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Resumo

0O cancro do pulmao é uma das doencas oncoldgicas mais frequentes e mais mortiferas em
todo o mundo, uma vez que quase todos os casos quando descobertos ja estao num estadio avancado.
Por estas razoes estudar o cancro do pulmao e fatores que possam diminuir o seu desenvolvimento ou
crescimento tem sido alvo de varios estudos.

0 GPR81, é umrecetor acoplado a proteina G, que tem sido retratado como consideravelmente
aumentado em vdrios tumores sélidos, e que quando ativo estimula o crescimento tumoral, evasao
imunoldgica, migracao e metastizacao.

Assim o nosso objetivo foi testar em duas linhas celulares de cancro de pulmao -A549 e PC9 -
se a inibicao do recetor com o dcido 3-hidroxibutirato (3-OBA) ou a estimulacao com acido 3,5-
dihidroxibenzoico (3,5-DHBA) conferia as células um maior ou menor desenvolvimento tumoral.

Paraisso realizamos varios tipos de ensaios como viabilidade celular, formacao de esferdides
e coldnias assim como ensaio de migracao por wound healing, e concluimos que o GPR81 diminui a
proliferacao celular in vitro quando € inibido farmacologicamente pelo 3-OBA. A administracao de 3,5-
DHBA nao provoca qualquer alteracao na proliferacao das células tumorais.

Estes resultados evidenciam que ainibicao do GPR81pode ser usada para a elaboracao de um

novo tratamento para o cancro do pulmao.

Palavras-chave: GPR81; 3,5-DHBA; 3-OBA; cancro pulmao



Abstract

Lung cancer is one of the most frequent and deadliest oncological diseases in the world, since
almost all cases when discovered are already at an advanced stage. For these reasons, studying lung
cancer and factors that may decrease its development or growth has been the subject of several
studies.

GPR81, a G protein-coupled receptor, has been shown to be considerably increased in several
solid tumors, and when active, stimulates tumor growth, immune evasion, migration and metastasis.

Therefore, our objective was to testin two lung cancer cell lines -A549 and PC9 - whether the
inhibition of the receptor with 3-hydroxybutyrate acid (3-OBA) or stimulation with 35-
dihydroxybenzoic acid (3,5- DHBA) conferred to the cells a greater or lesser tumor development.

For this, we performed several types of assays such as cell viability, spheroid and colony
formation as well as a wound healing migration assay, and we concluded that GPR81 decreases cell
proliferationin vitro whenitis pharmacologically inhibited by 3-OBA. Administration of 3,5-DHBA does
not cause any change in tumor cell proliferation.

These results show that GPR81 inhibition can be used to design a new treatment for lung

cancer.

Keywords: Lung cancer; NSCLC; GPR-81; 3,5-DHBA; 3-0OBA
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1. Introducao

1.1. Cancro do pulmao

0 Cancro do Pulmao (CP), é um tumor maligno broncogénico do epitelioma das vias aéreas, e é o
segundo tipo de cancro com maior incidéncia no mundo e também é considerado o cancro mais
mortifero segundo a Globocan2020 (1-4). S6 no ano de 2020 foram diagnosticados cerca de 2,2
milhoes de novos casos, o que equivale a 11,4% do total de casos oncoldgicos detetados em todo o
mundo, e morreram em torno de 1,8 milhdes de pessoas com CP, aproximadamente 18% do total de
6bitos por cancro, o que evidencia a agressividade desta neoplasia (1,5).

Este tipo de tumor é especialmente recorrente em paises e dreas desenvolvidas como os Estados
Unidos ou paises da Europa mas tem vindo a decair nos ultimos anos devido aimplantacao de politicas
de controlo do uso de tabaco e do avanco da educacao publica sobre o uso do tabaco. Por outro lado
nos paises com baixo ou médio poder de compra como paises asiaticos e africanos tém vindo a
aumentar pela crescente facilidade de acesso (1,5,6).

Globalmente a biologia do cancro de pulmao também varia de etnia para etnia, sendo que em
pacientes asiaticos o cancro do pulmao apresenta muitas das vezes mutacoes no recetor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR) enquanto que em pacientes caucasianos a mutacao predominante é
no Kirsten rat sarcoma (KRAS) (7). Também ha o surgimento de outras mutacdes mais abrangentes
como na quinase de linfoma anapldsico (ALK), nos genes supressores tumorais como proteina tumoral
p53 (TP53), proteina 1associada a ECH do tipo Kelch (KEAP1), na proteina tipo quinase (STK11) e NF1,
assim como nos proto-oncogenes B-Raf (BRAF) e do recetor de tirosina-quinase 1(R0S1) (8,9).

Em Portugal, o CP é a quarta neoplasia maligna mais comum com cerca de 5500 casos por ano
segundo a Globocan2020, mas € a principal causa de morte por cancro no sexo masculino. Aincidéncia
deste tumor é menor nas mulheres com cerca de 6% de novos casos ao ano, porém ao longo das
ultimas decadas o nimero de pacientes do sexo feminino tém vindo a aumentar de ano para ano no
pais devido ao aumento do uso de tabaco por parte das mulheres (2,10,11).

Cerca de 90% dos CP diagnosticados em homens e 80% em mulheres devem-se ao tabagismo
ativo, onde os compentes do fumo do tabaco causam modificacoes da informacao genética das células
do pulmao. O fumo do tabaco contém mais de 4000 produtos quimicos, incluindo sensivelmente 70
carcinogénicos. Aproximadamente 5-10% dos CP sao causados por exposicao ocupacional, incluindo
exposicao a arsénio, cadmio, cromo, diesel, produgao de aluminio, fundicao de ferro e aco, sendo que a
exposicao a amianto é a mais comum (6,8,12).

Para além deste fatores, outros como tabagismo passivo, exposicdes a radon, poluicao do ar,

doencas pulmonares crénicas como asma e a suscetibilidade genética podem estar na causa da



formacao desta neoplasia. Este tltimo fator é o mais recorrente quando o CP surge em pacientes com
uma idade inferior a 50 anos. (1,2,6,8,10,12-14).

Outra razao para o surgimento do CP nos ultimos anos é o uso de cigarros eletronicos. Estes
dispositivos contém uma mistura de nicotina liquida, aromatizantes e outros solventes quimicos como
compostos carbonilicos téxicos e cancerigenos que podem causar inflamacao, citotoxicidade,
aumento da permeabilidade nas células endoteliais do pulmao e falhas agudas na funcao pulmonar
(6,812).

A idade média de diagndstico deste tipo de cancro é de 70 anos tanto para homens como mulheres
e em cerca de 75% dos pacientes o CP é diagnosticado em estadio avancado, muitas das vezes ja com
a doenca localmente avancada ou com a existéncia de metdstases, em consequéncia do inicio tardio
dos sintomas e devido a ineficacia das ferramentas de diagndstico, que nao sao suficientemente
sensiveis (6). Por esta razao, os pacientes apresentam um mau progndstico e baixas taxas de
sobrevida aquando da descoberta da doenca (1,10,15).

Este tipo de tumor pode ser diagnosticado por vdrias abordagens de diagndstico como raio-X,
citologia do escarro, tomografias computorizadas, tomografias por emissao de positrdes (PET),

exames histoldgicos de biopsias tumorais e marcadores tumorais (1,15) .

1.2.  Cancro de pulméo de ndo pequenas celulas (CPNP()

0 CP é histologicamente dividido em dois tipos: 0 cancro de pulmao de pequenas células (CPPC) e
o cancro de pulmao de nao pequenas células (CPNPC) (12,13,16-18). Aproximadamente 85% dos CP
sao de cancro de pulmao de nao pequenas células enquanto os restantes 15% sao de cancro de pulmao
de células pequenas (1,16-19).

0 CPNPC é subdividido em trés subtipos: aproximadamente 40% sao adenocarcinomas
pulmonares, 25-30% sao carcinomas celulares escamosos e 10-15% sao carcinomas de grandes
células. Os adenocarcimas sao a forma mais comum deste tipo de CP, tanto em homens como em
mulheres e a sua incidéncia é cada vez maior, e este subtipo normalmente estd localizado na periferia
do pulmao e tém um crescimento lento; jd a ocorréncia dos carcinomas celulares escamosos tem vindo
a diminuir desde da década de 80 e sao o subtipo que tende a causar sintomas mais precocemente e
localizam-se preferencialmente naregiao central do pulmao; por fim, os carcinomas de grandes células
sao o subtipo menos comum e podem localizar-se em qualquer zona do pulmao, tém a tendéncia de
crescer rapidamente e causar sintomas tardios (1,12,13). Esta mudanca de tendéncia de subtipo
histoldgico deve-se a troca de cigarros nao filtrados para o uso de cigarros filtrados e o aumento da
concentracao de nitrosaminas e dimuicao da nicotina nos cigarros, pois antes de os cigarros serem
filtrados nao havia uma inalacao profunda e consequentemente o fumo do tabaco afetava

principalmente a tranqueia e os brénquios originando neoplaisas mais centrais. Hoje em dia, como o0s



cigarros sao filtrados a fumaca do tabaco dispersa-se mais na arvore respiratéria causando
adenocarcinomas de distribuicao mais periférica (12,16-18).

0 CPCNP surge maioritariamente em pacientes com idades superiores a 70 anos, especialmente
na populacao septuagendria com histdrico de tabagismo (10).

A heterogeneidade tumoral tem um impacto importante nao apenas na classificacao do tumor,
mas também no diagndstico, definicdo do progndstico e na decisao terapéutica (20).

As ferramentas de diagndstico como radiografias do tdérax e citologia do escarro nao sao
suficientemente sensiveis para o diagndstico de CPCNP. Os biomarcadores tumorais como antigénio
carcinoembriondrio (CEA), fragmento da citoqueratina 19 da proteina do tecido epitelial (CYFRA 21-1),
enolase neuroespecifica (NSE) ou antigénio de carcinoma de célula escamosas (SCCA) sao usados para
um diagndstico mais precoce e preciso para este subtipo. 0 CYFRA 21-1é o marcador de eleicao para o
CPCNP e permite separar doencas malignas das benignas com uma especificidade de cerca de 95%.
Porém nenhum destes marcadores tornam o diagndstico possivel num estadio inicial do CP (15).

O CP é um cancro muito dificil de tratar, nao s6 porque os pacientes sao diagnosticados
tardiamente, mas também devido a heterogeneidade dos tumores pulmonares devido a exposicao a
longo prazo aos carcinogénicos e dainstabilidade cromossémica, e pelo facto de que tem de se adaptar
o tratamento de acordo com o subtipo histoldgico (15,18-20). Para o tratamento recorre-se a vdrios
métodos, nomeadamente cirurgia, quimioterapia, radioterapia, terapias dirigidas e imunoterapia e a
sua administracao estd dependente de inimeros fatores como o tamanho da massa tumoral, a
localizacdo, a extensao e a caracterizacao histoldgica e molecular do tumor (13,18,21).

Os pacientes com adenocarcinomas pulmonares sao 0s que possuem maior selecao de
opcoes de tratamento, uma vez que estes recebem combinacgdes de quimioterapia, terapia dirigida
como por exemplo inibidores de EGFR e ALK, e imunoterapias de acordo com a estratificacao
genotipica e fenotipica do cancro o que resulta hum aumento substancial da sobrevida destes
pacientes. Para os pacientes com carcinomas celulares escamosos as op¢oes de tratamento sao mais
limitadas, mas recentemente tem-se usado imunoterapia para o tratamento. Ja os CPPC nao tém
quase nenhuma opcao de tratamento o que contribui para a diminuicao da sobrevida destes pacientes
(18).

Para alem de ser um tumor maligno com opcdes de tratamento limitadas o risco de
desenvolver um CP secundario é bastante elevado especialmente em pacientes com CPCNP removido
em estagiol e ll(18).

Como esta neoplasia é tao dificil de tratar e diagnosticar é importante encontrar novas
metodologias de diagndstico que consigam detetar o CP em estagios iniciais, assim como a criacao de

programas de rastreio mais frequentes e novos tratamentos mais eficazes.



1.3. Recetores Acoplados a proteina G (GPCRs)

Osrecetores acoplados a proteina G (GPCRs) sao uma das maiores e mais diversificadas familias
de proteinas que estao na membrana das células eucaridticas e que medeiam a maioria das respostas
celulares que controlam vdrios processos bioldgicos fundamentais como crescimento, metabolismo,
percecao de imagens, odores e sabores assim como podem contribuir para a homeostase corporal
(21,22). Eles sao importantes para a detecao de moléculas de sinalizacdo como hormonas e
neurotransmissores, assim como ides, fotdes e pequenas moléculas organicas (23). Estes recetores
servem também como interface de comunicacao entre o ambiente extracelular e intracelular e porisso
sao essenciais para muitos eucariotas como plantas, fungos e protozodrios (23).

Os GPCRs sao compostos por um unico polipéptido dobrado numa forma globular e estao
incorporados na membrana plasmatica de uma célula em sete fragmentos. Eles interagem com
proteinas G na membrana e quando uma molécula sinalizadora se liga ao recetor, estes sofrem
alteracdes conformacionais que desencadeiam a interacao entre o GPCR e uma proteina G préxima e
ativam as vias de sinalizacao citosdlica, surgindo entdo uma resposta celular (24,25).

As proteinas G sao proteinas que tem a capacidade de ligar os nucleétidos de guanosina
trifosfato (GTP) e guanosina difosfato (GDP), e que possuem trés subunidades diferentes: uma
subunidade alfa, uma beta e uma gama. A subunidade alfa da proteina G liga-se ao GTP se a proteina
estiver ativa, mas caso nao haja nenhum sinal a subunidade liga-se ao GDP e todo o complexo formado
liga-se aum GPCR prdximo. Esta ligacao mantém-se até uma molécula sinalizadora se ligue ao GPCR,
que por sua vez ativa a proteina G e o GDP é substituido por GTP. Isto resulta na formacao de dois
complexos,um constituido pela proteina G ligada a subunidade alfa e outro composto pelas outras duas
subunidades, até que o GTP seja hidrolisado e o GDP se volte a ligar ao GPCR tornando-o inativo e
interrompendo a sinalizacao (24-26).
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Figura 1- Ativagao da proteina GPCR. Num estado inativo a subunidade o interage com o GDP e todo o complexo liga-
se aum GPCR. Quando estimulado por um agonista que se ligaao GPCR, 0 GDP é substituido por GTP, que origina a separacao
do complexo em dois, um formado pela subunidade o ligada a proteina G e outro formado pelas subunidades fy. Imagem
disponivel DOI: 10.1038/nature01307 (24).



Quando uma proteina G esta ativa ela emite sinais que atuam em alvos especificos como
enzimas ou canais iénicos que produzem milhares de segundos mensageiros como adenosina 3,5-
monofosfato ciclico (CAMP) ou diacilglicerol (DAG) que podem estimular ou inibir esses alvos (24,25).

Os seres humanos tém cerca de 1000 GPCRs diferentes, e cada subtipo do recetor tem um
ligando especifico que ativa uma atividade de transducao de sinal especifica (21,23,25).

Desregulacdes nos GPCRs tem como consequéncia indmeras doencas como diabetes tipo II,
Alzheimer, hipertensao e insuficiéncia cardiaca. Estudos recentes mostraram que GPCRs ativos sao
essenciais na iniciacao e progressao tumoral, invasao, metdstases, migracao, adesao e angiogénese
uma vez que estes estabelecem e mantem um microambiente tumoral (MT) permissivo para a
formagao de tumores (22). Por essa razao, muitas das células cancerigenas expressam GPCRs de

maneira aberrante incluindo cancro do pulmao, préstata, colon e pancreas, o que sugere que estes

recetores podem servir como potenciais alvos para o desenvolvimento de terapias oncoldgicas (22).

1.4. Recetor 81acoplado a proteina G (GPR81)

O recetor 81 acoplado a proteina G (GPR81) também designado por recetor de &cido
hidrocarboxilico 1(HCAR1) é um membro da familia de GPCRs que é encontrado em todos os mamiferos
e peixes. Em seres humanos ele é maioritariamente expresso em adipdcitos, onde a sua ativacao induz
a inibicao da lipdlise através da reducao do monofosfato de adenina ciclico (CAMP) e da atividade da
proteina quinase A, mas também é expresso no intestino, no rim, no pulmao e em niveis mais baixos no
cérebro onde modula as taxas de impulso nervoso que promove a angiogénese cerebral (27-33).
Roland et al. (34), demonstraram pela primeira vez em 2014, que o GPR81 era importante e
indispensavel para a regulacao das células tumorais pancredticas nos mecanismos de transporte de
lactato e na alteracao da expressao dos transportadores de monocarboxilatos (MCTs) 1 e 4 na
presenca de lactato e glicose, pois desempenhava um papel vital nas vias de sinalizacao intracelular
que facilitam o crescimento e o metabolismo do cancro assim como na evasao imunoldgica e
metastases (35). Desde dai vdrios investigadores como Stdubert et al. (36), evidenciaram que a
expressao de GPR81 é elevada em vdrios tumores sdlidos, incluindo cancro da mama, cervical,
pancredtico e hepatocelular promovendo a angiogénese, sobrevivéncia e proliferacao celular (37-39).
Jd nas células tumorais benignas a expressao de GPR81 é insignificante (37).

Uma das caracteristicas malignas nas células tumorais é a reprogramacao do metabolismo
energético caracterizado pelo efeito de Warburg. Este fendtipo é caracterizado por uma
sobreexpressao de transportadores e enzimas envolvidos na via glicolitica, levando a um aumento do
consumo de glucose para que haja a manutencao do crescimento e proliferacao celular. Ao contrdrio
das células normais que desviam o piruvato para a mitocondria para a realizacao da fosforilacao

oxidativa, as células tumorais convertem-no em lactato mesmo em condicoes 6timas de oxigénio. Este



transporte é realizado através dos MCTs que realizam o influxo e efluxo de acido Idtico. O lactato é
acumulado no MT em concentragdes entre 5-20mM, levando a uma acidificagao deste (27,37-41).
Vdrios estudos mostram que a acidificacao do MT desempenha um papel fundamental na
agressividade tumoral, devido a supressao da resposta imune dentro do MT inibindo a atividade de
células T e células natural killer (NK), promovendo a diferenciacdo de células dendriticas (CD)
produtoras de interleucina 10 (IL-10). Estas alteracdes levam ao aumento proliferacao, da migracao e
invasao das células tumorais, aumento da angiogénese e evasao do sistema imunitario bem com a
resisténcia a terapia anti-tumoral (27,38,41-43).

Estudos recentes mostram que o lactato € o ligando enddgeno do GPR81, sendo portanto este
considerado um sensor de lactato em 6rgaos periféricos (27-29,38,40,44). Este metabolito do
metabolismo energético age como fonte de energia e ativa este recetor ligando-se diretamente ao
GPR81 a jusante, resultando na propagacao de sinais intracelulares através da proteina G. Esta
ativacao resulta em uma downregulation do cAMP que origina uma diminuicao da concentracao de
cAMP intracelular (45). Como o lactato se liga ao GPR81, este recetor controla o transporte de lactato e
subsequente producao de ATP, assim como ativa a STAT3 e promove a expressao de GPR81(46).

O lactato pode atuar no GPR81 por via autécrina ou paracrina. Na via autdcrina, o lactato
produzido pelas células tumorais ativa o prdprio recetor; enquanto na via pardcrina o lactato gerado
pelas células cancerigenas ativa o recetor de células do estroma (31,38,47). Ambos os mecanismos
podem influenciar o crescimento e a proliferacao de células tumorais, uma vez que ha um crosstalk
funcional entre as células tumorais e as células do estroma (43). A acumulacdo de lactato no ambiente
extracelular estd associada a um mau prognéstico. Ensaios realizados por Brown et al. (48),
demonstraram que o lactato proveniente das células tumorais ativava o GPR81em células dendriticas,
promovendo a evasao de células imunes ao inibir a apresentacao de antigénios especificos do tumor
(45). O lactato produzido em MT hipdxicos pode ainda interagir com o GPR81 e induzir a expressao da
proteina de morte celular programada 1 (PD-L1) o que resulta na supressao de células T e de um MT

imunossupressor (49).
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Figura 2 - Ativagao GPR81. A glucose entra na célula pelo GLUT1 e através da glicdlise € convertida em piruvato. Este piruvato
€ convertido em lactato que é exportado para fora das células através do MCT1. Quando estad no meio extracelular, o lactato
liga-se ao GPR81 ativando-o. Elaborado no BioRender ®.



Para além do lactato o GPR81 tém um agonista especifico, o dcido 3,5-dihidroxibenzoico (3,5-
DHBA) que imita os efeitos do lactato em células tumorais e um antagonista o dcido 3-hidroxibutirato
(3-0BA) que alguns estudos demonstram que consegue imitar o efeito do knockout do GPR81 assim
como anular os efeitos induzidos pelo lactato e 3,5-DHBA (50-53).

Quando o recetor esta ativo ele aumenta a expressao de GPR81 e estimula as vias de sinalizacao
intracelular aumentando a expressao de MCT1e MCT4 bem como expressao a proteina chaperona dos
MCTs, o cluster de diferenciacao 147 (CD147), que facilitam o crescimento tumoral, angiogénese,
evasao imunoldgica, migracao e metastizacao. (40,43,54). Andlise de dados de TCGA, realizados por
Brown et al. mostraram que a alta expressao de GPR81 é associada a um mau prognostico em
pacientes com cancro da mama (48).

Estudos comprovam que quando ha uma interferéncia na expressao de GPR81ha uma reducao
significativa na atividade mitocondrial ao diminuir a sensibilidade das células tumorais ao lactato assim
como hd uma diminuicao da expressao de MCT1, que resulta numa diminuicao drastica na proliferacao
tumoral e metastases in vitro e in vivo e aumento da apoptose (55). Estes resultados evidenciam que
os niveis de expressao de GPR81 estao correlacionados com a taxa de crescimento tumoral e que o
lactato suporta a sobrevivéncia, o crescimento e o comportamento metastatico através da sinalizacao
do GPR81.

No cancro do pulmao, o GPR81 quando ativo diminui os niveis de cCAMP intracelular e aumenta
os niveis da PD-L1, desencadeando vias de sinalizacao intracelular que levam ao crescimento tumoral,
evasao imune e metastases, evidenciando que a ativacao do GPR81 promove um perfil pré-tumoral
(49,56,57).

2. Objetivos

Este projeto tem como objetivo avaliar o papel do GPR81em linhas celulares de cancro de pulmao,
A549 e PC-9, especialmente descobrir qual é o efeito da inibicao e estimulacao do GPR81 na
modulacao das caracteristicas tumorais das linhas celulares, através de ensaios de viabilidade celular,

de migracao e de proliferacao das células tumorais.

3. Materiais e Metodos

3.1. Linhas celulares e cultura celular
As linhas celulares de adenocarcinoma de pulmao humano A549 e PCS foram usadas neste

estudo. As A549 foram estabelecidas em 1972 por D.J. Giard et al por meio de uma cultura do tecido



pulmonar de um adenocarcinoma de um homem caucasiano de 58 anos (58-60). Esta linha celular é
categorizada como carcinoma de pulmao de nao pequenas células, As PC-9 foram inicialmente
depositadas pelo Riken BioResource Center em 1989 pelo nome de PC-14 como uma linhagem celular
derivada de um adenocarcinoma pulmonar humano do tipo indiferenciado. Depois de uma andlise de
perfil mais elaborada em colaboragao com o Immuno-Biological Laboratories Co., Ltd concluiram que
a linha celular anteriormente estabelecida era idéntica a PC-9, uma linha celular derivada de
adenocarcinoma de pulmao humano, mas do tipo diferenciado, e entdo a identificacao da linha foi
alterada de PC-14 para PC-9 (61,62).

Ambas as linhas foram mantidas em Dulbecco’s modified Eagle’s médium (DMEM) contendo 4,5
g/L de D-glicose (D6429, Sigma) suplementado com 10% soro fetal bovino (FBS)(F7524, Sigma) e 1%
do antibiotico de amplo espectro penicilina-streptomicina (Pen-Strep, ) numa razao de 100
unidades/mL de penicilina com 100 ug/mL de streptomicina numa incubadora com uma atmosfera
humificada com 5% diéxido de carbono (CO) a 372C para que ocorra o crescimento das células (63,64).
O DMEM serve como fonte de vitaminas, aminodcidos e glucose essenciais para as células mas
também serve para manter os niveis de pH e de osmolaridade do meio, enquanto que o FBS contém
enzimas, hormonas, vitaminas e fatores de crescimento fundamentais para a proliferacao e
manutencao celular (65-67). Ja o Pen-Strep é usado para prevenir contaminacdes bacterianas ao

manter as condicdes estéreis (68,69). Ambas as células crescem em monocamada aderente (70).

3.2.Farmacos

De modo a avaliar o papel do GPR81na agressividade das células tumorais a sua expressao sera
estimulada com a adicao do acido 3,5-di- hidroxibenzdico (3,5-DHBA) da Sigma-Aldrich (D110000) ou
iniba usando o dcido 3-hidroxibutirico (3-0OBA) também da Sigma-Aldrich (166989-5G) (71). O farmaco
3,5-DHBA foi dissolvido em dimetilsulféxido (DMSO) (D6878-100mL, Honeywell) enquanto o 3-OBA

foi em soro fisioldgico 0,9%.

3.3. Western Blotting (WB)

0 Western Blotting (WB) foi usado para validar a estimulacao e/ou inibicao do recetor através
da avaliacdo da expressao da proteina GPR81. 0 WB é um teste que permite a transferéncia de
proteinas separadas por eletroforese num gel de dodecilsulfato de sédio com poliacrilamida (SDS-
PAGE) para uma membrana adsorvente. Este ensaio consegue detetar e caracterizar uma infinidade
de proteinas, mesmo as que se encontram em baixa abundancia (72).

Para a avaliacdo de expressao do GPR81 nas linhas celulares em estudo, 5 x 10° de células

A549 e 6 x 10> de células PC-9 foram plaqueadas em placas de 6 pocos e ap6s incubacao durante a



noite, foram administrados os farmacos - 3,5-DHBA e 3-OBA e os respetivos veiculos como condigao
controlo, incubado durante 24horas.

Para a extracao de proteina, as células foram previamente lavadas com solugcao tampao
fosfato-salino (PBS) 1X frio e posteriormente adicionou-se o tampao de lise — 50 mM Tris pH 7.6-8,0;
150 mM NaCl: 5 mM 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA): 1 mM fosfato trissodico (NasP0.): 10
mM fluoreto de sddio (NaF); 10 mM pirofosfato de sédio (NasP-07); 1% NP-40 — suplementado com
inibidores de protéases (11697498001, Roche®). Com a ajuda de um raspador procedeu-se a lise
celular, a amostra foi recolhida para um eppendorf e mantida em gelo durante 15 minutos. Procedeu-
se auma centrifugacao a13000 rpm por 15 minutos a 4°C, e no final recolhu-se apenas o sobrenadante
(72).

De seguida para determinar a concentracao total de proteinas nas diferentes amostras utilizou-
se 0 método colorimétrico de Bradford. Assim, numa placa de 96 pocos, colocou-se 2 L de amostra,
100 pL de PBS1X e 200 pL do corante Coomassie Blue. As proteinas ligam-se ao corante Coomassie
Blue o que faz com que a cor acastanhada mude para diferentes tonalidades de azul conforme a
concentracao da proteina. De modo a quantificar exatamente a concentracao de proteina na nossa
amostra foi realizada uma curva padrao com diferentes concentracées conhecidas de BSA. Apds
incubacao durante 15 minutos, procedeu-se a leitura da absorvancia a 595 nm.

Para a realizacao do WB, a 30 ng de proteina é adicionado 1/3 de Laemmli 4X Sample buffer
(1610747, BioRad) diluido com B-mercaptoetanol. Este tampao contém azul de bromofenol que auxilia
na determinacao da frente da corrida evitando a perda da amostra, glicerol para depositar toda a
amostra no poco e SDS para desnaturar as proteinas e conferir a todas carga negativa, para que elas
se separem efetivamente por tamanho e nao por carga. Apgs isto as amostras sao desnaturadas por 5
minutos a 98°C no Thermoblock.

Proteinas sao entao carregadas num gel de 10% SDS-PAGE, que permite a separacdo de
proteinas por massa. Depois da corrida transferiu-se as proteinas separadas do gel para uma
membrana de nitrocelulose (Amersham Biosciences) através de um sistema de transferéncia Trans-
Blot Turbo (Bio-Rad) com voltagem de 1,5V e amperagem de 300 mA durante 30 minutos. Depois da
transferéncia as membranas foram bloqueadas em leite diluido em TBS 1X por 60 minutos e incubadas
com os anticorpos primarios durante a noite a 4°C (Tabela 1). No dia seguinte procedeu-se a lavagem
das membranas com TBS-T e incubou-se as membranas com os anticorpos secundarios durante 1
hora a temperatura ambiente (Tabela 2). Os anticorpos secundarios sao acoplados a Horseradish
peroxidase (HRP) que quando é oxidada produz luz ao atuar em substratos quimioluminescentes.

Os niveis de proteina foram detetados por quimiluminescéncia utilizando os kits de

quimiluminescéncia aprimorada (ECL) para WB ( 170-5060, Bio-Rad; K-12043-D10, Advansta) e



usando o Azure Sapphire™ Biomolecular Imager para obter aluminescéncia provocada pelaincubagao

do ECL com amembrana (72).

Tabela 1- Anticorpos Primadrios

Proteina Referéncia Diluicao
GPR81 Rabbit SAB-1300089 ( Sigma-Aldrich) 1/200
B-Tubulina Mouse BL605102 ( BioLegend®) 1/1000

Tabela 2 - Anticorpos Secundarios

Proteina Referéncia Diluicao
Goat Anti-Rabbit IgG BP-HRP ab7074 (abcam) 1/5000
Anti-Mouse IgG-HRP sc-516102 ( Santa Cruz Biotechnology ®) 1/5000

3.4. Ensaio da viabilidade celular com Sulforodamina B (SRB)

0 ensaio da sulfarrodomina B (SRB) foi utilizado para calcular a viabilidade e citotoxicidade
induzida pelas drogas uma vez que este ensaio nao é destrutivo, é rapido, os resultados sao bastante
estaveis e é barato (73,74). Foram plaqueadas em triplicado 1 x 10* celulas A549 e PC-9 por poco em
placas de 96 pocos e deixadas aderir durante a noite. No dia sequinte foram administrados, a cadalinha
celular, os farmacos 3,5-DHBA (2,5,10,50 e 100 uM) e 0 3-0BA (10,20, 50 e 100 mM). Células tratadas
com os respetivos veiculos de cada droga foram usadas como o grupo controlo.

Apds 24, 48 e 72h as celulas aderidas na placa foram fixadas com dcido tricloroacético (TCA) a
10% frio durante 1hora a 4°C. De seguida as células foram coradas com SRB a 0,4% dissolvido em dcido

acético a1% por 30 minutos. O SRB é um corante anidnico de proteinas rosa escuro com dois grupos
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sulfénicos, que tém a capacidade de se ligar eletrostaticamente as proteinas das células fixadas com
acido tricloroacético (TCA) e fornecer uma avaliacao colorimétrica (73-75).

Depois dos 30 minutos, o excesso de corante foi removido atraves de quatro lavagens com
acido acético a 1% e a placa foi deixada a secar a temperatura ambiente. Por fim adicionou-se Tris-
Base 10mM a cada poco para que o corante ligado as proteina fosse dissolvido, para de seguida se
medir a absorvancia dos pocos a 490 nm no leitor de placas Thermo Scientific Varioskan® Flash. Os
valores da densidade dtica obtidos com o espectrofotometro foram tratados com recurso ao
Graphpad® (73-75).

3.5. Ensaio de formacao de cdlonias

0 ensaio de formacao de coldnias foi usado para avaliar a sobrevivéncia celular e a capacidade de
cada célula sofrer divisao “ilimitada” baseado na capacidade de uma tnica célula de crescer em uma
coldnia. Este ensaio in vitro é bastante versatil e também pode ser usado para determinar a eficacia de
agentes citotdxicos (76). Procedeu-se a diluicdes sucessivas até obter 500 células A549 e 1000
células PC-9 que foram plaqueadas por poco em placas de 6 pocos. Apds 48 horas foi administrado
100 pM de 3,5-DHBA e 20 mM 3-0BA aos respetivos pocos.

Lavou-se os pocos com PBS frio e fixou-se as células com metanol frio durante 30 minutos a 4°C.
De seguida as coldnias foram coradas com cristal violeta 0,5% p/v dissolvido em etanol. O cristal
violeta é um corante que consegue atravessar a membrana das células, ligando-se ao DNA e tornando
as células violetas (60,76).

Apds a coloracao retirou-se o corante e lavou-se as placas com dgua e deixa-se secar a
temperatura ambiente. Em dltimo contou-se as coldnias formadas e procedeu-se a andlise dos

resultados.
3.6. Ensaio de migracao celular por Wound healing

0 ensaio de migracao celular, ou ensaio de “Wound healing” foi utilizado para avaliar a migracao
celular e é frequentemente usado em testes de drogas e analise de células cancerigenas, pois é facil de
executar, barato e os resultados sao reprodutiveis (77-79).

Neste ensaio plaqueou-se 1,5 x 106 células A549 e 5 x 10° células PC~9 por poco em placas de
6 pocos e foram deixadas a aderir até atingir 100% de confluéncia. Quando as células ja estavam
aderidas ao poco em monocamada, foi realizada uma “ferida” (Wound) com o auxilio de uma ponta
estéril de uma micropipetade 200 pL, com ointuito de haver uma arealivre de células, a fim de que haja
ainducao de migracao nesse espaco vazio. De sequida retirou-se o sobrenadante, lavou-se os detritos

celulares com PBS 1X e colocou-se DMEM completo juntamente com as drogas (100 uM 3,5-DHBA e

1"



20 mM 3-0BA). Por fim monitorizou-se o fecho daferida fotografando os pocos as 0,24, 48 e 72 horas
por um microscopio invertido Olympus. O tamanho da ferida foi medido em cinco pontos aleatdrios de
cada tratamento em duplicado pelo programa beWound, e os dados apresentados sao apresentados

como a média + desvio padrao (70,77-79).

3.7. Ensaio de formacao de esferdides

0 ensaio de formacao de esferdides foi usado para determinar a capacidade de crescimento das
células tumorais em estruturas 3D, uma vez que esta conformacao para além de ter a arquitetura dos
tumores sélidos e de serem altamente reprodutiveis e padronizados, permite que as células tumorais
mimetizem o MT (80).

Para iniciar este método colocou-se 100 pL de agarose 1% por poco em placas de 96 pocos e
deixou-se solidificar. Depois plaqueou-se 5000 células nestas placas e levou-se a centrifugar a 1000
rpm durante 3 minutos para haver a formacao do esferoide. Apds 48 horas foram administrados os
farmacos 3,5-DHBA (100 uM) e 3-OBA (20 mM) aos pocos que tinham esferoides e procedeu-se a
captacao de fotografias no microscépio durante 14 dias para ver o crescimento destes. Os farmacos

foram renovados a cada 3 dias.

3.8. Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada usando Graph Pad Prism versao 8.0.1.. Na andlise estatistica das
diferencas entre os valores dos ensaios recorreu-se ao teste t-student e a andlise de variancia
unidirecional one-way ANOVA. Todos os dados dos métodos estatisticos sao relatados como media +

desvio-padrao e as diferencas estatisticas significativas foram consideradas quando p < 0,05.
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4. Resultados

Como o nosso objetivo era estudar o papel do GPR81 em linhas celulares de cancro de pulmao
de nao pequenas células, foram realizados estudos in vitro em duas linhas celulares a A549 e a PC-9
onde se modelou a expressao deste recetor. Estudos preliminares nao publicados do grupo, mostraram
que ambas as linhas expressavam por gPCR o GPR81, sendo que a sua expressao seria mais elevada
na linha PC-S. Assim, para melhor compreensao da atividade deste recetor nestas linhas, decidimos
avaliar quer a sua ativacao através da administracao de 3,5-DHBA, quer a sua inibicao através da
administracao de 3-OBA. De maneira a garantirmos que este recetor estaria ativo nestas células
previamente a sua inibicao, tratamos as células com o seu ativador enddgeno. Assim adicionou-se 10
mM de lactato as células tratadas com 3-0OBA, pois o lactato é o ligando endégeno do GPR81, e quando
este estd no meio ativa os recetores que estao na membrana (27-29).

Primeiro estudamos a concentracdo de droga a usar nos ensaios utilizando o ensaio da
viabilidade com SRB com o agonista e com o inibidor do GPR81. Quando as A549 foram expostas as
diferentes concentracoes de 3,5-DHBA - 2, 5, 10, 50 e 100 pM - as células nao apresentaram
diferencas significativas no seu crescimento relativamente ao controlo (apenas DMSO) durante o
tempo de estudo (Figura 3A). Ao passo que quando as células foram expostas as diversas
concentracoes de 3-0BA —10, 20,50 e 100 mM - nao exibiram diferencas significativas na diminuicao
do crescimento celular em comparacao com o controlo (com apenas NaCl) no decurso do tempo de
estudo (Figura 3B). Para as PC-9 procedemos ao mesmo ensaio, nas mesmas condicoes, com as
mesmas concentracoes do 3,5-DHBA e 3-0BA. Quando colocamos as células PC-9 em cultura com
3,5-DHBA o crescimento das células relativamente ao controlo nao é estatisticamente significativo
durante as 72 horas (Figura 3C). Quando expostas ao 3-0BA as células PC-9 com concentracdes mais
elevadas do farmaco — 50 nM e 100 nM - tiveram uma diminui¢ao significativa da viabilidade celular
em comparacao com o controlo nas 72 horas de estudo (Figura 3D). Com base nestes resultados e com
asinformacaes da literatura determinamos uma concentracao fixa a usar de cada farmaco nos ensaios
seguintes. Escolhemos usar a concentracao de 100 puM de 3,5-DHBA, uma vez que, e a concentracao

de 20 mM de 3-0OBA, pois era a concentracao onde nao havia morte celular
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Figura 3 - Ensaios de viabilidade celular da linha A549 e da linha PC-9. A e C) Ensaio SRB nas células A549 e PC-9,
respetivamente, tratadas com diferentes concentracées de 3,5-DHBA. Resultados tém trés ensaios independentes. B e D)
Ensaio SRB nas células A549 e PC-9, respetivamente, tratadas com diferentes concentracoes de 3-0BA e 10 mM de lactato
em DMEM com 1% P/S e 1% FBS. Resultados tém dois ensaios independentes. Os resultados sdo exibidos como media +
desvio-padrao. Foi aplicado 0 método estatistico one-way ANOVA (p<0,05).

Para avaliar a acao destes inibidores na expressao do GPR81 utilizamos a técnica de WB. Pela
andlise da imagem 4A, verificamos que ao administrar o agonista as células A549 havia um aumento
da expressao da proteina relativamente ao veiculo (p=0,0327) e quando se adicionava o inibidor as
células verificava-se uma diminuicao da expressao da proteina em comparacao com as células
tratadas com NaCl (p=0,0044). Na linha celular PC-9 verificou-se 0 mesmo que acontecia nas A549,
ou seja, havia um aumento da expressao da proteina nas células tratadas com o agonista, 3,5-DHBA

(p=0,0015), e uma diminuicao nas células tratadas com o inibidor, 3-OBA (p=0,0010) (Figura 4B).
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Figura 4 - Anélise de Western Blotting da linha A549 e da linha PC-9. A) WB da linha A5489; B) WB da linha A548; O gréfico a
direita € a representacdo quantificativa dos resultados do WB, normalizado para a 3-Tubulina. A 3-Tubulina € uma proteina
presente em varios tipos de células nos microtibulos e € utilizada como controlo interno no WB para garantir que todos os
pocos contém a mesma carga de proteina. Resultados tém dois ensaios independentes com duas réplicas cada. Os resultados
sdo exibidos como media + desvio-padrdo. Foi aplicado o método estatistico t-student (* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001)

De modo a avaliar o papel do GPR81 no comportamento das linhas celulares de cancro de
pulmao de nao pequenas células fomos analisar a proliferacao celular, através dos ensaios de
formacao de coldnias e culturas 3D e a migracao celular pela técnica de wound healing apds ativagao e
inibicao do recetor em ambas as linhas.

Para ver o efeito da ativacao de GPR81 namigracao celular incubamos as células com 100 uM
de 3,5-DHBA e para controlo incubamos com o respetivo veiculo. Relativamente as A549 durante as
72 horas que observamos a cicatrizacao da ferida, ndo houveram diferencas significativas em nenhum
tempo de estudo entre as duas condi¢des (Figura 5A). Para as PC-9 observamos que as células as 24
horas nao apresentam diferencas na percentagem de fecho da ferida, mas as 48 horas apds a
administracdao do farmaco houve um aumento significativo do encerramento da lesao nas células
tratadas com o agonista (p<0,0001). As 72 horas a ferida estava cicatrizada nas duas condicdes (Figura

5B).
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resultados sao exibidos como media + desvio-padrdo. Foi aplicado o método estatistico one-way ANOVA (- **** p<0.0001: ns:

nédo significativo).

No sentido de averiguar o efeito da inibicdao pelo 3-OBA ambas as linhas celulares foram

incubadas em 2 condicoes diferentes: com NaCl 0,9% +10mM lactato e com 20 mM de 3-OBA +10mM

lactato. Na linha A549 nas 72 horas de estudo, nao houveram diferencas na migracao entre as células
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tratadas com o inibidor e as células tratadas com NaCl (Figura 6A). Quanto as PC-9, nas primeiras 24
horas nao houveram diferencas na migracao entre as células tratadas com NaCl e as tratadas com 3-
OBA, porém as 48 horas houve uma diferenca de fecho de cerca de 20% (p<0,0001) entre as células

tratadas com NaCl e as células tratadas com 3-OBA (Figura 6B).
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Figura 6 - Percentagem de migracdo. A e B) Nas células A549 e PC-9, respetivamente, tratadas com NaCl 0,9% + 10 mM
lactato e 20 mM 3-0BA + 10 Mm lactato com pH de 6,8 em trés tempos diferentes (24, 48 e 72 horas). Resultados tém dois
ensaios independentes com duas réplicas cada. Os resultados sao exibidos como media + desvio-padrao. Foi aplicado o
método estatistico one-way ANOVA (* p<0.05; **** p<0.0007; ns: ndo significativo).
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A adicao de 10 mM de lactato ao meio juntamente com o inibidor levou a uma alteracao do pH
do meio para 6,8 o que pode influenciar a agressividade tumoral - como o0 aumento da migracao celular
como previamente demonstrado no trabalho elaborado por Lee et al. (81) . Assim e de modo a inferir
sobre a acao do inibidor independentemente da acao da acidificacao do meio, realizamos o ensaio a pH
7.4.Nas A549 nao houveram diferencas na migracao celular as 24 e 48 horas entre as células tratadas
com 3-0BA e as células tratadas com o veiculo. J& as 72 horas o farmaco inibe a migracdo da linha
celular em cerca de 10% (p=0,0102) (Figura 7A). Quanto as PC-9, as 24 horas houve uma diferenca de
cerca de 25% (p=0,0014) na cicatrizacao da ferida comparando as células tratadas com o veiculo e as
tratadas com 3-OBA. As 48 horas as células tratadas com o inibidor tiveram novamente uma
percentagem menor no encerramento da ferida em comparacao com as tratadas com NaCl (p=0,0242).

As 72 horas nao ha diferencas na migracao celular entre as duas condicdes (Figura 7B).
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Figura 7 - Percentagem de migracdo. A e B) Nas células A549 e PC-9, respetivamente, tratadas com NaCl 0,9% + 10 mM
lactato e 20 mM 3-0BA + 10 Mm lactato com pH de 7,4 em trés tempos diferentes (24, 48 e 72 horas). Resultados tém dois
ensaios independentes com duas réplicas cada. Os resultados sao exibidos como media + desvio-padrao. Foi aplicado o
método estatistico one-way ANOVA (* p<0.05; ** p<0.01: ns: ndo significativo).
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De seguida avaliamos o efeito da manipulacao de GPR81na capacidade de criacao de coldnias,
usando as mesmas condicdes usadas para a migracao celular. Para a linha A549, observamos que
quando foi exposta ao agonista, nao houve diferencas significativas no nimero de colénias formadas
entre as duas condicoes (Figura 8A). Para a linha PC-9, também ndo houveram diferencas no nimero
de coldnias formadas quando expostas ao agonista (Figura 8B).

Quando as células A549 forma expostas ao inibidor, a pH 6,8, verificamos que o nimero de
colénias formado era menor nas células expostas ao 3-OBA quando comparado com o nimero de
coldnias formado nas células tratadas com o veiculo (p=0,0159) (Figura 8C). Para além da diferenca no
nimero de coldnias formadas, o tamanho das coldnias nas células tratadas com o inibidor era
visivelmente menor quando comparado com o tamanho das coldnias tratadas com o veiculo. 0 mesmo
resultado foi verificado a pH 7,4 (p=0,0141) (Figura 8E). Relativamente as PC-9, averiguamos que o
nimero de coldnias formado era também menor nas células tratadas com o inibidor quando
comparavamos o nimero de coldnias formado nas células tratadas com o veiculo (p=0,0110) (Figura

8D). O resultado foi o mesmo a pH 7,4 (p=0,0162) (Figura 8F)
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Por fim realizamos o ensaio de formacao de esferdides para determinar se a administracao do
agonista e doinibidor influenciava a capacidade de crescimento das células tumorais em estruturas 3D.
Depois da formacao dos esferdides administramos 100 uM de 3,5-DHBA aos esferdides e tiramos
fotografias a cada dois dias. A dose do agonista foi renovada a cada trés dias. Comparando os
esferdides A549 tratados com 3,5-DHBA e os tratados com DMSO, nao observamos diferencas
significativas no tamanho dos esferdides ao fim de 7 dias (Figura 9A). Em relacao as PC-9, no sequndo
dia apds a formacao dos esferdides, os esferdides das células tratadas com DMSO eram maiores que
os das células tratadas com 3,5-DHBA (p=0,0259), porém ao quarto dia o tamanho dos esferéides
eram semelhantes entre as duas condicoes e o tamanho manteve-se semelhante ao sétimo dia (Figura
9B).
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Figura 9 - Andlise da formacao de esferoides da linha A549 e da linha PC-9 tratadas com 100 uM 3,5-DHBA. A) esferoides da
linha A549 quando tratados com 100 uM 3 5-DHBA; B) esferoides da linha PC-9 quando tratados com 100 uM 3,5-DHBA;
Resultados tém dois ensaios independentes com doze réplicas cada. Os resultados sdo exibidos como media + desvio-
padréo. Foi aplicado o método estatistico one-way ANOVA (* p<0.05).
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Quando tratadas com 20 mM de 3-0BA as A549 apenas tiveram uma diminuicao significativa
do tamanho dos esferdides ao quarto dia (p<0.0001), que foi eliminada ao sétimo dia (Figura 10A). Ja as
PC9 tiveram uma diminuicao dos esferdides formados nas células tratadas com o veiculo ao quarto dia

(p=0,0115), mas ao sétimo dia nao havia diferencas significativas entre os esferdides (Figura 10B).
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Figura 10 - Andlise da formacao de esferoides da linha A549 e da linha PC-9 quando tratadas com 20 mM 3-0BA. A) esferoides da linha A549
quando tratados com 20 mM de 3-0BA; B) esferoides da linha PC-9 quando tratados com 20 mM de 3-0BA; Resultados tém dois ensaios
independentes com doze réplicas cada. Os resultados sao exibidos como media + desvio-padrao. Foi aplicado o método estatistico one-way
ANOVA (* p<0.05; **** p<0.0001).
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5. Discussao

As recentes descobertas sobre os recetores acoplados a proteina G terem a capacidade de
estabelecerem e manterem um microambiente tumoral capaz de ajudar a iniciacao e progressao
tumoral aumentou o interesse em estudar este tipo de recetores em células tumorais in vitro.

Sabendo que quando o GPR81 esta ativo em células de cancro de pulmao desencadeia vias de
sinalizagao intracelular capazes de levar ao crescimento tumoral, evasao imune e metastases 0 nosso
objetivo de estudo foi saber qual é o papel do GPR81 em duas linhas celulares de cancro de pulmao de
nao pequenas células, as A549 e as PC-9 (49,56,57). Paraisso estimulamos com 3,5-DHBA e inibimos
com 3-OBA 0 GPR81. 0 3,5-DHBA é um agonista especifico do GPR81, ja o papel do 3-OBA na inibicao
do GPR81 tem sido questionada nos tltimos meses por investigadores (82,87) que afirmam que esta
droga nao é um inibidor comprovado de GPR81, uma vez que, quase todos o0s ensaios realizados com
3-0BA nao possuem outros experimentos para comprovar a atividade antagonica do 3-OBA contra os
mecanismos de sinalizacao mediados pelo GPR81, baseando-se apenas em artigos que afirmam que
03-0BA é uminibidor do GPR81. 0 3-0OBA é o ligando do GPR109A, um recetor de niacina, que partilha
52% da sua sequéncia de aminoacidos com o GPR81, e que funciona como supressor tumoral. Ao usar
0 3-OBA podemos entao estar a amplificar a expressao do GPR109A e nao efetivamente a inibir o
efeito do GPR81(57,83,87). Mas como nao ha conhecimento até ao dia atual de um inibidor especifico
para o GPR81 e aquando do inicio deste trabalho, o artigo em questao ainda nao tinha sido publicado,
utilizamos na mesma o 3-OBA para os ensaios de inibicao.

Combase nesse objetivo, fomos estudar adose ideal dos farmacos para administrar as células
através do ensaio de Sulforodamina B. Recorrendo a literatura estabelecemos 5 concentracgdes de 3,5-
DHBA (2, 5, 10, 50 e 100 pM) e 4 concentracdes de 3-0OBA (10, 20, 50 e 100 mM) para testar a
viabilidade das células (83,84). Os resultados obtidos, mostraram que 3,5-DHBA nao influenciava a
taxa de crescimento nas concentracdes estudadas, porém o 3-OBA conseguia provocar um
decréscimo da biomassa logo as 24 horas em ambas as células, estando apenas estatisticamente
diminuido nas células PC-9 para as concentracdes de 50 e 100 mM de 3-OBA (Figura 3A-D).
Escolhemos entao prosseguir os restantes estudos com a dose mais elevada de 3,5-DHBA testada
(100 uM) e com 20 mM de 3-OBA, que era a concentracao que nao alterava a viabilidade das células
até as 72 horas. Os resultados obtidos na viabilidade celular das células tratadas com o 3-OBA estao
concordantes com os relatados na literatura, visto que, nos artigos a viabilidade celular comecava a
diminuir entre 15-20 mM (84). Relativamente ao 3,5-DHBA esperava-se que houvesse um ligeiro
aumento na viabilidade celular pelo menos nas células tratadas com 100 puM 3,5-DHBA ja que a
concentracao do farmaco que induz metade do efeito maximo (EC50) é de aproximadamente 150 uM
(83).
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Depois de determinar a dose dos farmacos, fomos ver se as doses escolhidas realmente
conseguiam influenciar a expressao do GPR81 a nivel da proteina. Sabendo que o 3 5-DHBA imita os
efeitos do lactato e que 0 3-OBA imita o efeito do knockout do GPR81 esperavamos que ao administrar
os farmacos a expressao de GPR81aumentasse nas células tratadas com o agonista e diminuisse nas
tratadas com o inibidor (50-53). Os nossos resultados corroboram os artigos expostos, visto que, as
células que continham 3,5-DHBA tiveram mais expressao de GPR81em comparagao com as tratadas
com DMSO e as que continham 3-0BA tiveram uma diminui¢ao da expressao em comparacao com as
células tratadas com NaCl 0,9% (Figura 4A e B). Estes resultados estao concordantes com a literatura
uma vez que quando ha a ativacao de GPR81 pelo agonista hd a formacao de mensageiros secundarios
que levam a diminui¢ao da producao de cAMP provocando a estimulacao da expressao de GPR81. 0
contrdrio ocorre quando ha a administracao de 3-OBA, ou seja, ocorre a diminuicao da ativacao de
GPR81 que causa o0 aumento de cAMP, resultando na diminuicao da expressao de GPR81(40,85).

Resultados de estudos elaborados em linhas de cancro da mama, em carcinoma pancreaticos
e em carcinomas hipofaringicos, mostraram que o knockdown do GPR81 reduzia a proliferacao e
invasao celular, levando a morte celular in vitro, e que altos niveis de expressao do GPR81 levava ao
aumento da proliferacao celular e angiogénese (35,45,82). Estudos em cancro do pulmao ainda nao
sao conhecidos. Ao contrario do esperado, quando realizamos o ensaio de migracao nas A549 com o
agonista (Figura 5A) e com o inibidor com pH de 6,8 (Figura 6A) ndo ha diferencas na migragao em
nenhuma das condicOes, apenas ha uma ligeira diminuicao na migracao das células tratadas com 3-
OBA a pH 7,4 as 72 horas ap6s administracao do inibidor (Figura 7A). Ja nas PC-9 ha um aumento da
migracao celular nas células tratadas com o 3,5-DHBA (Figura 5B) e uma diminuicao da migracao
celular nas células tratadas com o 3-OBA tanto a pH 6,8 (Figura 6B) como a pH 7,4 (Figura 7B). Estes
resultados mostram que ambas as linhas tém diferentes comportamentos quanto a migracao quando
expostas as drogas, sendo que as PC-9 exibem um comportamento mais semelhante ao esperado.
Isto pode ser explicado devido a expressao basal de GPR81 ser mais baixa nas células A549.

Sabendo que a sobrevivéncia celular depende da expressao de GPR81 (56), realizamos o
ensaio de formacao de coldnias. Comprovando o que estd descrito naliteratura, ainibicao da funcao do
GPR81levou a que houvesse uma diminuigao do nimero e do tamanho das colénias formadas, ou seja,
levou a uma diminuicao da sobrevivéncia celular. Ja o agonista nao provocou qualquer alteracao na
sobrevivéncia celular (Figura 8A-D). Estes resultados podem ser explicados pelo facto de que a
diminuicao do GPR81 afeta negativamente a sobrevivéncia e o crescimento celular uma vez que este
recetor é essencial para as células tumorais, mas a sobreexpressao do recetor pode nao influenciar a
sobrevivéncia celular.

Como exposto anteriormente, a adicao de lactato ao meio torna-o mais acidico o que pode

influenciar a agressividade tumoral (81,82). Tendo isto em conta, deveriamos ter elaborado os ensaios
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usado como controlo para o efeito do lactato células sem qualquer farmaco nem lactato, mas com o pH
do meio em 6,8 e 7,4 para averiguar se o lactato influenciava de algum modo estes ensaios.

Por fim, considerando que o GPR81 tem um papel vital no crescimento e metabolismo celular,
elaboramos o ensaio de formacao de esferGides (55). Verificamos que o agonista nao teve a
capacidade de formar esferoides maiores em nenhuma das linhas celulares, porém o inibidor conseguiu
diminuir o metabolismo celular e com isso diminuir o crescimento dos esferdides (Figura 9A e B).

Os esferdides formados nas células PC-9 nao sao uma estrutura s6, sao mais um conjunto de
microesferoides agrupados uns aos outros. Este pormenor pode influenciar a acao dos farmacos, e,
portanto, seria de grande interesse elaborar outras técnicas para avaliar o crescimento celular, como o
ensaio de ‘hanging drop”. Este ensaio baseia-se na formacao de esferoides multicelulares com
tamanho e forma consistentes em placas de Petri. Para isso basta colocar a suspensao celular em
forma de gotas na placa de Petri, e as células devido a densidade e tensao superficial vao-se agregar
espontaneamente e originar um esferoide que tem uma reprodutibilidade de quase 100% (86).

No presente estudo, o tratamento com 3-OBA demonstrou um efeito anti-tumoral
significativo nas linhas celulares A549 e PC-9, pondo em causa os investigadores que dizem que o 3-
OBA ndo é um inibidor do GPR81(82). No entanto o tratamento com 3,5-DHBA ndo provocou grandes
alterac6es em quase nenhum dos ensaios realizados, s6 influenciou positivamente a migracao das
células PC-9. Isto vai contra o que era suposto ocorrer, uma vez que a estimulacao do GPR81 deveria
aumentar a proliferacao celular.

Para afirmar que estes efeitos eram mesmos provocados pela manipulagao farmacoldgica do
GPR81, no futuro pode-se recorrer a técnicas de manipulacao genética, usando para isso por exemplo
RNA de interferéncia, e realizar os mesmos ensaios nas mesmas condicoes. Se caso os resultados
fossem concordantes poder-se-ia ainda utilizar as células tratadas com 3,5-DHBA e 3-OBA em
modelos animais imunocomprometidos para que nao houvesse a rejeicao das células tumorais
humanas, e assim verificar se os resultados eram os mesmos ou se eram influenciados pelos restantes
mecanismos existentes in vivo. Além destas hipéteses, poder-se-ia utilizar outro tipo de linhas
celulares que expressem bastante GPR81, como linhas celulares de cancro da mama ou outras linhas
de cancro de pulmao que expressem mais GPR81 que as PC-9, e comparar os resultados obtidos de
modo a verificar se a expressao basal afeta ou nao os efeitos na proliferacao tumoral. Por fim, ainda
era possivel realizar ensaios de imuno-histoquimica em tecidos parafinados de pacientes com cancro
de pulmao para averiguar se a expressao de GPR81 esta relacionada com o estadio do cancro.

No futuro, quando houver mais estudos clinicos sobre o efeito do GPR81em cancro de pulmao,
talvez se consiga combater a propagacao tumoral através da inibicao do GPR81, paraisso recorrendo
a farmacos que consigam aumentar os niveis de cCAMP intracelular ao ponto de as vias de sinalizagao

intracelular que levam ao crescimento tumoral estarem inibidas.
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6. Conclusao

Nesta tese de mestrado tivemos a oportunidade de trabalhar com um recetor essencial para o
crescimento tumoral e verificar as consequéncias da estimulagao e inibicao deste.

Uma vez que a expressao basal de GPR81 nas duas linhas celulares era discrepante, foi essencial
usar as duas para ver o efeito do agonista e do inibidor. Quando as A549 foram tratadas com o agonista
nao houve diferencas na migracao celular, na sobrevivéncia celular e nem no crescimento celular. Ja as
PC-9 conseguiram ter um aumento na migragao, mas na sobrevivéncia celular e no crescimento celular
tiveram um comportamento idéntico ds células tratadas com o veiculo. Podemos concluir entao que
mesmo que a migracao seja maior nas células que expressam mais GPR81 basalmente quando
expostas ao agonista, os restantes resultados nao apresentam diferencas significativas. Ja quando sao
tratadas com o 3-OBA, hd uma diminuicao da migracao, da sobrevivéncia e do crescimento celular em
ambas as linhas independentemente do pH.

Com isto podemos concluir que efetivamente o GPR81 tém um efeito na proliferacao tumoral
especialmente quando o recetor € inibido farmacologicamente. Quando a sua expressao é estimulada
os resultados sao idénticos aos das células tratadas com o veiculo, evidenciando que o aumento da
expressao do recetor nao afeta positivamente a proliferacao tumoral in vitro.

Esta dissertacao forneceu informacoes importantes sobre as consequéncias da inibicao do GPR81,
de forma a que no futuro novos estudos em cancro do pulmao e tratamentos possam surgir para que
haja a inibicao do recetor de maneira a que os pacientes com adenocarcinoma pulmonar possam ser

tratados.
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