lactato
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contribui para o crescimento de tumores, para o desenvolvimento de metastases
e promove a angiogénese [39][40]. Efetivamente, pacientes com altos niveis de
lactato apresentam um mau progndstico e uma baixa taxa de sobrevivéncia, como
ja foi comprovado noutros cancros na cabeca e pulmao [40]. Devido aos efeitos
negativos da acidificacdo do organismo, torna-se indispensavel minimizar
possiveis sequelas devido a este ambiente adverso. Neste sentido, torna-se ttil

diminuir o teor de lactato.
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Figura 4 - Na normoxia, o0 HIF1-a é hidroxilado e depois degradado pelo proteossoma. No entanto, na
hipdxia, o suprimento de O leva a estabilizacio e complexacdo do HIF1-a com HIF1-f. O complexo
HIF1a/HIF1-p é transcricionalmente ativo e, apds a ligacao de varios coativadores, pode atingir genes
especificos, incluindo aqueles envolvidos na autofagia, sobrevivéncia, proliferacio e angiogénese. Adaptado
de [42].

1.4. Recetores olfativos no cancro

A capacidade de detetar compostos quimicos no ambiente circundante e fazer ajustes
comportamentais ou bioquimicos é fundamental para a sobrevivéncia da maioria dos
organismos vivos. Os recetores olfativos (ORs) sdo recetores acoplados a proteina G
(GPCRs) do dominio transmembranar, encontrados nos neurénios sensoriais olfativos,
que funcionam como quimiossensores para a detecdo de odorantes volateis [70]. Em
mamiferos, a transducao de sinal é iniciada pela ativacao da via da adenosina monofosfato
ciclica (;CAMP), mediante a estimulacao dos ORs pelos seus ligandos e a ativa¢cao de uma
espécie de proteina G especifica da via olfativa, Golf (Figura 5). Apds ativagao, esta
subunidade proteica liga-se e ativa a adenilato ciclase especifica do olfato - adenilato
ciclase do tipo 3 - que é predominantemente expressa nos neurénios olfativos e promove

a geracao de cAMP, a partir de moléculas de ATP [71]. O aumento de cAMP intracelular
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leva a um influxo externo de Ca2* e Na*, ativando um canal dependente de nucle6tido
ciclico seletivo por catido (CNGC), o que leva a despolarizacio da membrana. Esta
despolarizacao inicial é, posteriormente, amplificada devido a ativacdo de canais de
cloreto, ativados em resposta ao aumento de Ca2* intracelular. A despolarizacao leva a
geracao de potenciais de acdo, bem como a libertacao de neurotransmissores no terminal

sinaptico, no glomérulo do bolbo olfativo [70-71].

Odorant

Figura 5 - Transducao de sinal em neuronios olfativos em mamiferos. A ligacdo de uma molécula de odor
ao OR ativa sucessivamente a proteina G trimérica especifica para olfato (Golf), adenilil ciclase tipo III
(ACIID), o CNGC e um canal Cl ativado por Ca2+ (CaCC). A ativacdo dos dois tipos de canais, leva a
despolarizac¢ao. Adaptado de [72].

Os ORs foram inicialmente identificados no epitélio olfativo, onde cada neurénio contém
um unico OR. No entanto, uma tnica molécula de odor pode ativar varios recetores e
despoletar diferentes percecoes do mesmo odor [73]. Posteriormente, verificou-se que os
genes OR humanos também sao expressos ectopicamente em diversos tecidos humano,
de ratinho de rato, nao sensoriais [73]. Esta observacado levantou a possibilidade de que
estes recetores poderiam ter funcoes fisiologicas em tecidos nao olfativos e que, ao serem
ativados por ligandos quimicos (como pequenas aminas, hormonas, quimiocinas e
odores), podem provocar uma enorme variedade de respostas celulares, entre elas
alteracoes na forma celular e na adesdo, bem como altera¢des na proliferacao celular
[74]. Evidéncias recentes apoiam o papel dos ORs no controlo do crescimento celular
normal e aberrante [75] uma vez que a transducao de sinal que é mediada por segundos
mensageiros, como ioes Ca2*, regula a proliferacao, diferenciacao, apoptose, migracao e
metabolismo de células cancerigenas [76][73]. Deste modo, muitos ORs tém sido
detetados em tumores e servem como marcadores para a carcinogénese ou sido
associados ao controlo da proliferacao e apoptose em diferentes tipos de cancro. As suas
principais fun¢des em drgaos nao olfativos incluem a regulacao da proliferagao celular,
transporte e metabolismo [73]. O OR51E2 é provavelmente o OR mais estudado e um
bom exemplo da pleiotropia de funcées desencadeadas por um tnico OR em diversos

orgaos. Este recetor é também conhecido como um recetor acoplado a proteina G
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especifico da prostata, devido a sua alta expressao neste tipo de cancro, nomeadamente
na linha celular de cancro da prostata LNCaP e em células primarias do epitélio da
prostata humana. O OR51E2 liga-se a derivados de androstenona e 3-ionona, reduzindo
a proliferacao de células cancerigenas da prostata [77]. No entanto, outros autores,
revelaram que apos a estimulacao com [3-ionona, esse recetor provocou proliferacio e
invasividade das células cancerigenas da prostata [78][79]. Para além disso, efeitos
semelhantes foram observados em células epiteliais pigmentares da retina [80]. O
OR51E2 também é regulado positivamente em células de melanoma em comparacao com
melanocitos normais e a ativacao do mesmo inibiu o crescimento de células de melanoma
por meio de processos apoptoéticos [76]. Também em células do pulmao, o OR51E2 liga-
se ao propionato, diminuindo a taxa de remodelacdo do citoesqueleto, bem como a
proliferacdo de células do musculo liso das vias aéreas humanas [81]. Dados recentes
obtidos a partir de microarrays e de sequenciacao de RNA de GMB e mostram que estes
tumores expressam o OR51E2. Os genes homologos deste OR s3o expressos em
murganhos e em ratos (Olfr78 e Olr59, respetivamente). A maioria dos ORs permanece
sem ligandos identificados, no entanto, os que se conhecem incluem moléculas volateis
e outras moléculas endégenas ou exdgenas, como por exemplo: acidos gordos de curta
cadeia (acetato e propionato) e odores sintéticos: lyral e Sandalore® [73]. O lactato, um
metabdlito que advém do processo da glicolise e que se acumula em situagoes de hipdxia,
ativa o Olfr78 induzindo aumentos dos niveis de calcio nas células glomicas e
estimulando a atividade do nervo do seio carotideo. Este estudo, revelou que o OR51E2
é sensivel ao lactato em situagoes de hipoxia [82]. Essas variacoes nos niveis de lactato
no liquido cefalorraquidiano sao comuns em pacientes com doenca neurodegenerativa e
meningite [83] e podem ser detetadas por este recetor olfativo. Portanto, é do maior
interesse estudar os efeitos da ativacao do OR51E2 no metabolismo glicolitico das células

de GBM, uma vez que responde ao lactato.
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Objetivo
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I1. Objetivo

Dados recentes obtidos a partir da analise de bases de dados de microarrays e de
sequenciacao de RNA de GBM, sugeriram que estes tumores expressam o recetor olfativo
51E2 (OR51E2). Tendo este recetor a capacidade de ligar lactato — produto da glicolise —
e tendo o lactato sido implicado na modulacdo da proliferacao e invasao de outros
tumores, propde-se que o OR51E2 possa funcionar como sensor da disponibilidade de

lactato no microambiente tumoral e, desse modo, modelar o metabolismo celular.

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi analisara expressao do OR51E2 em linhas
celulares de GBM e avaliar a sua importancia na viabilidade das mesmas em situacoes de
normoxia/hipoxia e elevada/baixa concentracao de glucose. Por outro lado, pretendeu-
se também analisar o efeito do silenciamento deste recetor na producao de lactato como

medida da glicolise aerdbica ou efeito de Warburg.

24



Anélise da expressdo do OR51E2 no Glioblastoma Multiforme

Materiais e
Meétodos



Analise da expressao do OR51E2 no Glioblastoma Multiforme

I11. Materiais e métodos

3.1. Cultura Celular

3.1.1. Linhas celulares e condicoes de cultura

Trés linhas celulares humanas de glioblastoma multiforme com diferentes graus de
proliferacdo — U-87MG, SNB-19 e U-373MG — foram utilizadas para a realizacao deste
estudo. As células foram mantidas em cultura em meio Dulbecco’s Modified Eagle
Medium High Glucose (DMEM, Gibco™), suplementado com 10% de soro fetal de bovino
(FBS) e 0.1% de penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich), e mantidas a 37°C numa
atmosfera humidificada de 5% de CO.,. Além das linhas celulares de GBM, foi também
usada uma linha celular humana de astrocitos, HASTR/ci35, a qual foi mantida a 33°C
sob uma atmosfera de 5% CO. em Astrocyte Medium (Gibco™) suplementado com 1%
N2 supplement, 10% FBS, 1% penicilina/estreptomicina e 4 pg/mL blasticidina S
(Abcam).

3.1.2. Passagem de células

Sempre que se atingiu uma confluéncia celular de cerca de 70-90%, foi realizada a
passagem celular, de modo a diminuir a densidade celular e garantir a expansao continua
das linhas celulares. No caso das U-87MG, SNB-19 e U-373MG, o meio de cultura foi
removido e as células foram lavadas com uma solugdo salina tamponada com fosfato
(PBS) estéril 1x. O PBS foi removido e substituido por uma solugao de tripsina/acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a 0,25% num volume que assegura a cobertura total
das células, e foram incubadas por 3 a 5 minutos a 37°C. Quando a maioria das células
se soltaram, foi adicionado um volume de meio completo para neutralizar a tripsina que
tem de ser igual ou superior ao volume de tripsina utilizado. As células ressuspendidas
foram recolhidas para um tubo de 15 mL e centrifugadas por 5 minutos, a 1200 rpm. O
sobrenadante foi removido e as células foram transferidas para um 7-flask contento meio
completo e colocadas na incubadora (37°C, 5% CO2). Por outro lado, as células
HASTR/ci35 foram lavadas com Dulbecco's phosphate-buffered saline (DPBS) que,
posteriormente, foi substituido por tripsina:DPBS (1:4) durante 5 minutos a 33°C. Para
travar a acdo da tripsina foi adicionado meio completo. A suspensao celular foi recolhida
e centrifugada por 3 minutos, a 120 g. O sobrenadante foi removido e as células foram

transferidas para um T-flask contento meio completo e incubadas (33°C, 5% CO2).
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3.1.3. Contagem de células

Para a realizacdo das experiéncias foi necessario proceder a contagem do namero total
de células da suspensao celular. Para tal, parte da suspensao celular foi combinada com
azul de tripano, e 10 uL foram transferidos para uma camara Neubauer. Ap6s contagem
das células nos diferentes quadrantes, estimou-se o ntmero de células por mL e o

numero total de células no frasco de cultura, através das seguintes formulas:

N0 tOtal de Células = Ilo CélulaS/mL X Vressuspensﬁo celular

3.2. Extracao de RNA total

A extracao de RNA total foi realizada a partir das linhas celulares de astrécitos humanos
e glioblastoma (U-87MG, SNB-19 e U-373MG). Todo o procedimento foi efetuado em
gelo para evitar degradacao do RNA. Além disso, para evitar a acao das ribonucleases é
necessario utilizar fortes agentes desnaturantes, que efetuam lise celular e inativam as
RNases, e agua tratada com dietilpirocarbonato (dgua DEPC). A extracao de RNA foi
efetuada utilizando tripleXtractor (Grisp, Portugal), de acordo com as recomendacgoes do
fabricante (1 mL tripleXtractor/25 cm?). Assim, adicionou-se tripleXtractor a cada
microtubo contendo as células e homogeneizou-se manualmente com um pildo de forma
a permitir o rompimento celular e a dissolucao dos varios componentes celulares. Apos
uma incubac¢do durante 5 minutos a temperatura ambiente, que permitiu a completa
dissociacao de complexos de nucleoproteinas, adicionou-se o cloroférmio (200 uL de
cloroférmio/1 mL de tripleXtractor) e homogeneizou-se a amostra por inversao. As
amostras foram entdo incubadas durante 10 minutos a temperatura ambiente e
centrifugadas posteriormente a 4°C durante 15 minutos a 12000 g. Ap6s centrifugacao,
a solucdo separou-se em trés fases: no fundo do tubo obteve-se a fase organica (cor
rosada) contendo as proteinas e residuos de fenol e cloroférmio; a interfase contendo o
DNA; e a fase aquosa (transparente), contendo o RNA. Deste modo, a fase aquosa foi
transferida para um novo microtubo ao qual se adicionou o isopropanol (500 uL de
isopropanol/1mL de tripleXtractor) e misturou-se por inversao, de forma a permitir a
recuperacdo do RNA por precipitacdo. Apo6s incubacdo durante 10 minutos a
temperatura ambiente e centrifugacdo a 4°C durante 10 minutos a 12000 g, rejeitou-se
o sobrenadante. O RNA, sob forma de um precipitado branco, foi lavado duas vezes com
500 uL de etanol 75% em agua DEPC (-20°C), centrifugado a 4°C durante 5 minutos a
7500 g, tendo-se rejeitado o sobrenadante. Por fim, retirou-se o etanol excedente e o
precipitado de RNA total foi rehidratado em dgua DEPC e armazenado a -80°C para uso

posterior. A integridade do RNA total foi analisada por uma eletroforese em gel de
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agarose a 1.5% corado com GreenSafe (NZYTech, Portugal), em Tampao TAE 1x diluido
em agua DEPC. As amostras foram preparadas com 2 puL. de RNA total, 8 uL de H20
estéril e 2 uL de loading buffer 10x, e depositadas no gel. Apos a corrida da eletroforese
a 100 V durante 30 minutos, visualizou-se o gel no transiluminador UVITEC (UVitec
Cambridge, Reino Unido). A qualidade do RNA foi confirmada pela presenca de 2 bandas
de rRNA — 18S e 28S — em que a banda 28S apresentava aproximadamente o dobro da
intensidade da 18S. Caso o RNA estivesse degradado, esta proporcao estaria alterada,
podendo mesmo observar-se arrastamento. A quantificacaio do RNA total foi realizada
utilizando o nanoespectrofotbmetro Nanophotometer™ (Implen, Alemanha), que
fornece a concentracdo de RNA (ug/uL) e a razao A260/A280, que indica o grau de
pureza do RNA com base na leitura de absorvéncia a 260 e 280 nm, comprimentos de
onda aos quais os acidos nucleicos e as proteinas absorvem. Considera-se que o RNA esta

puro quando a razao entre as absorvéncias se encontrar no intervalo entre 1,8 e 2,1.

3.3. Sintese de cDNA
A sintese de DNA complementar (cDNA) foi realizada a partir do RNA total, com

transcriptase reversa, na presenca de iniciadores de sintese (primers). Utilizou-se a
enzima NZYM-MuLV Reverse Transcriptase (NZYTech, Portugal), seguindo as
instrucgoes do fabricante. Preparou-se uma MIX num microtubo, contendo 1ug RNA, 1
uL de Random Primers e 2 puL de desoxirribonucleotideos fosfatados (ANTPs), por cada
amostra. De seguida, incubou-se durante 5 minutos a 65°C num termociclador e
adicionaram-se 2 pL de 10x Reaction buffer e 1 pL. de NZY M-MuLV Reverse
Transcriptase a cada microtubo. Os microtubos foram entdo colocados no termociclador
e incubados a 37°C durante 50 minutos, seguidos de inativagdo da reagdo por
aquecimento a 70°C durante 15 minutos. O ¢cDNA foi armazenado a -20°C para posterior

utilizacao.

3.4. PCR da Transcricao reversa

A técnica de amplificacdo enzimatica de DNA do produto da Transcricdo Reversa —
Polimerase Chain Reaction (PCR), permitiu confirmar a expressao do gene OR51E2 nas
linhas celulares de astroécitos (HASTR/ci35) e glioblastoma (U-87MG, SNB-19 e U-
373MG). A escolha dos primers forward (Fw: ATGGGCGTGGACGTAATGTT) e reverse
(Rv: GAAGGCGAGTACCACACCAA) foi realizada através do programa Primer-Blast. De
forma a amplificar enzimaticamente as sequéncias correspondentes ao mRNA do gene
em estudo, realizou-se PCR utilizando a enzima NZYTaq II 2x Green Master Mix

(NZYtech, Portugal), segundo as instrucdes do fabricante. Por cada reagio adicionaram-
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se 5 uL. de NZYTaq II 2x Green Master Mix, 0.3 uL de primer forward (10 uymol) e 0.3
uL de primer reverse (10 umol). Por fim, perfez-se com agua estéril para um volume total
de 9 pL. A cada reacao foi adicionado 1 uL. de cDNA (2 uL de ¢cDNA no caso da linha
celular U-87MG), a excecao do negativo ao qual foi adicionado 1 puL de agua estéril. A
amplificacdo do gene OR51E2 foi efetuada num termociclador, no qual as amostras
foram colocadas a 95°C durante 3 minutos para ocorrer a desnaturacao inicial.
Seguiram-se 40 ciclos de desnaturacao a 94°C durante 30 segundos, seguidas de 58°C
(temperatura 6tima de emparelhamento dos primers ao DNA) durante 45 segundos,
72°C durante 30 segundos para que ocorresse a amplificacao, e finalmente 72°C durante
5 minutos. Os produtos amplificados foram depois visualizados por eletroforese em gel
de agarose 1.5% na presenca de GreenSafe, como descrito anteriormente. No primeiro
poco foram depositados 3 puL. de marcador de peso molecular GRS Ladder 50bp (Grisp,
Portugal). Apds visualizacdo no transiluminador, os produtos PCR devidamente
amplificados foram enviados para sequenciacao a empresa STAB VIDA (Portugal), e as
sequéncias correspondentes aos genes em estudo foram confirmadas através do
programa NCBI-BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov), por comparagdo com as

sequéncias da base de dados de Homo sapiens.

3.5. Imunohistoquimica

As amostras de astrocitomas humanos (grau I-IV) foram gentilmente cedidas pelo
Doutor Isidro Ferrer Abizanda do Institute of Neuropathology Brain Bank (HUB-ICO-
IDIBELL Biobank), obtidas de acordo com as orientac¢oes da legislacao espanhola (Real
Decreto 1716/2011) e a aprovacao da comissao de ética local do Hospital Universitario
Bellvitge-IDIBELL, e embebidas em parafina. As ldminas com os cortes histologicos de
amostras de astrocitomas humanos (graus I a IV) foram pré-tratadas com Trilogy™ (Cell
Marque™, Millipore Sigma), uma solu¢iao que combina desparafinacao, rehidratacio e
recuperacao antigénica, de acordo com as instrugoes do fabricante. Apds lavagem com
uma solucao salina tamponada com Tris Base contendo 0.1% de Tween-20 (TBS-T), a
atividade das peroxidases endégenas foi bloqueada com uma solucdo contendo 3% de
peroxido de hidrogénio durante 10 minutos a temperatura ambiente. As laminas com os
cortes histolégicos foram depois lavadas duas vezes com TBS-T e incubadas durante 1
hora a temperatura ambiente com o anticorpo primario OR51E2 (dilui¢do 1:750). Ap6s
duas lavagens com TBS-T, as laminas foram tratadas com HiDef Detection™ HRP
Polymer System (Cell Marque™, Millipore Sigma, Portugal). Inicialmente, os cortes
histolégicos foram incubados durante 10 minutos a temperatura ambiente com HiDef
Detection™ Amplifier, lavadas duas vezes com TBS-T, seguidas de incubagao durante 10

minutos a temperatura ambiente com HiDef Detection™ HRP Polymer Detector. Apos
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lavagens com TBS-T, a imunoreatividade foi testada com diaminobenzidina durante 10
minutos a temperatura ambiente. Ap6s nova lavagem com TBS-T, as laminas com os
cortes histolégicos foram marcadas com hematoxilina durante 3 minutos a temperatura
ambiente, de forma a permitir a visualizacdo dos niucleos. Os controlos negativos, sem
anticorpo primario, foram tratados nas mesmas condi¢oes descritas acima. Depois de
desidratadas, as laminas foram montadas e as imagens adquiridas num microscopio

Zeiss Axio Imager 2 (Carl Zeiss, Alemanha) utilizando uma magnificacao de 20x.

3.6. Extracao de proteina

Para efetuar a extracao da proteina total, as células foram homogeneizadas em tampao
de lise — radioimmunoprecipitation assay buffer (RIPA) - contendo fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PMSF), ortovanadato de sédio (Na;VO,) e cocktail de inibidores de
proteases (Roche). As suspensoes foram centrifugadas a 7.000g por 10 min a 4°C e
recuperou-se o sedimento. A quantificacao de proteina total extraida foi realizada com o
Pierce BCA Protein Assay Kit, seguindo as instrucdes do fabricante, por leitura da
absorvancia a 562 nm num leitor de microplacas. Para a quantificacao, foi tracada uma

reta de calibrag¢do de uma dilui¢ao sucessiva (0-1500 mg/mL) de BSA.

3.7. Western Blotting

A técnica de western blotting possibilita a detecdo e quantificacdo relativa de uma
proteina especifica, partindo de extratos de proteina total. O principio base deste método
depende da reacao do anticorpo com o epitopo antigénico da proteina que se pretende
estudar, a qual se encontra imobilizada sobre uma membrana de nylon ou de
nitrocelulose. Neste trabalho procedeu-se ao western blotting para avaliar os niveis de
expressao do OR51E2 nas diferentes linhas celulares (HASTR/ci35, U-87MG, SNB-19 e
U-373MG). Realizou-se uma eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5%, com SDS, do
seguinte modo: a 30 ug de proteina total adicionou-se a loading buffer contendo 4% de
B-mercaptoetanol, um agente desnaturante responsavel por quebrar as ligacGes
dissulfureto das proteinas. De seguida, o extrato proteico foi desnaturado por 10 min a
95°C e, posteriormente, separados de acordo com o seu peso molecular utilizando-se
também um marcador de pesos moleculares (GRS Protein Marker MultiColour, GRiSP,
Portugal). Apo6s a eletroforese, foi efetuada uma eletrotransferéncia das proteinas do gel
para uma membrana de difluoreto de polivinilideno (PVDF), que foi bloqueada com 5%
de leite desnatado, em TBS, por 1h a temperatura ambiente, de forma a impedir ligacdes
inespecificas dos anticorpos as membranas. Apés o bloqueio, a membrana foi incubada

overnight a 4°C com o anticorpo primario rabbit anti-OR51E2 (Sigma-Aldrich, Merck)
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diluido 1:1000 em TBS-T. Apés a incubac¢do com o anticorpo priméario, as membranas
foram lavadas trés vezes com TBS-T e incubada com o anticorpo secundario anti-rabbit
1:20 000 (ThermoFisher Scientific) por 1h a temperatura ambiente. Depois da lavagem
com TBS-T, a detecao do sinal foi realizada com o substrato SuperSignal™ West Pico
PLUS Chemiluminescent Substrate (ThermoFisher Scientific) e as imagens adquiridas
num ChemiDoc™ MP (Bio-Rad, EUA), utilizando o software ImageLab. De forma a
proceder a quantificagdo relativa da proteina do OR51E2, a membrana foi incubada
durante 1th30 com o anticorpo da B-actina (diluida 1:20 000 em TBS-T) a temperatura
ambiente. Ap6s a incubacao, a membrana foi lavada trés vezes com TBS-T e incubada
com o anticorpo secundario anti-mouse (1:40 000) por 1h a temperatura ambiente. A
detecdo do sinal foi realizada como descrito anteriormente. No software ImageLab foi
elaborada a quantificacao da expressao relativa do OR51E2 normalizada para a B-actina
através do racio entre o volume interno da banda de interesse (OR51E2) e o volume

interno da banda de p-actina correspondente.

3.8. Imunocitoquimica

As células foram semeadas em lamelas de 10 mm e deixadas em cultura até atingirem
uma confluéncia de 60-70%. Apods serem lavadas com PBS 1x, adicionou-se 4% de
paraformaldeido (PFA), seguido de lavagens repetidas com agitacdo e incubacido com
wheat-germ agglutinin (WGA) diluido 1:200 em PBS por 15 min. Procedeu-se a
permeabilizacao/bloqueio com 3% de BSA e 0,2% Triton X-100 por 1h a temperatura
ambiente. De seguida, incubou-se com o anticorpo primario anti-OR51E2 1:100, a 4°C
overnight. As células foram lavadas com PBS-Tween a 0,01% (PBS-T) e incubadas
durante 1h a temperatura ambiente, com o anticorpo secundario a-rabbit 1:1000
(Sigma-Aldrich, Merck). A partir da incubacdao com o anticorpo secundério, todos os
procedimentos foram realizados no escuro. As células foram novamente lavadas com
PBS-T antes da incubagao com corante Hoechst 33342 (Molecular Probes, EUA) diluido
1:1000. Finalmente, procedeu-se a montagem e as células foram visualizadas num

microscopio confocal LSM 710 (Zeiss, Alemanha) numa objetiva de 63x.

3.9. Ensaio Normoxia e Hipodxia

Nestas experiéncias utilizou-se a linha celular SNB-19. No primeiro dia, foram semeadas
10.000 células por poco em duas placas de 96 pocos. Em cada placa, foram testadas duas
condicoes distintas: High Glucose (HG, 4,5 g/L) e Low Glucose (LG, 1 g/L). Ao terceiro
dia, o meio de cultura foi substituido pelos meios LG e HG. De seguida, uma placa de

cultura foi mantida na incubadora a 37°C e 5% CO2 (normoxia, 20% 0O2), e a outra foi
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mantida numa camara de hipoxia (STEMCELL Technologies) a 37°C (1% 0O2) durante
48 horas. As condic¢oes de hipoxia foram atingidas através da injecao de uma mistura de

5% CO2 e 95% N2 durante 4 minutos.

3.10.Ensaio MTT
O ensaio do brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazélio (MTT) foi

realizado para determinar a viabilidade celular das diferentes linhas celulares, apds o
ensaio de normoxia e hipoxia descrito anteriormente. No final das experiéncias, os meios
de cultura foram removidos e as células foram incubadas com 5 mg/mL MTT durante
3h30 a 37°C. De forma a dissolver os cristais de formazano formados, foi adicionado
dimetilsulfoxido (DMSO). A densidade 6tica foi medida a 570 nm num leitor de

microplacas.

3.11. Silenciamento do OR51E2

De forma a estudar o efeito do silenciamento do OR51E2 nas células SNB-19, as mesmas
foram transfetadas com um small interfering RNA (siRNA). Para isso, foram semeadas
20.000 células por poco em meio completo, durante 48 horas. Apos esse tempo, 0 meio
de cultura foi substituido por meio sem antibi6tico. No dia seguinte, as células foram
transfetadas com Lipofectamine 2000 (ThermoFisher Scientific), de acordo com as
instrucoes do fabricante. Nestes ensaios, foram estabelecidas diferentes condicoes: (1)
células nao transfetadas; (2) Mock — células contendo apenas o agente de transfecao
Lipofectamine 2000; (3) siScramble — células transfetadas com um siRNA scramble; e
(4) siOR51E2 — células transfetadas com o siRNA especifico de OR51E2. Apos 6 horas de
incubacdo, o meio de cultura foi substituido por meio HG ou LG. De seguida, as células
foram submetidas a condicoes de normoxia e de hipdxia, como descrito anteriormente,
durante 48h. De forma a confirmar o silenciamento do OR51E2, foram realizados
ensaios de imunocitoquimica como descrito anteriormente, e a intensidade de
fluorescéncia do OR51E2 foi quantificada no software ZEN 3.0 (Zeiss, Alemanha) em
relacdo ao niimero de nucleos celulares marcados em cada campo. Posteriormente, de
forma a avaliar a viabilidade celular nas células SNB-19 com o OR51E2 silenciado, foram
realizados ensaios de MTT como descrito anteriormente nas seccoes 3.9 e 3.10. Para tal,
foram semeadas 10.000 células por poco em meio completo, durante 48 horas. Apos esse

tempo, procedeu-se a transfecao de acordo com o descrito acima.
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3.12. Quantificacao do L-Lactato extracelular

Os meios de cultura das experiéncias de MTT descritas acima foram coletados e
utilizados para a determinacao do lactato extracelular, utilizando-se um kit comercial
(Cayman Chemical), seguindo as instrucgoes do fabricante. Este ensaio permitiu a detecao
de L-Lactato num método baseado em fluorescéncia, no qual a Lactato Desidrogenase
catalisa a oxidacao do L-lactato a piruvato, com consequente reducao do NAD* a NADH,
que por sua vez reage com o substrato fluorescente e origina um produto fluorescente
com comprimentos de onda de excitacdo de 530-540 nm e de emissao de 585-595 nm.
Devido a presenca da lactato desidrogenase nas amostras, e de forma a prevenir a
conversao do lactato a piruvato, foi necessario proceder a uma desproteinizacao das
amostras com 0.5 M 4cido metafosforico (MPA). As amostras foram centrifugadas a
10.000 g — 5 minutos — a 4°C, o sobrenadante removido e foram adicionados 50 uL de
carbonato de potassio com o objetivo de manter o pH. As amostras foram novamente
centrifugadas nas mesmas condic¢oes e o sobrenadante recolhido. Posteriormente, as
amostras foram diluidas 1:2 numa solucao tampao do ensaio. Numa placa de 96 pocos
preta opaca, depositaram-se 20 pL de amostras standard de concentragao conhecida de
L-lactato (0-1000 uM) e 20 pL das amostras de interesse, em duplicado. De seguida,
adicionaram-se 100 uL de solucao tampao, 20 puL. de uma mix de cofator e 20 uL de
substrato fluorescente. As reagdes foram iniciadas pela adicdo de 40 pL de mix
enzimatica, e as placas incubadas, protegidas da luz, durante 20 minutos a temperatura

ambiente. A concentracao de L-Lactato foi calculada a partir da seguinte férmula:

CF — (intercepgdo — y)

L — Lactato(uM) = X 2 X dilui¢do da amostra

declive

CF — fluorescéncia corrigida: valor de fluorescéncia de cada amostra ao qual foi subtraido

o valor de fluorescéncia da amostra standard o uM de L-lactato

3.13. Analise estatistica

Os dados apresentados foram expressos como média + erro padrao da média (SEM) de
experiéncias separadas (n>3) e comparados por andlise de variancia one-way (ANOVA)
seguida pelo teste Tukey’s de comparacgdes multiplas utilizando o software GraphPad
Prism. Considerou-se diferenca estatisticamente significativa quando o valor de p foi

inferior a 0,05.
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IV. Resultados

4.1. O recetor olfativo 51E2 é expresso em células de GBM

De forma a analisar a expressao do mRNA e da proteina do OR51E2 nas células de GBM,
realizou-se RT-PCR, western blotting, imunocitoquimica e imunohistoquimica.
Primeiramente, a expressao de mRNA do OR51E2 foi confirmada por RT-PCR na linha
celular de astrocitos normais (HASTR/ci35) e em trés linhas celulares de GBM (U-87MG,
SNB-19 e U-373MG). Observou-se a amplificacao de um fragmento com 135 bp, tal como
previsto, em todos as linhas celulares em estudo. Posteriormente, por western blotting,
procedeu-se a anélise da expressao da proteina OR51E2 nas linhas celulares HASTR/ci35
e U-87MG, SNB-19 e U-373MG, tendo-se obtido uma banda de aproximadamente 36
kDa (Figura 6B), correspondente ao tamanho esperado da proteina. No entanto, nao foi
possivel observar diferencas nos niveis de expressao da proteina entre as diferentes
linhas celulares (Figura 6C). Apos confirmacao da expressao da proteina do OR51E2 nas
diferentes linhas celulares, realizou-se um ensaio de imunocitoquimica de forma a
observar a sua localizagdo celular, tendo-se verificado que o OR51E2 é expresso
predominantemente no citosol, embora também seja expresso na membrana plasmética
(Figura7A). Além disso, através da quantificacao da intensidade de fluorescéncia (Figura
7B), parece observar-se uma maior expressao do OR51E2 nas linhas celulares mais
proliferativas de glioblastoma nas SNB-19 (p<0.0001) e U-373MG (p<0.0001),
relativamente as linhas celulares HASTR/ci35 e U-87MG. Por fim, procedeu-se a
comparacao dos niveis de expressao do OR51E2 em amostras humanas de astrocitomas
de diferentes graus (I-IV), segundo a classificacio da OMS. Esta técnica permitiu
identificar a presenca e a estudar a localizacao deste recetor em cortes histologicos de
amostras humanas de astrocitoma pilocitico (graus I e II), de astrocitoma anaplasico
(grau IIT) e de glioblastoma (grau IV) (Figura 8). Nos controlos negativos, nao se

observou qualquer marcagao.
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Figure 6 — Analise da expressiao de OR51E2. (A) RT-PCR do OR51E2. Eletroforese em gel de agarose
1,5% corado com GreenSafe dos produtos de PCR do gene OR51E2. 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. A analise de RT-PCR validou a expressao do OR51E2 nas diferentes
linhas celulares. (B) Western blotting das proteinas OR51E2 e B-actina nas linhas celulares de astrdcitos
(HASTR/ci35) e de glioblastoma (U-87MG, SNB-19 e U-373MG), tendo-se obtido, como esperado, bandas
de peso molecular aproximado de 36 KDa. (C) Expressao relativa do OR51E2 normalizada para a B-actina.
Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas (p=0,6149).
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Figura 7 — (A) Imagens obtidas por microscopia confocal de imunofluorescéncia do OR51E2 (verde) na
linha celular HASTR/ci35 e nas linhas celulares de GBM. Os nucleos celulares (azul) foram marcados com
Hoechst 33342. Foi possivel observar uma localizagdo maioritariamente intracelular do OR51E2. Barra de
escala: 50 um. (B) Quantificacao relativa da intensidade de fluorescéncia do OR51E2 nas linhas celulares de
astrocitos normais e de GBM. Verificou-se uma maior expressdao do OR51E2 nas linhas celulares SNB-19 e
U-373MG (p<0.0001) relativamente as linhas celulares HASTR/ci35 e U-87MG.
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ITRCAT, 7 s

Figura 8 - Localizagao da proteina OR51E2 em amostras de astrocitomas humanos de diferentes graus por
imunohistoquimica. As imagens representam cortes histologicos de amostras de astrocitomas pilociticos
(graus I e IT), anaplésico, e de glioblastoma, incubadas com anticorpo priméario anti-OR51E2 (diluido 1:500).
As figuras apresentam uma escala de 50 pm.
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4.2. Condicoes de hipéxia e de baixa concentraciao de
glucose induzem uma reducao na viabilidade celular

na linha SNB-19

Todas as células dependem da absorc¢ao de nutrientes, que sdo direcionados para varias
vias metabolicas para produzir energia, a fim de manter a homeostase celular. Neste
sentido, a linha celular SNB-19 foi submetida a privacao de glucose e oxigénio (hip6xia).
A figura 10 diz respeito a percentagem da viabilidade celular na linha SNB-19 apds
privacao de oxigénio e/ou glucose. Em situacoes de normoxia, a reducao da concentracao
de glucose no meio (LG normoxia) levou a uma diminuicdo em cerca de 50% da
viabilidade celular das SNB-19 (p<0.0001) relativamente ao controlo (HG normoxia).
Adicionalmente, quando as células foram expostas a privacao de oxigénio (HG hipoxia),
ocorreu uma diminuicdo da viabilidade (p=0.0032) relativamente a condicao de
normoxia (HG normoxia). Por fim, e de acordo com o que seria expectavel, as células
sujeitas a privacao de oxigénio e glucose (LG hipoxia), elementos estes essenciais a
sobrevivéncia, sofreram uma diminuicdo na viabilidade celular de cerca de 90%

(p<0.0001) em relacao ao controlo (HG normoxia).
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Figura 9 — Ensaio de MTT para quantificagdo da viabilidade celular nas SNB-19 em condigbes de
Low/High Glucose e Normoxia/Hipoxia durante 48 horas. Os dados foram comparados e expressos como
média + SEM. Os graficos de barras representam as médias + SEM, N = 4 e a anilise estatistica foi realizada
usando two-way ANOVA (**, p < 0.5; **** p < 0.0001).
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4.3. Silenciamento do OR51E2 na linha celular SNB-19

Numa tentativa de esclarecer se a proliferacao de células de GBM pode ser mediada pelo
OR51E2, procedeu-se ao silenciamento do gene OR51E2, com um siRNA especifico, nas
células SNB-19. O silenciamento do OR51E2 foi confirmado pela quantificacdo da
intensidade de fluorescéncia (Figura 10A). Através da quantificacao da intensidade de
fluorescéncia (Figura 10B), foi possivel observar que ocorreu uma diminuicio
significativa da fluorescéncia nas células transfetadas com siRNA OR51E2 (p<0.0001)
relativamente as células nao-transfetadas e as células mock. Nao foram observadas

diferencas estatisticamente significativas entre as células transfetadas com siRNA de

OR51E2 e as células transfetadas com siRNA Scramble.
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Figura 10 — Silenciamento génico do OR51E2 com siRNA especifico. (A) Imagens obtidas através de
microscopia confocal de imunofluorescéncia do OR51E2 na linha celular SNB-19 (verde). As células foram
transfetadas com siRNA OR51E2 e um siRNA Scramble, observando-se uma diminui¢ao da fluorescéncia
nas células transfetadas com o siOR51E2. Os nucleos (azul) foram corados com Hoechst 33342. (B)
Quantificacao da intensidade de fluorescéncia na linha celular SNB-19 ap6s silenciamento do OR51E2. as
células transfetadas com o siOR51E2 apresentam uma menor fluorescéncia relativamente as células néo-
transfetadas e mock (p<o0.0001). Os graficos de barras representam as médias + SEM, N = 4 e a analise
estatistica foi realizada usando ANOVA.
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Posteriormente, a viabilidade celular das SNB-19 apoés silenciamento de OR51E2 foi
testada sob privacao de glucose e/ou oxigénio. Em condi¢oes normais de oxigénio (HG
normoxia e LG normoxia), a viabilidade celular nao apresenta diferencas significativas
entre mock, siScramble e siOR51E2 (Fig. 11A e 11B). Resultados semelhantes foram

obtidos para as células sob privacao de oxigénio (HG e LG hipoxia).
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Figura 11 — Ensaio de MTT para quantificacao da viabilidade celular na linha celular SNB-19 em Normoxia
(A) High e (B) Low Glucose. A viabilidade celular ndo apresenta diferencas significativas entre as diferentes
condicbes: mock, siScramble e siOR51E2. Os graficos de barras representam as médias + SEM, N = 3.
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Figura 12 — Ensaio de MTT para quantificacao da viabilidade celular na linha celular SNB-19 em Hipoéxia
(A) High e (B) Low Glucose. A viabilidade celular ndo apresenta diferencas significativas entre as diferentes
condigbes: mock, siScramble e siOR51E2. Os graficos de barras representam as médias + SEM, N = 3.
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4.4. Relacao entre o silenciamento do OR51E2 e a

concentracao de lactato extracelular na linha SNB-19

Nas células tumorais, mesmo na presenca de oxigénio, a glucose é metabolizada em
lactato com o objetivo de fornecer substratos para a biossintese de nucleotideos,
aminoacidos e NADPH que sao utilizados na proliferacao celular e manutencao de
sobrevivéncia — efeito de Warburg. Sendo o OR51E2 ativado pelo lactato, procedeu-se a
quantificacdo do L-lactato extracelular nos meios celulares das experiéncias de privacao
de glucose e oxigénio. Os resultados mostraram nao haver diferencas significativas na

concentracdo de L-lactato entre as diferentes condicoes.
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Figura 13 — Concentracio de L-Lactato extracelular, sob condi¢ées de normoxia e hipdxia com o OR51E2
silenciado. Nao se verificaram diferencas estatisticamente significativas na concentracao de L-Lactato nas
diferentes condigoes.
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Discussao

O grande desafio no tratamento do GBM esta na sua localizacdo, a dificil delimitacao
dificulta a remoc¢ao completa deste tipo de tumor. As células de GBM interagem com o
ambiente circundante, criando fortes interacoes entre grupos de células heterogéneas,
varias quimiocinas com efeitos citogenéticos e proteinas extracelulares que estimulam a
tumorigénese, expansdo multifocal descontrolada e evasdo imunologica [84].
Paralelamente, a taxa de crescimento extremamente rapida das células GBM apos a
excisdo dos tumores é um dos fatores que contribui para a taxa de sobrevivéncia
extremamente baixa apds o diagnostico [52]. Todas essas caracteristicas devem ser
levadas em consideracao na procura de uma abordagem terapéutica mais adequada. Os
perfis metabdlicos das células cancerigenas diferem do das células normais e as células
de GBM nao sao excecao [85]. Varios estudos mostraram que as células de GBM
dependem amplamente da glicolise, em vez da fosforilacao oxidativa — Efeito Warburg
— para a producao de energia e que essa caracteristica metabolica pode contribuir para a
promocao de vias anabdlicas necessarias para a divisao e proliferacao celular. Por outro
lado, a via glicolitica que leva a producao de lactato favorece uma acidificacdo do meio
extracelular, o que contribui para a degradacao da matriz e facilita a migracao e invasao

das células tumorais para os tecidos saudaveis adjacentes [86][87].

Tendo em vista novas abordagens terapéuticas, o presente trabalho centrou-se na analise
do recetor olfativo OR51E2 no GBM. O OR51E2 pertence a familia dos recetores olfativos
e € expresso em varios tecidos humanos, como proéstata, célon, coragdo e mama
[77]1[88][89]. Um estudo prévio, centrado na analise do papel do OR51E2 em
melandcitos, revelou que este recetor afeta a proliferacao, diferenciacao e melanogénese
dos mesmos. J4 no cancro da prostata, demonstrou-se que o OR51E2, promove a invasao
celular in vitro e a metastase in vivo [79]. Para além disso, como a expressao deste
recetor é regulada positivamente em células de cancro da préstata humano em
comparacdo com células epiteliais de prostata saudaveis, o OR51E2 podera ser usado
como um potencial biomarcador tumoral [87-90]. Este recetor ndo é apenas amplamente
expresso, mas também é um dos ORs com maior expressao ao nivel do mRNA [88].
Todos estes factos suportam a importancia do tema central do presente estudo;
investigar a expressao e a fun¢ao do OR51E2 em células de GBM. Dados recentes, obtidos
a partir de microarrays e de sequenciacao de RNA de GBM, mostram que o OR51E2 é
expresso neste tipo de tumor. O presente estudo mostrou a expressao génica e proteica
do OR51E2 na linha HASTR/ci35 e em trés linhas de GBM, U-87MG, SNB-19 e U-
373MG, respetivamente por RT-PCR e Western Blot. Nos ensaios de ICC foi possivel

observar que este recetor se localiza predominantemente no citosol, embora também
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esteja presente na membrana plasmatica, o que é consistente com a literatura. A
presenca do OR51E2 além da membrana citoplasmatica foi previamente demonstrada
em células de cancro da prostata (LNCaP) e em endossomas de melandcitos [74][92].
Através da quantificacdo da intensidade de fluorescéncia, verificAamos uma maior
expressao deste recetor nas linhas celulares mais agressivas de GBM, SNB-19 e U-
373MG. Para além disso, demonstramos a expressao da proteina OR51E2 em células
epiteliais de astrocitomas com varios graus de diferenciacao. A expressdo mais intensa
da proteina OR51E1 é observada nas estruturas celulares luminais apicais, indicando um
padrao de localizacdo na membrana. No entanto, também apresenta expressao de forma

difusa por todo o citoplasma das células epiteliais.

Todas as células dependem da absorcao de nutrientes, que sao direcionados para varias
vias metabolicas para produzir energia, a fim de manter a homeostase celular. Os
tumores sélidos apresentam regides que nao sao irrigadas adequadamente e, isso
acontece porque as células neoplasicas tém elevada taxa mitética, formando camadas
que se distanciam dos vasos sanguineos adjacentes, reduzindo a captacao de oxigénio e
nutrientes. Essa condicao é determinante tanto para a morte de grande parte dessas
células, como para o processo de adaptacdo que leva a sobrevivéncia, relacionada com a
expressao de genes que permitem a adaptacdo metabdlica ao ambiente hostil. Deste
modo, mimetizando esta situacdo, avalidamos o comportamento das SNB-19 perante
condicoes de stress, onde promovemos a privacao de glucose e de oxigénio. De acordo
com o que seria expectavel, as células sujeitas a estas condi¢oes, sofrem uma diminuicao
na viabilidade celular. Devido a contribuic¢ao significativa da reprogramacao metabdlica
para a resisténcia a terapia com GBM, bem como para a capacidade de proliferacio e
migracao, a modulacdo da atividade metabolica aparece como uma estratégia promissora
para abordar o tratamento com GBM. Para além disso, numa tentativa de investigar se
proliferacdo de células de GBM pode ser mediada pelo OR51E2, procedeu-se ao seu
silenciamento nas SNB-19. O silenciamento foi avaliado pela quantificacio da
intensidade de fluorescéncia através de imunofluorescéncia. Deste modo, foi possivel
observar que ocorreu uma diminuicdo significativa da fluorescéncia nas células
transfetadas com siOR51E2 (p<0.0001) relativamente as células nao-transfetadas e as
células mock. Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre as
células transfetadas com siOR51E2 e as células transfetadas com siScramble, o que leva
a questionar a eficacia do silenciamento. Posteriormente, a viabilidade celular das SNB-
19 com o OR51E2 silenciado foi testada sob privacao de glucose e/ou oxigénio. Em
condic¢bes normais de oxigénio (HG normoxia e LG normoxia), a viabilidade celular nao

apresentou diferencas significativas entre as diferentes condi¢des: mock, siScramble e
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siOR51E2. Resultados semelhantes foram obtidos para as células sob privacao de

oxigénio (HG e LG hipodxia).

Para evitar a acidificagao intracelular, as células cancerosas exportam lactato por o meio
extracelular o que permite que a glicolise aerdbica e a producao de lactato continuem, e
simultaneamente que as concentracoes extracelulares de acido lactico aumentem [93].
Altas concentracoes de lactato no ambiente extracelular estdo associadas a um mau
prognostico [94]. A acumulacao de acido lactico no microambiente tumoral extracelular
acidifica o meio devido aos ides H*, criando assim um gradiente eletroquimico através
da membrana plasmatica das células cancerosas que promove a entrada ativa de varios
nutrientes essenciais nas células cancerigenas [93]. Sendo o lactato um dos ligandos
conhecidos do OR51E2, este podera funcionar como sensor da disponibilidade de lactato
no microambiente tumoral. Assim, decidimos quantificar o lactato nas diferentes
condicoes testadas. Enquanto as concentracoes fisiologicas de lactato no sangue e tecido
normal estdo na faixa de 1,5—3 mM, a libertacao de lactato das células tumorais pode
resultar em concentracoes extracelulares até 40 mM [95]. Isso foi demonstrado por
Fisher et al. em 2017 [96], que encontraram niveis elevados de lactato no soro de
pacientes com diferentes tipos de cancro (cancro da mama, gastrointestinal, pulmonar e
urogenital; melanoma; sarcoma; etc.). Os nossos resultados revelaram baixas
concentracoes extracelulares de lactato entre os 150-200 pM. Para além disso,
mostraram nao haver diferencas significativas na concentracao de L-lactato entre as
diferentes condi¢oes em estudo. Contudo, estes ensaios sao muito preliminares, sendo
necessario uma investigacao mais aprofundada neste sentido, e sobretudo uma reavaliacao

dos efeitos do silenciamento, ap6s otimizacao das condigoes de transfecao com siRNA.
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5. Conclusao

A natureza extremamente complexa do GBM torna os estudos centrados neste tipo de
tumor um grande desafio. No entanto, a quantidade crescente de conhecimento ao longo
dos anos sobre as caracteristicas especificas apresentadas por estes tumores, ajudou a
desvendar novos alvos terapéuticos. O perfil metabo6lico do GBM aparece como um ponto
critico ligando uma série de caracteristicas do cancro, incluindo a capacidade
proliferativa, a capacidade de migracao e invasao, e a regulacao da apoptose. Sendo o
OR51E2 ativado pelo lactato e expresso no GBM, avalidmos o seu papel neste tipo tumor.
O uso de uma ferramenta versatil como o silenciamento génico com siRNAs, neste caso
para o OR51E2, pareceu-nos uma abordagem relevante para avaliar o papel deste recetor
olfativo. Esta dissertacao permitiu confirmar que o OR51E2 ¢é efetivamente expresso nas
linhas HASTR/ci35, U-87MG, SNB-19, U-373MG, tanto a nivel proteico como a nivel do
mRNA, sendo que a sua expressao ¢ mais elevada nas linhas mais agressivas SNB-19 e
U-373MG. Em condicoes de stress como privacao de oxigénio e glucose, observou-se uma
diminuicdo da viabilidade celular nas SNB-19. Na mesma linha celular, tentou-se o
silenciamento do OR51E2. No entanto, nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre as células transfetadas com siOR51E2 e as células
transfetadas com siScramble, o que leva a questionar a eficicia do silenciamento. Em
condi¢oes normais de oxigénio (HG norméxia e LG normoxia), a viabilidade celular nao
apresenta diferencas significativas entre as diferentes condi¢des: mock, siScramble e
siOR51E2. Resultados semelhantes foram obtidos para as células sob privacao de
oxigénio (HG e LG hipoxia). Relativamente ao lactato extracelular, os resultados
revelaram nao haver diferengas significativas na concentracdo de L-lactato entre as
diferentes condicoes, o que sugere nao haver diferengas entre os niveis de glicolise, tanto
em condicdes de normoxia como de hipoxia, e também a nao interferéncia do OR51E2
no processo. A atividade de silenciamento de genes de um siRNA é dependente da linha
celular, que se correlaciona com o nivel de expressao de mRNA [97]. Sabe-se que ao
modular o nivel de mRNA alvo, os genes altamente expressos sao os mais suscetiveis ao
silenciamento. O que sugere que a abundancia do mRNA alvo é um fator critico que
determina a eficicia do silenciamento génico mediado por siRNA num determinado
contexto celular [97]. Deste modo, concluimos que a abundancia do mRNA juntamente
com a linha SNB-19, pode ter sido um fator crucial para nao se ter obtido diferencas
significativas. Uma vez que estes ensaios sdo muito preliminares, serd necessario uma
investigacdo mais aprofundada e uma reavaliacdo dos efeitos do silenciamento, apos
otimizacao das condicOes de transfecao com siRNA. Contudo, concluimos que o OR51E2 é
expresso em células de GBM e a suscetibilidade destas células a condi¢des de stress como

os baixos niveis de glucose e oxigénio que reduz significativamente a sua viabilidade.
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