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Resumo

A CD147 é uma glicoproteina transmembranar, que esta envolvida no metabolismo, e invasao das
células cancerigenas, promove a metastizacao e angiogénese. No entanto, poucos estudos existem
sobre o papel da CD147 naimunossupressao tumoral, sendo este o ponto chave desta tese. Paratal, a
fim de perceber o papel da CD147 no cancro do pulmao, utilizou-se a linha celular de murganho LLC1
geneticamente manipulada para o bloqueio da CD147 e avaliou-se o impacto deste bloqueio na
imunossupressao tumoral in vivo. A inibicao da CD147 levou a uma diminuicdo no consumo de glicose,
eummenor acimulo de lactato extracelular. Porém, nao se observaramdiferencas no crescimento dos
esferoides, nem na viabilidade celular. Em modelos in vivo, verificou-se que a inibicao da CD147 levou
a um aumento da proliferacao celular nos tumores, avaliada pela marcacao de PCNA por
imunohistoquimica, e através da analise de citometria de fluxo, observou-se um aumento de
expressao de PD-L1nos macréfagos e uma diminuicao significativa do marcador de ativacao CD69 em
células TCD8*. Em conclusao, este estudo sugere que a auséncia da CD147 promove imunossupressao

tumoral, no entanto sao necessdrios mais estudos.

Palavras-chave: Cancro do pulmao, CD147, imunossupressao.



Abstract

CD147 is a transmembrane glycoprotein, which is involved in metabolism, and invasion of cancer cells,
promotes metastasis and angiogenesis. However, few studies exist on the role of CD147 in tumor
immunosuppression, which is the key point of this thesis. In order to understand the role of CD147 in
lung cancer, the genetically engineered mouse cellline LLC1 was used to block CD147 and the impact of
this blockade on tumor immunosuppressionin vivo was evaluated. Inhibition of CD147 led to a decrease
in glucose consumption, and less accumulation of extracellular lactate. However, no differences were
observed in the growth of spheroids, norin cell viability In vivo models, verification that CD147 inhibition
led to an increase in cell proliferation of our tumors, endorsement of PCNA labeling by
immunohistochemistry, and through a flow cytometry analysis, observation of an increase in PD-L1
expression our macrophages and a significant reduction in CD69 activation in CD8+ T cells. In
conclusion, this study suggests that the absence of CD147 promotes tumor immunosuppression,

however further studies are needed.

Keywords: Lung cancer, CD147, immunosuppression.
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1. Introducao

1.1. Epidemologia e fatores de risco do cancro do pulmao

0 cancro do pulmao sao tumores que surgem nas células do epitélio respiratdrio, e é o tipo de cancro
com maior taxa de mortalidade a nivel mundial em 2020, responsavel por cerca de 1,8 milhdes de
mortes (Figura1A). Os casos de cancro do pulmao tém vindo a aumentar ao longo dos anos, sendo mais
comum em paises desenvolvidos e em desenvolvimento, e sequndo a Organizacao Mundial de Satide,
estimou-se cercade 2,2 milhdes de novos casos de cancro em todo o mundo em 2020 (Figura1B). Este
tipo de patologia afetou mais os individuos do sexo masculino. No entanto, a epidemiologia do cancro
do pulmdo nao apenas depende da localizacao geografica, mas também depende de fatores
econdémicos. Pessoas com nivel econémico baixo, tém menos acesso a métodos de diagndstico e de
tratamento, o que leva a um aumento de ndmero de casos de cancro do pulmao diagnosticado em

estadios avancados, aumentando a mortalidade (1).
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Figura1- A e B Estimativa de mortes e novos casos por cancro do pulmdo em 2020 no mundo, respetivamente (1)

Imagem adaptada de GLOBOCAN.

Devido ao aumento do nimero de casos de cancro do pulmao, é de extremaimportancia perceber quais
as causas que levam ao desenvolvimento desta doenca, de maneira a poder prevenir ou diminuir a
exposicao de certos fatores cancinogénicos.

O tabagismo é o fator de risco mais importante para a ocoréncia do cancro do pulmao, que é
responsavel por cerca de 90% dos casos, onde o risco de um fumante assiduo foi estimado de 10 a 30
vezes maior que um nao fumante. O tabagismo estda associado a alteracoes histoldgicas pré
cancerigenas, como a perda de cilios dos brénquios, hiperplasia de células epiteliais brénquicas e
anormalidades nucleares, podendo originar carcinoma do pulmao (2). Contudo, a exposicao passiva ao

fumo do tabaco, também aumenta o risco de desenvolver cancro do pulmao. No entanto, ao longo dos



anos tem-se vindo a descobrir que outros fatores podem estar ligados ao desenvolvimento deste tipo
de cancro (3), como as doencas pulmonares obstrutivas crénicas (DPOC), devido a processos de
inflamacado e cicatrizacao associados a esta doenca. O aumento do stresse oxidativo que leva ao dano
do DNA, a longa exposicao a citocinas inflamatdrias, supressao de mecanismos de reparo de DNA e
aumento da proliferacao celular, sao mecanismos pelos quais a DPOC pode aumentar o risco de cancro
do pulmao (4).

As infecoes respiratdrias, como a tuberculose e o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), estao
também associadas a um elevado risco de cancro do pulmao, devido a inflamacao e danos celulares
durante ainfecao (4).

Para além disso, a exposicao ocupacional a certas substancias carcinogénicas, aumenta o risco deste
tipo de cancro, como o amianto, diéxido de enxofre, niquel e crémio (4).

Fatores genéticos também estao associados a um risco aumentado de carcinoma do pulmao.
Familiares de pacientes com cancro de pulmao tém umrisco de 1,7 vezes aumentado em desenvolver
esta doenca. No entanto, se o historial positivo for entre parentes de primeiro grau, o risco aumenta
para2 a4 vezes (1).

A dieta, como o consumo de carnes vermelhas, lacticinios e gorduras saturadas, também estao
relacionadas com um maior risco em desenvolver cancro do pulmao. Alguns estudos tém vindo a
demonstrar efeitos protetores de certos ingredientes. No entanto, estudos recentes vieram a
demonstrar o contrario. Como por exemplo, foi mostrado que o betacaroteno e as vitaminas C e E,
tinham efeitos protetores contra o cancro do pulmao. Mas outros estudos viram que a suplementacao
destes ingredientes, nao tiveram beneficios associados. Portanto, de maneira geral, a suplementacao
dietética na prevencao do cancro do pulmao ainda nao € clara (1).

Por fim, a predisposicao genética também esta relacionada como uma potencial causa no
desenvolvimento desta doenca. Se determinados genes, como EGFR, CHECK2, BRAC2, TP53, PARK2
e p53 sofrerem mutacdes, o risco de desenvolvimento de cancro do pulmao aumenta

significativamente (5).

1.2. Classificacao e estadiamento do cancro do pumao

Com base nas caracteristicas histoldgicas, o cancro do pulmao é dividido em duas grandes categorias,
o cancro do pulmao de pequenas células que representa cerca de 15% de todos os cancros de pulmao,
e 0 cancro do pulmao de nao pequenas células, que é o mais comum, representando cerca de 85%. 0
cancro de pulmao de nao pequenas células, divide-se em adenocarcionoma de pulmao, carcinoma de
células escamosas de pulmao e por tltimo, o cancro do pulmao de grandes células (4).

0 estadiamento do cancro do pulmao é uma etapa importante no planeamento do tratamento a aplicar,

na indicacao do progndstico e ajudar na avaliagao dos resultados do tratamento, e para tal, recorre-se



ao sistema T.N.M.. A letra T, diz respeito ao tamanho do tumor primdrio, a letra N, descreve a extensao
do envolvimento dos linfdcitos, e por dltimo a letra M, inidica a existéncia de metastases a distancia. A
adicao de nimeros a essas categorias descreve a extensao do cancro. Baseado no estadiamento, o
estadio de um paciente com cancro do pulmao de nao pequenas células pode ser de |a V. Ou seja,

guanto mais baixo o estadio, melhor o progndstico do paciente (4).
1.3. Tratamento do cancro do pulmao

0 tratamento do cancro do pulmao depende de vdrias varidveis, como o tipo histoldgico, o estadio,
idade do doente e caracteristicas moléculares do tumor, e para tal existem algumas op¢oes como
cirdrgia, quimioterapia e radioterapia (4).

A imunoterapia é uma alternativa de tratamento de tumores, para pacientes que nao respondem as
terapias convéncionais. A imunoterapia tumoral tem como objetivo manipular o sistema imunitario de
maneira a aumentar a resposta anti-tumoral. Os principais tipos de imunoterapia utilizada no
tratamento contra o cancro do pulmao de nao pequenas células sao as vacinas e inibidores de
checkpoint imunoldgico. O checkpoint imunoldgico, diz respeito a vias inibitérias importantes para a
autotolerancia. No entanto, os tumores usam essas vias para fugir a vigilancia imunoldgica, através da
expressao de moléculas inibitdrias que ao ligarem ao respetivo recetor presentes nas células T, inibem
a sua atividade citétoxica (2).

Os inibidores de checkpoint sdo, a proteina 4 associada a linfécito-T citotxico (CTLA4 do inglés
cytotoxic T-lymphocyte-assaciated protein 4), proteina de morte celular programada 1 (PD-1do inglés
programmed Cell Death Protein 1) e ligando de morte programada 1 (PD-L1 do inglés programmed
death-ligand 7). A CTLA4 é uma proteina encontrada nas células T, que quando se liga ao seu recetor,
CD80 ou CD86 presentes em células apresentadoras de antigénio (6), inibe a sua atividade anti-
tumoral. Ja o PD-L1, é expresso por tumores, que ao ligar-se ao PD-1, presente nos linfdcitos T, inibe a
proliferacao e atividade deste tipo de células do sistema imune. Portanto como terapia imunoldgica,
sao usados inibidores que se ligam ao PD-L1que impedem a sua ligacao ao recetor PD-1, fazendo com
gue as células T exercam a sua atividade citotdxica (8). Foi demonstrado, que bloqueio da CTLA-4 com
Ipilimumab, e 0 bloqueia de PD-1com Nivolumab, aumentaram significativamente as respostas imunes
anti-tumorais (4).

Por ultimo, a vacinagao contra o cancro, tem como objetivo, aumentar as respostas anti-tumorais das
Células T e a producao de anticorpos. Alguns exemplos de vacinas como potenciais terapéuticos para
o cancro do pulmao de nao pequenas células sao a vacina MAGE-A3, a vacina lipossomal-BLP25 (13)
e a vacina Racotumomabe (3).

Ainda ha muito resisténcia bem como a falta de terapias, logo a necessidade de encontrar novos

potenciais alvos terapéuticos.



1.3. CD147 no cancro

A CD147 é uma glicoproteina transmembranar Tipo |, que se encontra na superficie de diversas células,
como é o caso das células tumorais e estromais, incluindo células epiteliais e fibroblastos. Inicialmente
a CD147 foi denominada por fator estimulador de colagenase derivado de células tumorais (TCSF do
inglés tumor cell-derived collagenase-stimulating factor) mas entretanto foi renomeada e atualmente
é designada por indutor de metaloproteinase de matriz (EMMPRIN) com base na sua funcao indutora
de metaloproteinases de matriz (MMPs) (7). Inicialmente o aumento da expressao de MMPs nos
tumores, foi associado a funcao pré-tumoral da CD147, no entanto diversos estudos mostraram que a
CD147 estd ligada a outros mecanismo devido a sua capacidade de se ligar a outras moléculas (8).

A CD147 é codificada pelo gene Basigin (BSG) localizado no cromossoma humano 19. Atualmente
existem quatro isoformas distintas, devido ao splicing alternativo e as diferencas nos locais de
iniciacao da transcricao (9).

A Basigina 1, especifica da retina apresenta trés dominios de imunoglobulina na porcao extracelular
(10), e as isoformas Basigina 3 e 4, contém apenas um dominio de imunoglobulina (11). A Basigina2 é a
isoforma mais abundante e mais bem caracterizada, conhecida como CD147 ou EMMPRIN. Esta
isoforma é constituida por uma sequéncia de sinal de 21 aminodcidos, um dominio extracelular de 184
aminodcidos com dois dominios de imunoglobulina, um dominio transmembranar de 24 aminodcidos
e um dominio citoplasmatico com 39 aminoacidos (Figura 2). A porcao extracelular da CD147 é
constituida por dois dominios, D1 corresponde ao dominio N-terminal, residuos 22-101, e D2
corresponde ao dominio C-terminal. A atividade biol6gica do dominio D1, é dependente dos sitios de
glicosilacao do dominio D2, que fazem com que dominio D1 fique exposto a superficie da célula para

interacdes com ligantes fisioldgicos (12).
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Figura 2 — Estrutura da CD147. Esta proteina é composta por um dominio de sinal, um dominio extracelular, um dominio
transmembranar e um dominio citoplasmdtico. Imagem adaptada de Landras et al. (7).

Para além disso, as quatro isoformas da CD147 sao glicosiladas, influenciando na sua atividade.
Existem trés sitios de glicosilacao de asparagina (Asn) naregiao extracelular, e os niveis de glicosilacao
da CD147 estao relacionados com os seus diferentes pesos moleculares (13). Por isso, com base no
grau de glicosilacao a CD147 pode ser classificada como: CD147 altamente glicolisada (HG-CD147) de
peso molecular aproximadamente 45-65 KDa, e CD147 pouco glicosilada (LG-CD147), com um peso
molecular de aproximadamente de 32 KDa (14).

A CD147 também pode existir na sua forma soltvel. Foram descritos dois mecanismos pelos quais as
células obtém essa forma solivel da CD147. Um mecanismo consiste na clivagem mediada pela
metaloproteinase de matriz de membrana tipo 1 (MT1-MMP), que é uma protéase responsavel pela
guebra de ligacdo da CD147 a superficie celular (15), e o segundo é baseado na libertacao de
microvesiculas onde se encontra a CD147. Foi demonstrado que a forma solivel da CD147, foi
associada ao crescimento tumoral, formacgao de metastases e quimiorresisténcia, e tem sido proposta
como um biomarcador clinico em cancro damama (16) e carcinoma hepatocelular (17).

A CD147 desempenha papeis fundamentais no normal funcionamento do nosso organismo no entanto,
a CD147 também tem um importante peso na progressao de diversas doencas, como o cancro (Figura
3) (18).
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Figura 3 - Papel geral da CD147. Estd envolvida em diversos processos no contexto do cancro, tais como: angiogénese,
degradagao da matriz extracelular, invasao, metastizagao e proliferacao tumoral. Imagem adaptada de Landras et al. (7).

Para que as células tumorais possam invadir tecidos adjacentes e metastizar, é necessario que haja
alteracdao dos mecanismos de adesao celular. Varios estudos mostraram que a CD147 requla a adesao
celular através da sua interacao com umas proteinas designadas de integrinas. As integrinas sao
proteinas de adesao presentes na membrana celular, compostas por heterocomplexos de cadeia o e
p.Estas, medeiaminteracdes entre células, estando envolvidas naremodelagcdo da matriz extracelular,
e consequentemente facilitam a proliferacao e promovem a invasao e metastizacao das células
tumorais (19).

No entanto, ainvasao e metastizacao celular, também depende da remodelacao da matriz extracelular
(MEC). As enzimas responsdveis pela degradacao da membrana celular e da matriz extracelular sao as
metaloproteinases de matriz. A presenca da CD147 presente nas células tumorais, mostrou ter um
papel de grande peso na promocao da invasao e metastizacao celular, pois promove a sintese de
diversas MMPs. As MMPs estimuladas pela CD147, que estao mais associadas com a progressao
tumoral em alguns tipos de cancro sao: MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-8 e MMP-11 (19,20). No
entanto,a MMP-11, para além de ser responsavel pela degradacao da matriz extracelular, esta proteina
confere resisténcia das células tumorais a apoptose (22). A CD147 mostrou ainda induzir a expressao
do sistema ativador do plasminogénio do tipo uroquinase. Ou seja, 0s ativadores do plasminogénio do
tipo uroquinase clivam o plasminogénio a plasmina, que por sua vez tem potencial proteolitico, sendo
capaz de degradar a matriz extracelular, promovendo ainda mais a invasao e metastizacao tumoral
(23).

A CD147 também é capaz de regular a producao de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF do
inglés vascular endothelial growth factor) em células tumorais e do estroma, através da via PI3K-Akt,

e consequentemente promove a angiogénese. A angiogénese auxilia o desenvolvimento do tumor,



pois fornece oxigénio e metabolitos como a glicose. No entanto, a producao do fator de crescimento
endotelial vascular, pode estar dependente da regulacao da expressao das MMPs (9).

A CD147 esta envolvida na quimioresisténcia do cancro através da requlacao de determinadas
proteinas como o transportador ABCG2. Este é um tipo de transportador, presente em células
tumorais, que medeia a multirresisténcia a diversos farmacos (24). A CD147 interage com este
transportador, e pode aumentar a sua expressao, e afetar a sua localizacao e dimerizacao celular da
proteina, fazendo com que o farmaco seja expulso da células tumoral (25).

A CD147 pode estar também ligada a imunossupressao tumoral, apesar de existirem poucos estudos
relativamente a este tema. Li X et al mostraram que a CD147 promoveu um ambiente
imunossupressor através do aumento do metabolismo da glicélise (26). Um outro estudo, demonstrou
que o bloqueio da CD147, levou a diminuicao da expressao dos transportadores de monocarboxilato
(MCTs) e consequentemente a diminuicdo do lactato no meio extracelular. Isto fez com que houvesse
uma menor infiltracdo de macrdfagos do tipo pré-tumorais, no microambiente tumoral (TME).

Por dltimo, a CD147 esta tambhém associada ao metabolismo das células cancerigenas. As células
tumorais, captam grandes quantidades de glicose para manter os niveis de ATP, de maneira a poderem
proliferar. Da metabolizacao da glicose pode originar piruvato que entra nas mitocéndrias, no ciclo de
Krebs. No entanto, na maioria das células tumorais, mesmo na presenca de oxigénio, a glicose acaba
por ser convertida em lactato, tal evento é conhecido como glicdlise aerdbica ou Efeito de Warburg. O
Efeito de Warburg, descrito em 1924 por Otto Warburg, foi proposto como um mecanismo de
adaptacao metabdlica para suportar as altas demandas de energia resultantes da proliferacao
descontrolada (27). Consequentemente, hd producdo excessiva de dcido Idtico que necessita de ser
transportado para o microambiente tumoral, mantendo a homeostasia do pH intracelular das células
tumorais, e para tal as células tumorais usam os transportadores de monocarboxilato. Estes
transportadores catalisam o co-transporte de um protao acoplado a um monocarboxilato, incluindo o
lactato e o piruvato. Este transporte € bidirecional dependente do gradiente de protdes e da
concentracao de lactato. Existem 14 membros de transportadores de monocarboxilato, mas apenas 4
isoformas (MCT1-MCT4), transportam monocarboxilatos (lactato) associada a um protao. No entanto,
0 MCT1, MCT3 e MCT4 para exercerem a sua funcao e para se manterem na membrana plasmatica,
estes transportadores precisam da CD147 como chaperona. Jd4 o MCT2 tem como chaperonas a
embigina e neuroplastina, e nos espermatozoides a CD147. Contudo, quando a CD147 estd ausente, a
embigina pode ligar-se ao MCT1, e desta forma o transportador torna-se funcional (28). Posto isto,
duas isoformas de MCTs, 0o MCT1e MCT4, estao principalmente envolvidos no transporte de lactato e
estao superexpressos em diversos tipos de cancros. Existem estudos que sugerem que em alguns
tipos de tumorais, 0 MCT1 atua na captacao de lactato nas células tumorais e nas células endoteliais,

enquanto o MCT4 atua no efluxo de lactato para o microambiente tumoral (29).



1.4. 0 lactato do microambiente tumoral promove imunossupressao

Tal como as células tumorais, o microambiente tumoral € um sistema muito complexo e dinamico. Este
é constituidos por diversos tipos de componentes, como fibroblastos associados ao tumor, células
endoteliais, matriz extracelular, células do sistema imunitdrio e células tumorais. Ainda é constituido
por fatores de crescimento e metabolitos celulares e nutrientes. Dentro destes metabolitos, o lactato é
um importante imunossupressor, influenciando a funcao de varias células do sistema imunitario, como
por exemplo, os macréfagos e os linfacitos T (30).

Os macrdfagos sao as células do sistema imune mais abundantes no microambiente tumoral, que
derivam de mondcitos que se encontram em circulacao, que por sua vez migram para tecidos
inflamados onde se diferenciam em macréfagos, e podem ter dois fendtipos. O fendtipo do tipo M1, tém
a capacidade de promover a inflamacao e fagocitam células tumorais, sendo entao considerados pro-
inflamatdrio/anti-tumorais. J4 o fenétipo do tipo M2 que sao considerados pré-tumorais, suprimem a
inflamacao, promovem a reconstrucao da matriz extracelular e cicatrizacao de feridas, e secretam
fatores de crescimento facilitando a progressao tumoral (31).

Os macroéfagos do tipo M1, aumentam marcadores de superficie e proteinas de referéncia,
caracteristicos deste fendtipo, como CD80, CD86, interleucina (IL)-1p, IL-6, fator de necrose tumoral
(TNF)-o e sintese de 6xido nitrico induzivel (iINOS) (32). Pelo contrario, os macréfagos do tipo M2,
expressam altamente CD163, CD206, CD204, IL-10, fator de crescimento transformador (TGF)-3 e
arginase-1 (ARG1) (33). Para além disso, os macréfagos tém a capacidade de polarizar entre os dois
fendtipos, podendo apresentar ambos os marcadores de fendtipos, e por isso € dificil distinguir a
polarizacao M1 e M2 por marcadores de superficies. Portanto, foi demonstrado, que a ARG1 e 0 iNOS
sao enzimas que permitem distinguir as diferencas entre os dois perfis dos macrdéfagos, sendo
atualmente considerados marcadores confidveis de polarizacao de macréfagos derivado de ratinhos
(31).

Posto isto, o lactato desempenha um papel central na funcao dos macréfagos associados ao tumor.
Este pode inibir a funcao dos macréfagos M1, através da reducao da expressao de IL-6, iNOS e do
ligante de quimiocina 2 (CCL2) (34). Para além disso, o lactato promove a polarizacao de macréfagos
pré-tumorais devido a estabilizacao do fator induzivel por hipdxia 1-alfa (HIF-1o do inglés hypoxia-
inducible factor 1-alpha) e ativacdo da via de sinalizacdo ERK-STAT3 (35). Além disso, o lactato
aumenta a expressam de PD-L1 e consequentemente eleva a expressao de HIF-1o: em macréfagos,
que por sua vez promove a apoptose de células T (36). O lactato leva ainda ao aumento da expressao
de CD163, um marcador de macréfagos M2 (31). Foi ainda mostrado que o lactato promove a
polarizagao dos macréfagos no fenétipo pré-tumoral pela sua interagao com o recetor GPR132. Ou

seja, 0 lactato liga-se ao GRP132, que é expresso em elevados niveis na superficie dos macréfagos, e



induz o AMP ciclico (CAMP), aumentando assim a expressao da ARG 1, VEGF e HIF-1 o, e desta forma
leva a polarizacao dos macréfagos M2 (36). Zhang D. et al, mostraram que o lactato intracelular pode
levar a modificacoes a nivel epigenético. Eles observaram que este metabolito, leva a lactilacao de
residuos de histona em macrdfagos, que promovem a producao de fatores oncogénicos por
macréfagos do tipo M2 (37).

A atividade dos linfdcitos T, também é inibida pelo lactato. A populacao deste tipo de células do sistema
imunitdrio no TME é bastante heterogénea influenciando a tumorigénese, e inclui as células T
citotdxicas (células TCD8), células T helper (células T CD4) e reguladoras (Treg — (células T CD4Foxp3)).
As células T citotdxicas reconhecem os antigénios tumorais e liberam granulos que contém perforina
que lisa a membrana das células tumorais, e granzima, que causa apoptose das células tumorais. Para
além disso, a apoptose também pode ser iniciada pela ligacao do recetor de morte, ou seja, os ligandos
Fas e TRAIL quando se ligam aos seus respetivos recetores presentes nas células tumorais,
promovendo a ativacao de uma cascata de caspases, levando a apoptose das células tumorais (38). No
entanto, as células tumorais para escapar aos mecanismos de apoptose, podem regular
negativamente o MCHI, que é uma molécula essencial para que as células T citotdxicas interagem com
as células tumorais (39). Além disso, as células tumorais requlam moléculas anti-apoptéticas como
BCL2 e podem ter uma expressao alterada de recetores de morte, e desta forma conseguirem escapar
aos mecanismos de morte celular programada das células T citotdxicas. Além de terem a capacidade
de matar as células tumorais, as células T citotdxicas, inibem a angiogénese através da secrecao de
interferdo gama (IFN- y) (38). E de destacar, que a ativacdo das células T é sustentada pela presenca
de células T helper, como a Th1, através da producao de citocinas tais como a IL-2, e IFN-y. O IFN- v
também pode suprimir o crescimento tumoral, uma vez que estimula a regulacao positivade MHCI (40).
No entanto, no microambiente dcido, devido a movimentacao de lactato, a diferenciacao das células T
sao direcionadas para se polarizar em células The, Th17 ou Treg. Isto €, as células The2 e Th17 sao
capazes de promover a angiogénese e inibem a atividade das células Th1.Jdas células Treg, sao células
com atividade imunossupressora, que inibem diversas células do sistema imune (38). Além disso, o
microambiente dcido tamhém afeta o metabolismo das células T. As células T quando sao ativas, para
proliferarem e para poderem exercer as suas funcées, aumentam a captacao de glicose. No entanto, no
TME, a disponibilidade da glicose € limitada devido a glicdlise elevada das prdprias células tumorais,
havendo desta forma uma grande competicao entres as células por este nutriente. Posto isto, sem
glicose, as células T ndo podem sobreviver nem expandir uma vez ativadas (41). Para além disso, o
lactato libertado pelas células tumorais, regula negativamente o metabolismo das células e inibe a
exportacao de lactato das células T. E desta forma, o lactato acumulado, dificulta a atividade das células
T efetoras (41). O lactato, inibe a atividade citotdxica das células T, através do bloqueio do fator de

transcricao de células T, reduzindo desta forma a producao de lI-2, IFN-v, perforina, granzima, e



aumenta a anergia e apoptose. Um microambiente acido também contém niveis elevados de ARG1, que
degrada a arginina, e consequentemente, suprime a atividade das células T. Isto porque, arginina é
essencial para afuncao das células T, e também é necessdria para a expressao da cadeia { dorecetor
das células T. Ao eliminar esta cadeia do recetor, ha o bloqueio da ativacao da proliferacao, glicdlise e
producao de citocinas por parte das células T (42). O lactato, reduz ainda a mobilidade das células T
citotoxicas (43).

O lactato esta ainda envolvido na expressao da molécula co-inibitdria PD-L1, que estd presente nas
células tumorais. O PD-L1 ao ligar-se ao PD1 presente nos linfdcitos T, e uma vez que, 0s sinais
inibitérios sao maiores que os estimulatdrios, as células T nao serao ativas. H. Chi demonstrou que o
lactato pode interferir na sinalizacao do complexo 1do alvo de rapamicina de mamiferos (mTORC1), que
coordena eventos importantes como, sinalizacao do receptor imunoldgico, regulacao metabdlica,
atividade migratdria, e promocao da diferenciacao de células efetoras TH1e TH2, enquanto suprime a
inducao de célulasTreg e a anergia das células T (44).

Finalmente, o microambiente dcido favorece o desenvolvimento e atividade das células Treg. Este tipo
de células, sao normalmente importantes para suprimir respostas inflamatdrias, controlam a
autoimunidade, inibem danos nos tecidos, controlam ainflamacgao, mas no contexto tumoral, as células
Treg, promovem o desenvolvimento e a progressao tumoral ao neutralizar as respostas imunes anti-
tumorais. Esta funcao supressora é devido a sua capacidade de libertar citocinas imunossupressoras
tais como, TGF- 3, IL-10 e IL-35 (45). As células Treg removem o complexo de histocompatibilidade
tipo I, debilitando a capacidade das células dendriticas de apresentarem antigénios tumorais as células
T.

Ao contrario das células T, as células Treg, desenvolvem-se em ambientes pobres em glicose. Estas
em vez de usarem a glicose como combustivel, metabolizam o lactato que se encontra em grandes
quantidades no microambiente tumoral, para se proliferarem. Tal evento é devido ao aumento da
expressao de MCT1e FOXP3. Ou seja, 0 MCT1 permite a entrada do lactato na célula, que é convertido
em piruvato, que por sua vez é usado na fosforilagao oxidativa. 0 FOXP3 reprograma o metabolismo,
inibindo a glicdlise e aumentando a OXPHOS, fazendo com que as células Treg adquiram habilidade
para prosperarem no microambiente acido e pobre em glicose (46,47). Além disso, as células Treg
contribuem para um ambiente imunossupressor, pois libertam TGF- 3, IL-10 e IL-35, o que resulta na
supressao da atividade das células dendriticas, células B, células Natural Killer e células T. As células
Treg, tém ainda a capacidade de produzirem granzima B e perforina, permitindo que estas matem

células T citotdxicas e células NK (48).
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2. Obetivo

A CD147 é uma glicoproteina transmembranar que esta envolvida tanto em processos fisioldgicos
como patoldgicos. Esta proteina esta amplamente expressa em diversos tecidos, no entanto a sua
expressao é elevada em varios tipos de cancro, incluido o cancro do pulmao de nao pequenas células.
Na literatura, existem variados estudos sobre o papel da CD147 no cancro, sabe-se que estd envolvida
no metabolismo tumoral, e é capaz de promover a invasao, metastizacao tumoral, bem como a
angiogénese. No entanto, o papel da CD147 na immunossupressao tumoral é ainda pouco explorado.
Assim, o objetivo desta tese, é estudar o papel da CD147 na imunosupressao tumoral em cancro do

pulmao.
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3. Métodos

3.1. Linhas celulares

A linha celular de adenocarcinoma do pulmao, LLC1 (Lewis lung carcinoma line 1) foi fornecida pelo
Doutor Massimilino Mazzone da Universidade de Leuven na Bélgica. A linha celular LLC1 foi
previamente geneticamente modificada para a inibicao da CD147 pela técnica de CRISPR-cas9
(KOCD147). As células LLC1 WildType (WT) foram usadas como controlo. Durante os ensaios as células
LLCTWT e KOCD147 foram cultivadas em meio Dulbecco’'s Modified Eagle (OMEM, com 4,5 g/L de D-
Glucose, L-Glutamina, piruvato de sddio e 3,7 g/L NaHCO3 — PAN BIOTECH) suplementado com 10%
de Soro Fetal Bovino (FBS, SIGMA ALDRICH) e 1% de Penicilina Estreptomicina, e mantidas numa
incubadoraa 37°C, 5% de CO:..

3.2. Western Blot

As células LLCTWT e KOCD147 foram cultivadas até 80% de confluéncia, e a proteina total foi obtida
com 80 pL de tampao de lise (50 mM Tris pH 7,6-8,0; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA; 1 mM Na3V04; 10
mM NaF; 10mM Na4P207; 1% NP-40) suplementado com inibidor de proteases (Roche®), por 15
minutos, e depois centrifugadas a14.800 rpm durante 10 minutos a 42C. De sequida, os sobrenadantes
foram recolhidos, e a proteina foi quantificada pelo método de Bradford. As concentracoes de proteina
foram calculadas usando padroes de albumina de soro bovino. Resumidamente, 2 pL de cada padrao
ou amostra, 98 pL de PBS e 200 pL de Reagente de Bradford (Bradford Reagent, SIGMA), foram
colocados em cada poco, de uma placa de 96 pocos. Finalmente, a absorvancia foi medida, num leitor
de microplacas a 590 nm. Os lisados proteicos foram armazenados a -802C. Sequidamente, 30 pg de
proteina foi adicionado 1/3 do tampao de carregamento Laemmli 4X (Bio-Rad) e desnaturados no
Thermoblock por 5 minutos a 982 C. As proteinas foram separadas no gel de poliacrilamida-dodecil
sulfato de sddio (SDS-PAGE) a 10%, transferidas para membranas de nitrocelulose (Amersham
Biosciences) em tampao Tris-hase 1X/glicina, por 30 minutos, através do sistema de transferéncia
Trans-Blot Turbo (Bio-Rad). As membranas foram bloqueadas com 5% de leite em TBS/0,1% Tween
(TBS-T; pH=7,4) por 1 hora a temperatura ambiente. Apds incubacao durante a noite com anticorpos
primarios (Tabela 1) a 42C, as membranas foram lavadas com TBS/0,1% Tween 20, e incubadas com
anticorpos secundarios marcados com peroxidase de rabano (HRP) (Tabela 2), por uma hora a
temperatura ambiente. A tubulina foi usada como proteina padrao. Os anticorpos ligados foram
visualizados por quimiolimunescéncia (kit Clarity Western ECL substrate, EUA), e a quantificacdo da

proteina foi realizada com o software Imagel.
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Tabela 1- Anticorpos primdrios usados no Western Blot.

Proteina Referéncia Diluicao
CD147 Mouse SC-71038 1/500
(Santa Cruz Biotechnology®)
MCT1 Mouse SC-365501 1/500
(Santa Cruz Biotechnology®)
MCT4 Mouse SC-376465 1/300
(Santa Cruz Biotechnology®)
B -Tubulina Mouse BL605102 1/1000
(BioLegend®)

Tabela 2 - Anticorpo secundario usado no Western Blot.

Proteina Referéncia Diluicao

Anti-Mouse IgG-HRP SC-516102 1/5000

(Santa Cruz Biotechnology ®)

3.3. Transcricao reversa seguida de reacao em cadeia da polimerase (RT-qPCR)

0 RNA total da linha LLCTWT e KOCD147, foi obtido por adicao de 500 pL do reagente Trizol (Ambion,
Carlsbad, CA, USA) e de seguida incubadas com 100 pL de cloroférmio de forma obter trés fases (fase
aquosa, organica e fase branca). Depois de incubar 3 minutos a temperatura ambiente, e centrifugar a
12.000g durante 5 minutos, foi recolhida a fase aquosa para um novo Eppendorf livre de RNase, e foi
adicionada 500 pL de isopropanol para precipitar o RNA. Apés incubacao de 10 minutos, adicionou-se
1 mL de etanol 75% para remover o resto de isopropanol e de outros contaminantes, sendo
posteriormente centrifugado a 7.500g durante 5 minutos a 42C. Esta etapa foirealizada duas vezes de
maneira a lavar bem os pellets. Por fim, o0 sobrenadante foi descartado e os pellets foram eluidos com
12 pL de agua ultrapura (Invitrogen). As concentracdes de RNA e o seu grau de pureza foram
determinados usando um espetrofotdmetro NanoDrop ND-1000 através das razoes A260/280 e
A260/230.

Para a sintese do DNA complementar foi usado o kit xpert cDNA Syntesis SuperMix. Ou seja, colocou-
se 1ug de RNA total extraido das células em tubos de PCR, e foi adicionado 4 uL Xpert cDNA Synthesis
Supermix (5X) e agua livre de RNases até prefazer o volume de 20 L. Depois as amostras foram

incubadas, no termociclador, durante 15 minutos a 372C sequido de 10 minutos a 60°C.
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Apds respetiva diluicao, para garantir uma amplificacao maxima, foi usado o kit Xpert Fast Syber
Mastermix. Para tal, primeiro foi feita uma mix de reacao para cada gene que continha 5 pL de Xpert
Fast Syber Mastermix com ROX, 2,4 pL de dgua livre de RNase e 0,3 pL de cada primer reverse e
forward, para CD147,MCT1, MCT4 e HPRT (Tabela 3). De sequida, foi adicionada 1 uL de cDNA numa
placa de PCR e 8 pl da mix da reacao feita previamente. Por fim, as amostras foram incubadas no
termociclador no seguinte programa: 952C por 3 minutos, 952C durante 10 segundos por 40 ciclos,
temperatura de melting (Tabela 4) durante 10 segundos por 40 ciclos, 72°C durante 10 segundos e por
fim, 952C durante 0,05 segundos. O gene HPRT foi usado como gene referéncia, para normalizar os

resultados obtidos dos genes alvo.

Tabela 3 - Sequéncia dos primers utilizados no RT-PCR.

Gene Sequéncia dos primers

CD147 Forward 5 GAGAGGTGGCAAGGTACTGC3
Reverse 5 TCTTTCCGACCTTGATCCTG 3

MCT1 Forward 5 TTCCTCAGCCCTCTTTCAGA 3
Reverse 5 GGTTACAGCGGACACTGGAT 3’

MCT4 Forward 5 GCCACCTCAACGCCTGCTA 3
Reverse 5 TGTCGGGTACACCCATATCCTTA 3

HPRT Forward 5 TGAGGATTTGGAAAGGGTGT 3’
Reverse 5" GAGCACACAGAGGGCTACAA 3

Tabela 4 - Temperatura de melting dos respetivos genes utilizados no RT-PCR.

Gene Temperatura de melting (°C)
CD147 67
MCT1 58
MCT4 64
HPRT 55

3.4.Viabildade celular

A viabilidade celular foi avaliada, pelo ensaio de sulforodamina B (SRB) (SRB, Sigma-Aldrich), que é um
método de quantificacao colorimétrica da proteina celular, também designada de biomassa total.

Foram plaqueadas 6 x 10 3 células por poco, em triplicado em placas de 48 pocos e apds 24 horas e 48
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horas, as células foram fixadas com 100 pL &cido tricloroacético 10% a 4°C durante 1hora. Depois, a
células foram lavadas com dgua destilada 4 vezes e deixadas a secar. A sequir, as células foram
incubadas com SRB durante 30 minutos, e lavadas com dcido acético 1% para remover a SRB que nao
seligou as proteinas. Por fim, para dissolver o corante ligado a proteina, adicionou-se Tris-Base 10 mM,
e a absorvancia foi medida num leitor e placas (Thermo Scientific Varioskan® Flash), a 540 nm. Os

resultados foram normalizados para o tempo O.
3.5. Ensaio de Metaholismo

As células foram cultivadas em placas de 48 pocos numa densidade de 6 x 10 3 células por poco, e
deixadas a aderir durante dois dias. Apds 72h os sobrenadantes destas células foram recolhidos, e a
glicose e o lactato, foram quantificados por meio de kits comerciais (Kit glucose GOD-POD, Kit Lactato
LO-POD, respetivamente). Para tal, foi colocado 2 pL de padrao ou de sobrenadante por poco, e de
seguida adicionou-se 100 pL do respetivo reagente. Depois de incubar durante 10 minutos para o
ensaio do lactato, e 20 minutos para o ensaio da glucose, as absorvancias foram medidas a 490 nm e
505 nm, respetivamente, das amostras a dos padrdes, no leitor de placas Thermo Scientific
Varioskan® Flash. Para além disso, a proteina total, expressa em biomassa total, foi avaliada usando

0 ensaio de SRB. Os resultados foram expressos como pg total/biomassa total, de uma experiéncia.

3.6. Ensaio de esferoides

Para a formacao de estruturas 3D, designadas de esferoides, 5 x 10 > células (LLCIWT e KOCD147) por
poco, foram plaqueadas numa placa de 96 pocos “fundo U” coberta com 1% de agarose/PBS. Posto
isto, foi necessdrio centrifugar a placa a 1000 rpm durante 2 minutos, e incubadas a 37°C, 5% de CO:
durante 7 dias. Depois da formacado dos esferoides, ao 32 dig, foi adicionado 50 pL de meio Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM, com 4,5 g/L de D-Glucose, L-Glutamina, piruvato de sddio e 3,7 g/L
NaHCO3 - PAN BIOTECH) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (FBS, SIGMA ALDRICH) e 1%
de Penicilina Estreptomicina, a cada 48 horas, e 0 seu crescimento foi acompanhado ao longo de 7 dias
através de fotos, tiradas de dois em dois dias. A drea dos esferoides foi calculada através do software

Image J.
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3.7.Modelo de tumor de ratinhos

Ainducao tumoral foi realizada por injecdo subcutanea de 1x 10 © células LLCTWT e KOCD147 no flanco
direito de ratinhos C57BL6 machos, de 9-12 semanas. O crescimento do tumor foi acompanhado
semanalmente usando um calliper, recorrendo a sequinte férmula: V = (L x W 2)/2 (L = comprimento, W
=largura, V= volume). No final da experiéncia, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical
e os tumores removidos, pesados e processados de acordo com as experiéncias a realizar. Os
experimentos com animais foram realizados de acordo com as Diretrizes Europeias para o Cuidado e
Uso de Animais de Laboratdrio, Diretiva 2010/63/UE e o Regulamento Nacional publicado em 2013
(Didrio da Repiblica, 1.a série-No 151-7 de agosto de 2013). Desta forma, os tumores da primeira
experiéncia foram usados para analise de expressao de proteinas por imunohistoquimica e para tal,
estes foram fixados em formaldeido 10% e incluidos em parafina. Os tumores da sequnda experiéncia

foram utilizados para analise da populagao do sistema imunitario no tumor.

3.8. Processamento do tumor

O primeiro passo foi a digestao do tumor, que consistiu em cortar o tumor em pedacos pequenos com
0 auxilio do tampao de digestao (RPMI (PAN BIOTECH), Pen/Strep 1%, Soro Fetal Bovino (FBS, SIGMA
ALDRICH), dispase (Gibco) e colagenase D (Gibco)). Depois de incubar a 37°C durante 30 minutos as
células foram filtradas num filtro de 50 um, com FACS buffer (2% de PBS,2mM EDTA), ressuspendidas
com o tampao de lise de glébulos vermelhos (150 mM NH,Cl; 0.1 mM EDTA; 10 mM KHCOs; pH=7.4) e
centrifugadas a 2500 rpm durante 5 minutos. Depois de remover todos os glébulos vermelhos, as
células foram lavadas com FACS buffer, sequida de uma centrifugacao a 2500 rpm por 5 minutos. A
seguir, as células foramressuspendidas com 3 mL de FACS buffer e filtradas num filtro de 40 pm. Posto

isto, foi necessario contar as células com Trypan Blue, e de seguida foram diluidas.

3.9. Citometria de fluxo

Para andlise da populacao de macrdfagos e linfdcitos T, 2 milhdes de células foram ressuspendidas em
PBS e incubadas com o reagente de bloqueio do recetor Fc por 15 minutos a 4°C, sequido pela adicao
da respetiva mix de anticorpos (Tabela 5) durante 30 minutos a 4°C, protegido da luz. De sequida, foi
feita uma lavagem com 150 pL de PBS seguida de uma centrifugacao a 1500 rpm durante 5 minutos.
Depois de tirar o sobrenadante, 100 pL de um marcador de viabilidade foram adicionadas as células e
deixadas a incubar por 30 minutos a 42C. Depois de mais uma lavagem e centrifugacao, as células
foram fixadas com PFA 4% durante 30 minutos, lavadas e ressuspendidas em 300 pL de FACS buffer.

Posto isto, as células marcadas com a mistura de anticorpos para os linfécitos T, foram
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permeabilizadas com uma solucao de Triton 1% em PBS durante 15 minutos, lavadas e incubadas

durante a noite, a 42C com o marcador FOXP3. No dia seguinte, as células marcadas, foram lavadas,

centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos, e ressuspendidas em 300 pL de FACS buffer. Finalmente, as

células foram analisadas por citometria de fluxo, e os dados tratados pelo software FlowJo10.

Tabela 5- Anticorpos usados na citometria de fluxo.

123718, Biologend®

Anticorpo Referéncia Diluicao
Purified rat anti-mouse CD16/CD32 2 uL em 50 ul de tampao
Recetor Fc (mouse BD Fc block), 553142, BD Fc block por amostra
Pharmingen™, BD Biosciences
F4/80 PercP/CY5.5 anti-mouse F4/80,123128 1/200
Biologend®
CD68 PE/Cyanine7 anti-mouse CD86,105013 1/400
Biologend®
MHCII Brilliant Violet 711 ™ anti-mouse I-A/I-E 1/200
antibody, 107643, Biologend®
(D45 APC-Cyanine7 anti-mouse CD45,103116 1/500
Biologend®
PDL1 APC anti-mouse CD274 (B7-H1, PD-L1), 1/100
124311, Biologend®
Anti-mouse CD11b, eBioscience™, eFluor ® 1/500
CD11b 450, 48-0112-82, Invitrogen ™
CD206 Brilliant Violet 785 ™anti-mouse CD206 1/100
(MMR), 141729, Biologend®
(D204 PE anti-mouse CD204,154709, 1/100
Biologend®
CD4 PercP/ CY5.5 anti-mouse CD4,100434 1/300
Biologend®
D25 PE/ Cyanine7 anti-mouse CD25, 1/100
eBioscience™, 25-0251-82
PD1 PE anti-mouse PD1,135206, Biologend® 1/100
CD147 FITC/ALEXA488, anti-mouse CD147, 1/100
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CD8a Brilliant Violet 785 ™anti-mouse CD8a, 1/200
301046, Biologend®

CD69 Brilliant Violet 605 ™ anti-mouse CD69, 1/200
104530, Biologend®
FOXP3 APC/Alexa647, anti-mouse FOXP3, 1/100
320014, Biologend®
Viability dye Fixable Viability Dye eFluor ™520, 1/1000

eBioscience ™ 65-0867-14, Invitrogen ™

3.10. Imunohistoquimica

A expressao de PCNA, foi avaliada por imunohistoquimica através do método da estreptavidina-
biotina-peroxidase. Resumidamente, ap6s desparafinacao e hidratacao dos tecidos, estes foram
submetidos a recuperacao do antigénio, foi realizado por imersao das laminas numa solu¢ao tampao
de citrato 10 mM a pH 6,0 e micro-ondas (600 W) por 15 minutos. Apds inativacao das peroxidases
enddgenas, com perodxido de hidrogénio 3% por 10 minutos, os tecidos foram lavados em PBS, duas
vezes durante 5 minutos. Os tecidos foram entdo incubados com o anticorpo primario (mouse 307902,
BioLegend), com dilui¢ao 1/200) durante a noite a temperatura ambiente. Posteriormente, estes foram
lavados e tratados com um anticorpo secundario biotinilado (mouse 405303, BioLegend com diluicao
1/200), por 1 hora. Depois, os tecidos foram incubados com o reagente Saview plus HRP e a reacoes
foram visualizadas com 3,3'-diaminobenzidina (ENZ-ACC105-0200) por 30 minutos. O passo
seguinte, consistiu no contraste com hematoxilina de Harris 25%, seguida por uma desidratacdao numa
concentracao crescente de etanol e diafanizacao em xilol. Por fim, as laminas foram montadas com

entellan. A marcacao da proteina foi quantificada por Imagel.

3.11. Analise estatistica

Neste trabalho, foram usados testes paramétricos para verificar a significancia estatistica, como o
teste T Student. Os valores de pforam considerados estatisticamente significativos quando inferiores
a 0,05 para comparacoes entre dois grupos. Os grdficos e a andlise estatistica foramrealizados usando

o software GraphPad Prism 8.
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4. Resultados

4.1. Expressao do MCT1, MCT4 e CD147 na linha celular de adenocarcinoma do pulmao

(LLC1).

Para poder atingir o objetivo desta tese, foi usada a linha celular LLC1 que tinha a proteina CD147
bloqueada pela técnica CRISP-Cas9. Posto isto, o primeiro passo consistiu em verificar a inibicao de
expressao da CD147 por RT-gPCR e Western Blot. Apesar do bloqueio da CD147 nao tenha sido total,
verificou-se tanto por RT-gPCR como por Western Blot (Figura 1A, B e C) que houve uma diminuicao
da expressao da CD147 nas células LLC1KOCD147 quando comparado com o WT (p =0,0421), no
entanto no RT-gPCR esta diferenca nao foi estatisticamente significativa. Uma vez que a CD147 é uma
chaperona dos MCTs, analisou-se os niveis de expressao dos transportadores de monocarboxilato do
tipo1e4 por RT-qPCR e Western Blot. Verificou-se uma diminui¢dao na expressao do MCT1e MCT4 ao
nivel do mRNA (Figura 1C), quando se inibiu a CD147. Ja os niveis de proteina de MCT1 e MCT4 foram
iguais entre a linha LLCIWT e LLC1KOCD147(Figura1A e B).
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Figura1- Niveis de expressao da CD147, MCT1e MCT4 na linha celular LLC1. O bloqueio da CD147 foi confirmada pelos
niveis de proteina e mRNA, usando o Western Blot e RT-qPCR, respetivamente. A Analise de Western Blot da proteina
CD147,MCT1e MCT4 nalinha LLC1 de trés experiéncias independentes. B Niveis relativos de proteina da CD147, MCT1e
MCT4 na linha LLC1. Dados apresentados como média + desvio-padrdo; “p<0,05 pelo teste T Student. C Expressdo de

mRNA da CD147, de duas experiéncias independentes, MCT1e MCT4 por RT-qPCR da linha celular LLC1.
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4 .2. Influéncia da CD147 no crescimento celular in vitro.

0 segundo passo, consistiu em perceber se o bloqueia da CD147 influencia a viabilidade celular e por
isso realizou-se o ensaio de Sulforrodamina B, e se este bloqueio altera o crescimento das células LLC1
em estruturas 3D. Através da analise do ensaio de SRB verificou-se que até as 20 horas de ensaio nao
houve diferencas na viabilidade celular entre as células LLC1IKOCD147 e as WT. No entanto, observou-
se que a partir das 20 horas houve uma tendéncia para uma inibicao da viabilidade celular das células
LLC1KOCD147 quando comparadas com as células WT. (Figura 2A). Relativamente aos esferoides, que
melhor reproduzem um modelo de tumoral, durante 7 dias nao foram observadas diferencas no

crescimento dos esferoides entre alinha LLCIWT e LLC1KOCD147 (Figura 2B).
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Figura 2 — Crescimento celular da linha LLC1. A Viabilidade celular da linha LLC1, usando SRB de trés experiéncias
independentes com triplicados. B Esta representado o crescimento dos esferoides, que foi acompanhado por 7 dias, de
duas experiéncias independentes. Barra de escala, 200 pm.
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4 3. Influéncia da CD147 no metabolismo das células tumorais.

Devido ao seu papel como chaperona dos MCTs, analisou-se se a inibicao da CD147 interferia com o
transporte de lactato e consequentemente com o metabolismo das células tumorais. Para tal,
recorreu-se a kits enzimdticos comerciais, para avaliar a concentracao de glucose e do lactato
extracelular, dos sobrenadantes das células em cultura. A inibicdo da CD147 levou a uma ligeira
diminuicao no consumo da glucose quando comparado com as células LLCTWT no entanto estas
diferencas nao foram estatisticamente significativas (Figura 3A). Relativamente ao lactato verificou-
se uma diminuicao significativa na concentracao de lactato extracelular na linha LLC1IKOCD147 em

comparacao alinha celular LLC1 WT (p=0,0480) (Figura 3B).
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Figura 3 — Metabolismo celular dalinha LLC1. A Consumo de glucose nalinha LLC1. B Lactato extracelular nalinha LLCTWT e

LLC1KOCD147. Dados apresentados como média + desvio-padrao; “p<0,05 pelo teste T Student.

4.4.0 efeito do bloqueia da CD147 no crescimento tumoral in vivo e na populacao imune dos

tumores.

Vdrios estudos mostram que que o lactato resultante do metabolismo do tumor, altera a funcao das
células do sistema imunitdrio, criando um microambiente tumoral imunossupressor (49), no entanto o
papel da CD147 na immunossupressao tumoral ainda nao estd claro. Assim, avaliou-se o efeito da
CD147 na imunossupressao tumoral, in vivo. Injetou-se subcutaneamente células LLCIWT e
LLCTKOCD147, em ratinhos C57BL6. O crescimento tumoral foi avaliado através da medicao do
tamanho do tumor com um calliper ao longo do tempo. No final o peso dos tumores foi registado e
recolhidos para andlise por IHQ ou citometria de fluxo.

Inicialmente os tumores sem a CD147 tiveram um ligeiro aumento de volume até ao dia 9, que
decresceu até ao dia 15. O peso dos tumores é maior nos tumores sem a CD147 (Figura 4A e B), mas
estes resultados nao foram estatisticamente significativos. Posto isto, para confirmar a diferenca de
proliferacdao dos tumores dos dois grupos de tumores, usou-se o anticorpo anti-PCNA na

imunohistoquimica. A PCNA (antigénio nuclear de célula proliferativa), é encontrado em células que se
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encontram em divisao. Os tumores dos animais injetados com a linha LLC1IKOCD147 tiveram uma
maior marcacao nuclear do marcador PCNA (p=0,0223), e por isso apresentavam uma maior
proliferacao, em comparacao aos tumores injetados com a linha LLC1WT (Figura 4C e D). Por fim, a
citometria de fluxo foi realizada para identificar a populacao imune de macrdfagos e linfécitos T. O
blogueio da CD147 ndo alterou a percentagem de leucdcitos (CD45*) nem de macrdfagos (F4/80%), e
através da andlise dos marcadores CD86 e MCHII; e CD204 e CD206, verificou-se que a CD147 nao
teve influéncia na polarizacao dos macréfagos do tipo M1nem do tipo M2, respetivamente. No entanto,
o silenciamento da CD147, levou a um aumento de PD-L1 presente nos macréfagos (p=0,0161). No que
diz respeito aos marcadores dos linfécitos T, mais uma vez o bloqueio da CD147 ndo alterou a
percentagem de células TCD8* e das células TCD4*, nem do PD1 presente nestes dois tipos de células
do sistema imunitdrio. Porém, o silenciamento da CD147 diminuiu o marcador de ativacao CD69 nas
células TCD8* (p=0,0228). Relativamente as células Treg (CD25*FOXP3*) e seus estado de ativacao
(CD4*FOXP3), a CD147 nao teve qualquer influéncia na percentagem nem ativagao destas células do

sistema imunitdrio.
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Percentagem de células positivas

Percentagem de células positivas

Figura 4 - As células LLC1 foram injetadas (1x10° em ratinhos C57BL6. A Volume dos tumores. Os dados sao
apresentados como média + desvio-padrao. B Peso dos tumores medido apds a remocao dos tumores dos animais. C
Andlise imuno-histoquimica de tumores para PCNA (Magnitude, 200x). Expressao nuclear da proteina PCNA. Barra de
escala, 50 pm. D Percentagem de marcacao PCNA de tumores usando imagel. Dados apresentados como média +

desvio-padrao; *p<0,05. O teste T student foi aplicado. E, F e G Citometria de fluxo de marcadores de superficie
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5. Discussao

As células tumorais apresentam uma elevada plasticidade metabdlica, fazendo com que estas tenham
a capacidade de se adaptarem a condicOes adversas. Desta forma, surge o conceito do efeito de
Warbug, que permite as células tumorais, obter rapidamente ATP e consequentemente suportar as
elevadas taxas de proliferacao dos tumores, mesmo na presenca de oxigénio. No final, é originado
lactato, que é acumulado no microambiente tumoral, resultado de um metabolismo desequilibrado.
Sabe-se que o lactato exerce um papel critico no desenvolvimento do tumor, pois inibe a funcao das
células do sistema imunitdrio, promove a polarizacao de macrdéfagos pré-tumorais e esta também
ligado a angiogénese. O movimento do lactato é feito através dos MCTs que estdao associados a
proteina CD147, sugerindo um papel importante da CD147 na regulacao do metabolismo tumoral (50).
Foirelatado que o bloqueio da CD147 diminui a taxa glicolitica e o efluxo de lactato em linhas celulares
de carcinoma hepatocelular, e que desta forma mostra o envolvimento de CD147 no metabolismo (51).
Diversos estudos mostraram que a sobrexpressao da CD147 estd associada aum mau progndstico dos
pacientes com cancro, e que esta é altamente expressa em diversos tumores, incluindo tumores de
cancro do pulmao, mama, rim, célon, préstata e figado (50). Ja é conhecido o papel multifuncional da
CD147 em determinadas caracteristicas das células tumorais. Foi observado que a CD147 é capaz de
promover a proliferacao, invasao e metastizacao celular, tal como a angiogénese (52).

Posto isto, o presente estudo, procurou investigar melhor o papel da CD147 na imunossupressao do
cancro do pulmao. Para tal, foi usada a linha celular de carcinoma do pulmao de Lewis (LLC1), onde ja
tinha sido realizado o bloqueio da CD147 pelo método CRISP-CasS. Desta forma, foi necessario
comprovar o bloqueio da CD147 recorrendo a duas técnicas, RT-qPCR e Western Blot. Apesar de nao
ter havido o bloqueio total da CD147, foi possivel observar a diminuicao evidente do mRNA e dos niveis
de proteina nalinha LLC1KOCD147.

Em seguida, caracterizou-se o efeito do bloqueia da CD147 na viabilidade celular e na capacidade de
formacao de estruturas 3D-esferdides. Embora tenha sido observada uma tendéncia para o aumento
da viabilidade na linha LLCTWT em comparacao a LLC1KOCD147, nao foram encontradas diferencas
estatisticas significativas entre os dois grupos. O mesmo aconteceu, num estudo feito com uma linha
celular de humana adenocarcinoma do pulmao (A549), onde a linha A549WT teve uma viabilidade
celular ligeiramente maior que a A549K0CD147, no entanto também sem significado estatistico (53).
Como, este estudo, a partir das 24 horas, houve uma tendéncia para aumentar a viabilidade celular, e
de maneira a perceber se esta viabilidade iria continuar a aumentar de maneira significativa, em
estudos futuros seriarelevante prolongar o tempo do ensaio. No entanto, esta linha celular ndo aguenta
estar em cultura muito confluente pois acabam por desaderir, e por essa razao, teria de se recorrer a

outro tipo de técnica, como o ensaio brometo de 3-(4,5 - dimetiltiazol -2- il)-2,5-difenil tetrazdlio
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(MTT) até 96 horas, sugerido pelo estudo feito por Meng et al (54). O ensaio MTT, mede a atividade
mitocondrial e, consequentemente a viabilidade celular, onde o composto MTT é convertido em
formazan, por células vidveis (55). Além disso, tambhém se poderia usar o corante Trypan Blue para
contar células viaveis. Como as células vidveis tém membranas intactas, nao deixam entrar este
corante para o seu interior, enquanto as células mortas sim. Esta técnica consiste na contagem das
células que excluem o corante Trypan Blue, que se traduzem em células vidveis (56). Para colmatar a
informacado relativamente a viabilidade celular, foi realizado o ensaio dos esferoides, uma vez que este
tipo de estruturas mimetizam a difusao de nutrientes que sao importantes para o crescimento tumoral.
De acordo com a pesquisa feita, nao foi encontrada qualquer relacao entre o papel da CD147 em
estruturas 3D. Deste modo, foi analisado a formacao do esferoide e observou-se que a CD147 nao teve
qualquer influéncia no crescimento dos esferoides ao longo dos dias. Portanto, neste estudo a inibicao
da CD147 nao teve influéncia na viabilidade celular in vitro,nem na formacao de esferoides nestalinha
celular.

Posto isto, como a CD147 esta implicada no metabolismo tumoral, uma vez que se associa aos MCTs,
foi avaliada a expressao dos transportadores MCT1 e MCT4 nas células. A expressao diminuida da
CD147, levou a diminuicao dos transcritos do MCT1 e MCT4, mas curiosamente nao afetou os niveis
proteicos destes MCTs. Este resultado contraria o estudo feito por Xiofeng Li. et al que demonstraram
que ao bloguear a CD147, a expressao das proteinas MCT1 e MCT4 diminuiam (26). No entanto, apesar
da proteina estar presente, esta pode-se encontrar no citoplasma, e, portanto, nao sendo funcional no
transporte do lactato. Desta forma, para estudar a localizacao dos MCTs, poderiamos recorrer a
ensaios de imunohistoquimica/imunofluorescéncia ou por Western Blot com a extracao de proteina
por fracionamento. Como as células tumorais apresentam um aumento da glicdlise e dependem grande
parte desta via metabdlica para gerar ATP para suportar as elevadas taxas de proliferacao, e
consequentemente ha um aumento do lactato que é exportado para o meio extracelular (57), foi visto
se a CD147 poderia ser um regulador chave da proliferacao celular através da alteracao do
metabolismo da glicose. No presente estudo, houve uma tendéncia diminuida no consumo de glicose
quando houve o bloqueio da CD147, esta nao foi estatisticamente significativa. No entanto, apesar de
nao ter sido uma diminuicao acentuada, o bloqueio da CD147 levou a diminuicao do lactato extracelular.
Sabe-se que o lactato é exportado para o meio extracelular via MCT4, e um estudo mostrou que o
exporte do lactato foi diminuido devido a diminuicao da expressao do MCT4, consequéncia do bloqueio
da CD147 (33,60). Mas neste caso, nao foi possivel tirar a mesma conclusao, uma vez que o Western
Blot mostrou que nao houve alteracao dos niveis dos transportadores quando a CD147 foi bloqueada.
Por isso, para perceber se 0 MCT4 esta aqui envolvido no acimulo de lactato no meio extracelular,
futuramente seria interessante fazer KO do MCT4, por exemplo através da técnica CRISP-Cas9, na

linha celular LLC1. Assim, se os resultados forem os mesmaos, sugere que o efluxo de lactato é devido a
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outro transportador presente na membrana das células tumorais, como o MCT1, que também é capaz
de exportar lactato (60,61). J& se os resultados mostrarem que ha diminuicao do lactato extracelular
quando é feito o nocaute do MCT4, indica que o MCT4 tem um papel importante no exporte de lactato.
Assim, 0 nosso achado, sugere que 0 MCT1 e MCT4 possam usar outra chaperona para se manterem
na membrana plasmatica e exercam a sua funcao, como por exemplo a CD44 (53,60).

Uma outra caracteristica da CD147, que foi inicialmente descrita por ser uma proteina que induz a
producao de MMPs (7), logo no sentido de complementar esta tese, em estudos futuros, seria
importante avaliar a migragao das células tumorais LLC1, por exemplo recorrendo ao ensaio de ferida
(do inglés wound) tal como sugerido no estudo feito por Siqui Pan et al. Este é um ensaio facil e rapido,
que consiste fazer umaferida em células em monocamada, onde a capacidade de migracao é calculado
através do fechamento da ferida (61).

Posto isto, avaliou-se o efeito da CD147 in vivo, para melhor caracterizar a influéncia da CD147 no
cancro do pulmao. Ou seja, os ratinhos C57BL6 machos forma injetados com a linha LLC1 e no final, os
tumores foram recolhidos e envolvidos em parafina para a realizacao de uma imunochistoquimica, e
processados para realizacao de citometria de fluxo. Assim, foi realizado uma imunohistoquimica dos
tumores marcados com o anticorpo anti-PCNA. Os tumores deficientes em CD147 obtiveram uma
maior marcacao nuclear de PCNA, cerca de 4 vezes maior, que se traduz por uma maior proliferacao
celular, do que os tumores com CD147, o que esta em concordancia com os pesos dos tumores. Este
resultado esta de acordo com o ensaio realizado com a linha A549, onde o crescimento tumoral dos
ratinhos injetados com a linha A549K0CD147 também foi aproximadamente maior 4 vezes do que
com alinha A549WT (53). Ao contrdrio do que estd na literatura, este resultado parece mostrar que a
CD147 tem um papel supressor do tumor. Além disso, estudos in vitro com a linha celular A549, feito
por Shaoxing Yang et al. mostraram que a CD147 ao ser silenciada, a proliferacao das células
A549K0CD147 diminuiu em comparacao a linha AS49WT (52). No entanto, as células cultivadas em
monocamada in vitro nao traduzem as reais interagoes entres as células tumorais e 0 microambiente
que é formado nos tumores.

A evasao imune € outra caracteristica do tumor, e diversas investigacdes tém sugerido cada vez mais
que o metabolismo glicolitico e a evasao imunoldgica estao ligados, apesar de frequentemente sejam
estudados como processos distintos. Sabe-se que as células tumorais tém uma elevada dependéncia
da glicdlise, tendo uma grande consequéncia a nivel das células imunes presentes no microambiente
tumoral, que competem com as células tumorais pela glicose para poderem-se proliferar e exercerem
as suas funcoes anti-tumorais. Esta escassez de nutrientes forcada pelas células tumorais, resulta
numa atividade anti-tumoral comprometida. Além disso, o lactato que provém do metabolismo das
células tumorais, tém efeitos inibitdrios nas células do sistema imune. Como a CD147 esta ligada ao

metabolismo tumoral por se associar aos transportadores de monocarboxilato, o estudo in vivo
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também teve como objetivo, explorar o papel da CD147 na imunossupressao tumoral, onde foram
avaliados dois tipos de populagao imune, os macrdéfagos e os linfdcitos T.

Os resultados no presente estudo mostraram que nao houve diferencas a nivel da percentagem de
leucdcitos entre os tumores injetados com a linha LLCIWT e LLC1KOCD147, pois a percentagem de
CD45 éigual. Nao houve diferencas nos marcadores CD86 nem MHCII, o que quer dizer que o bloqueio
da CD147 nao alterou a polarizacao dos macrdfagos do tipo M1. Para além disso, o silenciamento da
CD147 também nao teve influéncia na polarizacao dos macréfagos do tipo M2, uma vez que nao se
verificou diferenca dos marcadores CD204 e CD206. Porisso, nao obtivemos diferencas no nimero de
macréfagos nem na sua polarizacao, quando a CD147 estava ausente. No entanto, a expressao da
CD147 correlacionou-se inversamente com os macrdfagos que expressavam PD-L1. 0 PD-L1além de
ser expresso em células tumorais, encontra-se também noutro tipo de células, como células
hematopoiéticas, incluindo células T, células B, células dendriticas e macréfagos. O PD-L1 é um
regulador negativo das respostas de células T, pois inibem a sua proliferacao e producao de citocinas
(62). Este resultado pode indicar um aumento de imunossupressao quando a CD147 esta ausente.
Relativamente aos linfdcitos, foram analisadas as subpopulacoes TCD8 e TCD4. A nivel das células
TCDS8, verificamos que houve uma tendéncia para o seu aumento, tal como as células CD8 que
expressavam PD1, nos tumores dos ratinhos injetados com LLC1KOCD147, apesar destas diferencas
nao serem estatisticamente significativas. Este aumento do PD1 esta de acordo com o aumento do
PDL1em macrdfagos, apesar de nao terem diferencas estatisticas. No entanto, houve uma diminuicao
significativa do marcador de ativacao CD69 em células TCD8*, o que significa que as células T
citotoxicas estao menos ativas e por isso, temos uma maior imunossupressao. Apesar de haver um
aumento das células TCD8, estas nao parecem estar ativas devido a diminuicao do marcador CD69.
Além disso, os linfécitos TCD8 podem estar a ser inibidos pelos macréfagos, devido ao aumento de PD1
e PD-L1. Por ultimo, nao foi observado diferencas nas células TCD4 entre os dois grupos, tal como a
expressao do PD1em células TCD4, contrariamente ao que acontece nos linfdcitos TCD8. Além disso,
a populacao das células Tregs (CD4*FOXP3) e o seu estado de ativacao (CD25*FOXP3), ndo tiveram
alteracdo nos seus niveis quando a CD147 foi bloqueada. E sabido que o lactato, proveniente do
metabolismo da glicose do tumor, aumenta a populacao de células imunossupressoras, como € 0 caso
das células Treg (26). Sugerindo, neste estudo que as células Tregs nao contribuiram para a

imunossupressao, tal como as células TCD4.
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6.Conclusao

Sabe-se que a CD147 se correlaciona com os transportadores de monocarboxilato, no entanto no
presente estudo, o bloqueio da CD147 nao fez com que os niveis proteicos dos MCTs diminuissem, tal
como seria de esperar. No entanto, o bloqueio da CD147 foi capaz de fazer com que o lactato
extracelular diminuisse, sugerindo que o MCT1 e MCT4 tém outra chaperona como a CD44. Para além
disso, o bloqueida CD147 nalinha LLC1ndo teve qualquer efeito na viabilidade celular,nem na formacao
dos esferoides.

Posto isto, foi avaliado o efeito da CD147 in vivo, para melhor compreensao da influéncia da CD147 no
cancro do pulmao. E para tal, os ratinhos C57BL6 machos foram injetados com a linha LLC1 e no final,
os tumores foram recolhidos para a realizacao de uma imunohistoquimica, e citometria de fluxo. A
CD147, ao contrario do que mostra a literatura, neste estudo parece ser uma proteina supressora
tumoral in vivo, pois os tumores dos animais injetados com a linha LLC1 WT obtiveram tumores com
menor marcacao nuclear do marcador de proliferacao PCNA do que os tumores sem CD147. Houve
ainda um aumento do marcado PD-L1nos macréfagos quando a CD147 estava ausente, sugerindo que
0 bloqueia da CD147 leva a um aumento da imunossupressdo. Para complementar esta hipdtese,
houve uma diminuicao significativa do marcador de ativacao CD69 em células TCD8*, quando a CD147
se encontra bloqueada, o que significa que as células T citotxicas estao menos ativas e
consequentemente, tem-se uma maior imunossupressao. Embora tenha havido um aumento das
células TCD8, estas nao parecem estar ativas devido a diminuicao do marcador CD69. Além disso,
devido ao aumento de PD1 e PD-L1, os linfécitos TCD8 podem estar a ser inibidos pelos macréfagos
Esta dissertacao, indicou que o bloqueia da CD147 levou a um aumento da imunossupressao tumoral.
No entanto, novos estudos in vivo e in vitro sao precisos, para entender melhor arelacao da CD147 com

aimunossupressao tumor.
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