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Abstract

Cancer is the most important health problem in developed country and even in
developing countries, being responsible for over 6 million deaths for year that
represents 12% of deaths cause in the world. Although the skin cancer is the most
frequent in Brazil and 25% of all maligns tumors registred in the country, the
melanoma is only 4% of skin malign neoplasia, despite of the malignancy because the
ability to metastasize that justifies your high lethality. A global estimate showed the
prostate cancer as the second most common type of cancer in men and your
progression mechanism and causes still are little known. The V-ATPase as the Na'-
K*-ATPase have been shown like important studies targets in cancer because the V-
ATPase is expressed in the plasma membrane of the highly metastatic tumors and is
more active and can not only helps the tumor growth and metastasis as also can be
involved with signaling and still related with the energy metabolism. Ouar results show
that Na'-K*-ATPase was shown less expressed and with less activity in the melanoma
and prostate highly metastatic cell lines. And with respect to energy metabolism the
study of glucose effect, because the highly metastatic tumors has the glycolytic
metabolism hyperactive, has been crucial and underexplored. Furthermore, is
important evaluate the functional role of F-ATPase, that that contrary to what is
classically known also was shown more active in highly metastatic tumors. Then, in
the tumors and cell lines of melanoma were observed the ultrastructure and
morphology that confirmed and elucidated the functional features pertaining to
different potential metastatic phenotype of the cell lines and tumors, including several
features such as size of nucleus, number of nucleoli, hypoxia and necrosis areas and
if is invasive. The glucose activated only the proton transport by V-ATPase in the
highly metastatic tumors of melanoma while the Na*-K*-ATPase was found less active
and more expressed in metastatic tumors while the Na'-K*-ATPase was found less
active and less expressed in metastatic tumors. And the F-ATPase was shown more
active in the highly metastatic tumors studied that showing that the studied tumors are
not exclusively glycolytic. Was detected, in prostate cell line, for the first time activity of
V-ATPase and Na'-K'-ATPase enzymes in the nuclear fraction and also were found
by immunocytochemistry in the nucleus of these cells. Considering all data, this work
provides important theoretical basis regarding energy metabolism of tumors involving
the relationship with proton pumps and Na*-K*-ATPase.

Key-Word: V-ATPase, F-ATPase, Na'-K*-ATPase, mitocondria, melanoma, prostate
cancer.
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Resumo

O cancer é um dos mais importantes problemas de saude publica tanto em paises
desenvolvidos quanto nos paises em desenvolvimento, sendo responsavel por mais
de seis milhdes de 6bitos por ano o que representa 12% das causas de morte no
mundo. Embora o cancer de pele seja o mais frequente no Brasil e corresponda a
25% de todos os tumores malignos registrados no Pais, o melanoma representa
apenas 4% das neoplasias malignas do 6rgdo, apesar de ser 0 mais grave devido a
sua alta possibilidade de metastase o que justifica sua alta letalidade. Uma estimativa
mundial apontou o cancer de préstata como sendo o segundo tipo de cancer mais
frequente em homens e seus mecanismos de progressdo e causa S0 pouco
conhecidos. A V-ATPase assim como a Na'-K'-ATPase tém sido apontadas como
importantes alvos de estudos em cancer visto que a V-ATPase expressa ha
membrana plasméatica de tumores mais metastaticos se encontra bem ativa e pode
ndo sO apenas favorecer crescimento tumoral e metastase como também pode estar
envolvida com sinalizacdo e ainda tem relacdo com o metabolismo energético.
Nossos resultados mostram que a Na'-K'-ATPase foi achada menos expressa e
menos ativa nessas linhagens mais metastaticas de melanoma e préstata. E ainda
com relacdo a energética tumoral o estudo do efeito da glicose, visto que tumores
mais metastaticos possuem metabolismo glicolitico hiperativo tem sido crucial e pouco
explorado. Além disso, é importante que seja avaliada o papel funcional da F-ATPase,
gue ao contrario do que é classicamente conhecido também foi encontrada ativa em
tumores e ainda detectamos presenca de vesiculas ricas em mitocondrias na
linhagem de melanoma mais metastatico. Entdo nas linhagens e tumores de
melanoma foram evidenciadas ultraestrutura e morfologia confirmando e elucidando
as caracteristicas funcionais pertinentes ao fenétipo de diferentes potenciais
metastaticos das linhagens e tumores, tais como tamanho nuclear, nimero de
nucléolos, areas de hipoxia e necrose e se possui capacidade de invadir. A glicose
ativou apenas o transporte de V-ATPase nos tumores mais metastaticos, enquanto a
Na'-K*-ATPase foi encontrada menos ativa e expressa no tumor mais metastatico. E
a F-ATPase se encontrou mais ativa nos tumores mais metastaticos, mostrando que
0os tumores estudados ndo sao exclusivamente glicoliticos. Foi detectada, nas
linhagens de prdstata, pela primeira vez, atividade das enzimas V-ATPase e Na*-K'-
ATPase na fracdo nuclear e ainda foram localizadas por imunocitoquimica nos
nacleos dessas células. Considerando todos dados obtidos, esse trabalho fornece
importantes bases tedricas no que tange metabolismo energético de tumores
envolvendo a relagdo com bombas de prétons e Na*™-K*-ATPase.

Palavras-chave: V-ATPase, F-ATPase, Na'-K'-ATPase, mitocdndrias, melanoma,

cancer de proéstata.
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1-Introducéao

O cancer consiste num dos mais instigantes e enigmaticos problemas que
afetam a saude humana, mobilizando crescentes esforcos de pesquisa e vultosos
recursos em todo o mundo. Os mais diversos tipos de cancer atingem
indiscriminadamente paises desenvolvidos e subdesenvolvidos, respondendo por
aproximadamente 12% dos Obitos registrados anualmente no Brasil (Guerra et al.,
2005). Dentre as estratégias mais promissoras destaca-se a busca por novos alvos
celulares para o desenvolvimento de quimioterapias mais efetivas contra o cancer.
Neste contexto, alguns estudos tém apontado a V-ATPase como um importante alvo,
mostrando que esta enzima transportadora usualmente localizada em
endomembranas de todas as células eucaridticas, se expressa na membrana
plasmatica de varios tipos de células tumorais (Sennoune et al.,, 2004). Esta
expressdo parece estar relacionada com uma maior acidificacdo da matriz
extracelular no tecido tumoral, promovendo um fenétipo mais invasivo e metastético.

A V-ATPase € uma enzima oligomérica, da familia das bombas de prétons que
possuem alta afinidade por ATP, s&o responsaveis pela acidificacdo de
compartimentos intracelulares como endossomos, lisossomos e vesiculas sinapticas;
e sdo compostas por um setor de membrana Vo e um setor catalitico V; (Hille et al.,
1993; Forgac, 1998; Torigoe et al., 2002; Nishi e Forgac, 2002; Nishi et al., 2003;
Nakamura, 2003; Wilkens et al., 2004; Forgac, 2007). O setor V, executa o transporte
de prétons enquanto o setor periférico V; é responsavel pela funcdo catalitica de
hidrolise de ATP (Forgac, 1992; Wilkens e Forgac, 2001; Halaban et al., 2002;
Chaban et al., 2004; Wang et al., 2007). A V-ATPase é expressa em todos o0s
eucariontes, de leveduras aos humanos (Kane, 2006). As V-ATPases utilizam energia
produzida pela hidrélise de ATP para bombear prétons contra um gradiente de
concentracdo iénico e transformam a energia liberada em potenciais eletroquimicos
gue energizam a membrana para dirigir alguns processos de transporte (Moriyama,
1996; Forgac, 1999; Izumi et al., 2003; Beyenbach e Wieczorek, 2006; Hille e Walz,
2007). A estrutura das ATPases dos tipos V e F sédo notavelmente conservadas ao
longo da evolugéo (Gogarten et al., 1992; Harvey e Wieczorek, 1997; Wilkens e
Forgac, 2001; Gruber et al., 2001). Entretanto, enquanto as V-ATPases funcionam,
fisiologicamente, hidrolisando ATP e bombeando H®, contra um gradiente de
concentragdo, em vesiculas e organelas 4cidas e na membrana plasmatica de células

especializadas; as F-ATPases (também chamadas ATP-sintases) sintetizam ATP ao
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dissipar gradientes de H* pré-estabelecidos em membranas mitocondriais de células
eucarioticas ou na membrana plasmatica de bactérias (Garrido, 2007; Hakulinen et
al., 2012).

Uma caracteristica marcante da V-ATPase € que ela esta envolvida em diversas
funcdes celulares, como endocitose, transporte intracelular, reabsorcdo 0ssea,
metastase tumoral e homeostase de pH citoplasmatico (Gluck, 1992; lzumi et al.,
2003). As V-ATPases sdo funcionalmente expressas na membrana plasmatica de
células tumorais humanas e tém funcdes especializadas no crescimento,
diferenciacdo, angiogénese e metastase, onde desempenha um papel na manutencéo
do ambiente acido favoravel a invasédo (Sennoune et al., 2004; Sennoune et al.,2007;
Fais et al., 2007). Tem sido teorizado que a extrusdo de prétons mediada por esta
enzima pode causar acidificacdo extracelular levando a ativacdo de proteases que
digerem a matriz extracelular durante o processo de invasao e metastase, o que tem
suscitado interesse crescente no estudo do papel da atividade da V-ATPase nos
processos de tumorogénese e metastase (Lu et al., 2005).

A Na'-K*-ATPase € classificada como uma ATPase tipo P e ubiquamente de
membrana plasmaética com funcdo de transportar Na* e K* através da membrana e
assim estabelecer o potencial de membrana. Essa enzima consiste de 2
polipeptideos, uma subunidade a que possui 112 Kd e uma subunidade B que é uma
glicoproteina que possui 35 Kd. As caracteristicas cataliticas sdo associadas a
subunidade a que possui sitio de ligacdo para ATP e cations (Skou e Esman, 1992;
Haas et al., 2002).

O presente trabalho visa aprofundar estudos prévios sobre o papel da expressao
funcional da V-ATPase , Na'-K*-ATPase e F-ATPase, respectivamente na membrana
plasmatica e mitocondrial de células tumorais, com a atividade enzimatica, transporte
e localizacdo destas enzimas tanto em linhagens pouco e muito metastaticas de
melanoma (B16F10 e B16F0), quanto em tumores solidos e também em linhagens de
cancer de préstata com diferentes potenciais metastaticos. Com isso objetivamos
prover evidéncias contundentes para a hipétese da V-ATPase estar relacionada com
a aquisicdo de um fenotipo mais invasivo e metastatico juntamente com a possivel
ativacdo da F e supressio da Na'-K*-ATPase. Também perseguiremos a confirmacéo
da localizagdo na membrana celular de melanoma e verificagcdo das relacoes
existentes entre a dindmica das vesiculas acidas endossomais, o processo de

migracdo da V-ATPase para a superficie das células tumorais, e a habilidade
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migratéria de células metastaticas. Como foi observado em leveduras por Ribeiro et
al., 2012, buscamos avaliar a possivel ativacdo das bombas apds incubacdo com
meios com glicose, visto que o metabolismo glicolitico em tumores é tdo exacerbado.
Em um subprojeto, foi avaliada respiracdo celular e localizacdo de Hexoquinase 2
enzima encontrada ligada a membrana externa da mitocondria e que tem se mostrado
expressa em diversos tipos de cancer associadas também ao fendtipo mais
metastatico.

De forma geral, tentamos entender melhor os links existentes entre o
metabolismo tumoral e as bombas de prétons, que provavelmente ndo atuam apenas
como facilitadores do processo de invasdo e mantenedores do ambiente extracelular
tumoral acido, essa a¢éo é mais complexa e tem possivel acao de sinalizacao.

Também buscamos caracterizar de forma mais detalhada e ainda ndo explorada
a morfologia e ultraestrutura como forma de confirmar os fenétipos metastaticos das
linhagens de melanoma nurino utilizadas caracterizados previamente apenas com
base na expressao de catepsinas, marcadores lisossomais.

Esse trabalho prové bases para futuros estudos voltados para testes clinicos e
terapéuticos. Foi evidenciada maior ativacdo e transporte das bombas na linhagem
mais metastéatica, também foi observada maior expressao e nos estudos morfolégicos
tanto a linhagem mais metastatica como o tumor proveniente desta mesma linhagem
apresentaram caracteristicas pertinentes a um tumor mais anaplasico e agressivo
ainda n&o observado anteriormente. E ainda a linhagem mais metastatica apresentou
maior taxa de transporte de H*, como foi visto anteriormente por nosso trabalho maior
atividade enzimética por hidrélise tanto nas bombas tipo V e tipo F, e ainda uma
menor ativacdo da Na'-K'-ATPase, confirmada também pela menor expressio vista
por Dot Blot. Observamos também maior respiracdo e consumo de O, na linhagem
metastatica que condiz com seu perfil de maior ativacdo metabdlica e ainda os dados
corroboram com a grande quantidade de mitocondrias encontradas e que foram vistas
também formando grandes “clusters”, ndo ainda descrito e visualizado por outros
grupos.

Nas linhagens mais metastaticas de tumor de prostata observamos maior
ativacdo das bombas tipo V e F e menor ativacdo da Na'-K'-ATPase na linhagem
mais metastatica. Também detectamos pela primeira vez atividade e observamos a
localizacdo das bombas V e Na*-K* ATPase respectimentamente na fracdo nuclear e

nicleo das linhagens estud.adas. Também foi verificado que as linhagens
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metastaticas, com excecao de CL1 foram mais sensiveis a auséncia de glicose no
experimento que verificou o decréscimo de crescimento celular apés auséncia de
glicose.
2- Revisdo Literaria
2.1- Regulacéo do pH Celular

As variagOes de pH celular sdo fendbmenos importantes para muitos processos
biologicos, sendo crucial para a manutencdo da homeostase celular (Lu et al., 2005).
Entre as principais funcfes influenciadas pelo pH, descritas para células animais,
estdo o crescimento e a mobilidade para células normais e carcinogénicas afetando
assim, o0s processos de metéstase e resisténcia a drogas em células tumorais
(Perona e Serrano, 1988;Thiebaut et al., 1990; Schlappack et al., 1991; Gottlieb et al.,
1995; Helmlinger et al., 1997; Martinéz-Zaguilan et al., 1998; Martinéz-Zaguilan et al.,
1999).

Mesmo antes das primeiras bombas ibnicas serem descritas, jA era bem
estabelecido o conhecimento empirico de que 0s canais transportam ions numa
velocidade bem maior que os carregadores. Posteriormente, ficou claro que tal
diferenca de permeabilidade era devido as mudancas conformacionais especificas
associadas ao transporte via carreadores e bombas, sendo que estas Ultimas seriam
sistemas de transporte ainda mais lentos por requererem mudancas conformacionais
mais complexas, geralmente envolvendo um processo enzimatico de hidrélise de

ATP, usado como fonte de energia para o transporte ativo (Martin e Harvey, 1994).

Existem muitas evidéncias sobre a influéncia do controle do pH intracelular em
respostas relacionadas a proliferacdo celular, (Gillies et al.,1990; Gillies e Martinez-
Zaguilan, 1991) ao crescimento e mobilidade de células especificas (Martinéz-
Zaguilan et al., 1998), a tumorogénese, metastase e apoptose (Gottlieb et al., 1995) e
a resisténcia a drogas (Altan et al., 1998). O pH extracelular € usualmente baixo em
tumores solidos, contrastando com o pH intracelular que permanece proximo a
neutralidade (Lu et al., 2005). As organelas intracelulares tém caracteristicas de pH
adaptadas para suas fung¢des bioquimicas que sdo mantidas por balanco entre o
funcionamento de bombas de ions, canais e outros sistemas mantenedores do
equilibrio interno idnico (Grabe e Oster, 2001). Foram identificados quatro principais
sistemas de regulacido de pH citosdlico nas células tumorais: trocadores de Na'/H",
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transportadores de bicarbonato, simporters proton-lactato e as bombas de prétons
(Gillies et al.,1990; Gillies e Martinez-Zaguilan, 1991; Sennoune et al., 2004).
2.2- Estrutura e Funcionamento da V-ATPase

A V-ATPase € uma enzima oligomérica, com cerca de 13 subunidades, que
possui dois dominios sendo um catalitico (V1) e um de membrana (Vo). O dominio (V1)
€ um complexo periférico com 570 kDa e 8 subunidades (A-H), sendo considerado o
setor catalitico. O dominio (Vo) € um complexo integral com 260 kDa e 5 subunidades
(a-d), sendo responsavel pela translocacéo dos prétons, ilustrada na figura 1 (Forgac,
2007). No setor catalitico esta localizado o sitio de alta afinidade para ligacdo do ATP,
onde ocorre a hidrélise deste substrato energético acoplada a mudancas
conformacionais do setor V, responsaveis pelo transporte ativo de ions H7,
estabelecendo um gradiente eletroquimico na membrana em que a V-ATPase esta
inserida (Vitavska et al., 2005; Drory e Nelson, 2006). Foi recentemente descrito que,
tal qual ocorre com as F-ATPases, as V-ATPases também funcionam como motores
rotatorios que bombeiam prétons através da membrana (Paroutis et al., 2004). Em
termos de evolucdo molecular, a V-ATPase descende de uma familia de bombas de
prétons de arqueobactérias e ATP-sintases que também deram origem as F-ATPases
de mitocondrias e cloroplastos (Forgac, 1999; Kane, 2006; Qi e Forgac, 2007).

Dentre os principais mecanismos de regulacdo da V-ATPase ja descritos, se
destacam a ligacdo reversivel da ponte dissulfeto entre residuos conservados de
cisteina presentes no sitio catalitico da enzima; a dissociagéo reversivel dos dominios
V1 e Vo € 0 mecanismo que envolve mudangas no acoplamento entre o transporte de
préton e a hidrélise de ATP (Breton e Brown, 2007; Cipriano et al., 2008).
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Figura 1- Esquema da V-ATPase mostrando as multiplas subunidades e os dominios V, e V;
(Adaptada de Forgac 2007).

2.3- Ocorréncia de V-ATPase na Membrana Plasmética e Inibidores

Em humanos, a presenca de V-ATPases na membrana plasmatica tem sido bem
documentada em células especializadas como osteoclastos, células intercalares
renais e de epididimo, e tumorais (células angiogénicas e metastaticas), onde estas
enzimas Sao responsaveis, respectivamente, pela reabsor¢cdo Ossea, acidificacédo
urinaria, maturacdo espermatica e invasao tumoral (Cipriano et al., 2008). Também
existem evidéncias da presenca de V-ATPases nas plasmalemas de macréfagos,
neutrdéfilos, hepatécitos e células parietais gastricas. Todavia, a caracterizacdo da
expressdo e da atividade dessas bombas de protons sé tem sido claramente
estabelecida para as formas presentes nas membranas das diversas organelas
intracelulares, incluindo: endossomos, lisossomos, vesiculas de Golgi e vesiculas
sinpticas (Grinstein et al., 1992; Martinéz-Zaguilan et al.1993; Brisseau et al.,1996;
Mattsson e Keeling, 1996; Martinéz-Zaguilan et al.,1998; Vitavska et al., 2003; Rojas
et al.,, 2006; Cipriano et al., 2008). As V-ATPases sdo encontradas nos

compartimentos intracelulares de praticamente todos os tipos celulares de eucariotos
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(Nelson et al., 2000; Paroutis et al., 2004; Wilkens et al., 2004). A atividade das V-
ATPases intracelulares estd envolvida em processos vitais como o trdfego de
membrana, degradacdo de proteina, energizacdo de sistemas secundéarios de
transporte de ions e outros metabdlicos, na entrada de virus e toxinas e manutencgao
de pH de células saudaveis e tumorais (Wang et al., 2007; De Milito et al., 2007).

A V-ATPase exerce um importante papel no controle do pH intra e extracelular em
varios tipo de células. Essas bombas de prétons sdo superexpressas em muitos tipos
de cancer e estdo relacionadas com a invasao e metéstase tumoral (Sennoune et al.,
2004). Nos tecidos tumorais, a extrusao de protons através da V-ATPase provoca
acidificacao extracelular o que contribui para a manutengcédo de um gradiente de pH
entre o citosol neutro e o meio extracelular acido (De Milito et al., 2007). O baixo pH
do meio extracelular tumoral pode induzir ao aumento na secrecdo e ativacdo de
proteases o que pode promover a degradacdo e remodelacdo da matriz extracelular
através da ativacdo das proteases, 0 que ira contribuir para os processos de invasao
e metastase (Supino et. al, 2008). O efeito promovido pela V-ATPase na invasédo e
metastase tumoral esta relacionado principalmente a habilidade da manutencdo de
um ambiente extracelular com pH &cido e citosol mais alcalino. As proteases

necessitam de um pH baixo para ter uma ativagcao otimizada (Fais et al., 2007).

A mais convincente evidéncia do papel central da V-ATPase na acidificacdo de
organelas é fornecida pelo uso de um antibiético do grupo dos macrolideos, a
Bafilomicina A, o primeiro inibidor especifico desta bomba a ser descrito, atuando em
concentracbes nanomolares (Mattsson e Keeling, 1996), dissipando rapidamente o
gradiente de pH através dos compartimentos das vias secretérias e endociticas
(Paroutis et al., 2004). Além da Bafilomicina A; (Figura 2 A), a Concanamicina A
(Figura 2 B) também tem sido amplamente reconhecida como um inibidor altamente
especifico para a V-ATPase, sendo ainda mais potente que a Bafilomicina A; .
(Mattsson e Keeling, 1996).

De acordo com Huss e Wieczorek (2009), o entendimento do funcionamento dos
inibidores da V-ATPase pode servir como base para desenvolvimento de algumas
drogas e com isso trazer beneficios aos pacientes que sofrem de doencas como

osteoporose e cancer.
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Figura 2- Estrutura quimica dos Inibidores da V-ATPase Bafilomicina A1 (A) e Concanamicina A (B)
(Huss e Wieczorek, 2009).

Estruturalmente a bafilomicina A; e a concanamicina A; s&o membros do grupo
de antibiéticos macrolideos, isolados de espécies de Streptomyces, termo relacionado
com a estrutura — um anel de lactona, de varios membros, ao qual se ligam um ou
mais desoxi-glicéis (Togashi et al.,1997). JA a destruxina pertence ao grupo dos
depsipeptideos (Togashi et al., 1997; Lim et al., 2006).

Uma caracteristica funcional marcante da V-ATPase € a sensibilidade a
bafilomicina A; que inibe a reabsorcdo 6ssea pelos osteoclastos e esse mecanismo

7

de acdo do sitio de ligacdo da bafilomicina é pouco compreendido (Mattsson e
Keeling, 1996). Os osteoclastos sdo células multinucleadas derivadas do sistema
fagocitico mononuclear, com funcdo de reabsorcdo 6ssea durante o crescimento e
remodelagem do esqueleto. A reabsorcdo 0ssea pelos osteoclastos € dependente da
acidificacdo da superficie do osso que é feita pela H*-ATPase do tipo V presente na
membrana plasmatica destas células (Chatterjee et al.,1992; Mattsson e Keeling,
1996).

Tratamentos com inibidores de bombas de prétons especificos para V-ATPases
induzem a sensibilizacdo das células tumorais ao tratamento quimioterapico devido as
modificacdes causadas no pH celular, sendo verificado que o pH acido citoplasmatico
cria uma condicdo mais adequada para ativacdo desses inibidores. A inibicdo da
atividade de bombas de prétons privaria as células tumorais de um importante
mecanismo, que é a regulacdo do pH, o que causa a morte dessas células, ilustrada
na figura 3 (Luciani et al., 2004; De Milito et al., 2007). Como foi observado por
Luciani et al., 2004, o tratamento com inibidores de bombas de prétons como

Omeprazole e Esomeprazole diminui a capacidade das células tumorais de acidificar
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seu meio externo, sendo observada uma maior abundancia de vesiculas internas nas
células tratadas do que nas nao tratadas. Chun et al.(1995) e Figura et al. (1997),
descrevem o Lansoprazol como inibidor de bombas de prétons das células parietais
gastricas que fisiologicamente expressam a V-ATPase na membrana plasmatica
semelhantemente como ocorre com as células tumorais, s6 que estas ultimas o fazem

devido a patologia.

O Comparimento acido

@ Dominio ¥, da V-H+ ATPase

O Dominia V, da V-H+~ ATPase

H+ H*  Préton
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H* Ativagdo de proteases
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Figura 3 - Esquema mostrando célula tumoral com V-ATPase expressa na membrana plasmatica e
consequéncias do fluxo de protons para o meio extracelular (Santos et.al, 2010 — dados né&o
publicados). A figura mostra o esquema de uma célula tumoral com compartimento acido e V-ATPase
na membrana plasmatica da célula, sendo que o dominio catalitico estd em vermelho e o dominio de
membrana em verde, onde os protons estao saindo e causando acidificacdo do meio extracelular.

De acordo com Hinton et al. (2009), o tratamento com o inibidor especifico da V-
ATPase, a bafilomicina, provocou uma reducéo da taxa de invasao na linhagem muito
metastatica de cancer de mama, enquanto ndo induziu mudancas significativas sobre

uma linhagem pouco metastatica do mesmo tipo de cancer de mama.

2.4- F-ATPase

A F-ATPase é estruturalmente semelhante a V-ATPase, possuindo dominios
catalitico (F1), situado na matriz mitocondrial e de membrana (Fy), situado na
membrana mitocondrial interna (Boyer, 1998; Jonckheere et al., 2012), ilustrada a
estrutura da F-ATPase na figura 4 e a comparacéao estrutural com V-ATPase na figura
5. Entretanto, enquanto as V-ATPases funcionam fisiologicamente hidrolisando ATP e

bombeando H*, contra um gradiente de concentracdo, em vesiculas e organelas
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acidas e na membrana plasmatica de células especializadas; as F-ATPases (também
chamadas ATP-sintases) sintetizam ATP, fosforilando ADP, ao dissipar gradientes de
H* estabelecidos em membranas mitocondriais de células eucariéticas ou na
membrana plasmatica de bactérias (Garrido, 2007; Hakulinen et al., 2012; Jonckheere
et al., 2012).

Figura 4- Estrutura da F-ATPase mostrando os dominios e subunidades dos dominios (Jonckheere et
al., 2012).
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Figura 5 — Comparacao estrutural entre V-ATPase e F-ATPase em eucariotos (Adaptada de Stewart et.
al, 2013).

O dominio Fo é um complexo protéico integral de membrana que fica inserido na
membrana interna mitocondrial e € constituido de uma subunidade a e duas
subunidades b que se estendem para cima interagindo com a unidade Fi, e nove ou
mais subunidades ¢ que formam um anel cilindrico na membrana interna mitocondrial.
A unidade F; contém sitios de ligacdo de ATP e ADP, e esta envolvida nas reacdes
cataliticas da sintese de ATP. O dominio F; é composto pelas subunidades a, B, vy, &
e € (Jonckheere et al., 2012). A figura 6 ilustra a estrutura do dominio F; de células

animais estudada por Watta et al, 2010.
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Figura 6- Estrutura do complexo bovino Fl-anel c. A parte A mostra subunidades do dominio catalitico
Fi (acima) e do anel c (abaixo). E a parte B mostra uma secdo horizontal do anel c
(Watta et al.,2010).

2.5- Na*-K*-ATPase

A Na'-K'-ATPase da classe das P-ATPases, é uma enzima presente na
membrana plasmética, que é a principal responsavel pela energizacdo das
membranas plasméticas das células animais (Tokhtaeva et al., 2012). A manutencédo
do potencial de membrana é feito com a extrusdo de moléculas de Na* e entrada de
K" na célula, como esta ilustrado na figura 7. Sendo assim, portanto, uma importante
marcadora de membrana plasmatica e um parametro medidor da qualidade da fracdo
de membrana obtida com a técnica de fracionamento celular e purificagcdo de
membrana. E uma enzima antiporte, bombeia sédio (Na") para fora da célula
enquanto bombeia potassio (K") para o interior. Estruturalmente é constituida de
subunidades a que pode ter até quatro isoformas e B que pode ter até trés isoformas

(Tokhtaeva et al., 2012).
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Figura 7- Na'-K" ATPase - esquema mostrando funcionamento da Na-K-ATPase em células animais
(Adaptado de Alberts et al., 2006).

2.6- Hexoquinase-2

Considerando, os conhecimentos atuais sobre a ocorréncia da glicélise aerébica e
de uma possivel “falha no metabolismo mitocondrial”, tem sido demonstrado que a
producédo de &cido latico a partir da glicose captada é aumentada ainda mais em, por
exemplo, células de hepatoma que expressam a isoforma 2 da enzima hexoquinase
(HK-2). Esta isoforma sintetiza glicose-6P no citosol e esta acoplada & membrana
externa da mitocbndria e este acoplamento especifico é acompanhado pela
colocalizacdo da Fi/F,-ATPase, do carreador de Pi e do complexo carreador de
nucleotideos de adenina pelo lado interno da mitocéndria, formando o chamado mega
complexo ATP sintassoma (ilustrado na figura 8). De modo geral, o ATP sintassoma
utiliza a energia livre (ATP) gerada na fosforilagdo oxidativa para impulsionar a
producdo de glicose-6P no citoplasma, a qual é catalisada pela hexoquinase-2. A
glicose-6P recém sintetizada pode servir de substrato tanto para a via glicolitica
guanto para 0s processos de biossintese na célula tumoral, aumentando seu
potencial para se proliferar e invadir outros tecidos. Isto poderia, a principio, ser
contrario a teoria do Efeito Warburg (Pedersen, 2008). Porém a expressdo da HK-2 e
sua posterior insercdo na membrana externa das mitocondrias dessas linhagens

tumorais podem explicar a atividade mitocondrial observada (Pedersen, 2008).
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Figura 8- Esquema representando a formacdo do ATP Sintassoma com a HK-2 (hexoquinase-2), o
VDAC (canal de anions dependente de voltagem), o ANC (canal de nucleotideos de adenina) e o PIC
(canal de Pi) no interior da mitocbndria e o acoplamento da hexoquinase-ll na face citosélica da
membrana externa (Adaptado de Pedersen, 2008).

De modo geral, os tecidos dos mamiferos possuem quatro isoformas diferentes
da hexoquinase (isoformas 1-4). As quatro isoformas apresentam distribuicéo
especifica, sendo a hexoquinase tipo 1 expressa principalmente em cérebro e
eritrocitos, a tipo 2 e 3 em musculo esquelético, adipdcitos e mitocondrias e a tipo 4,
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também chamada glicoquinase expressa em figado e pancreas (Nakashima et al.,
1988; Thelen e Wilson, 1991; Rempel et al.,1994; Mathupala, et al., 1995; Rho et al.,
2007).

Todas as quatro isoformas catalisam o0 primeiro passo essencialmente
irreversivel da via glicolitica onde a glicose € fosforilada a glicose-6-P com gasto de
uma molécula de ATP (Wilson, 1995). As hexoquinases dos tipos 1-3 possuem um
Km= ~0,02 mM, enquanto que a isoforma 4, também chamada “glicoquinase”, possui
Km= ~5 mM (Wilson, 2003). Baseado em analise de sequéncia primaria, foi postulado
gue as hexoquinases (isoformas 1-3) surgiram a partir de uma duplicacdo de um gene
ancestral similar ao gene que codifica para a glicoquinase (isoforma 4). Sendo assim,
a glicoquinase possui uma massa molecular de aproximadamente 50 kDa, enquanto
gue as hexoquinases possuem massa molecular de 100 kDa (Tsai e Wilson, 1997).

Bustamante et al. (1981) mostraram que quando s&o inseridas mitocondrias
tumorais, as quais possuem a hexoquinase-2 (HK-2) acoplada a membrana externa,
em hepatdcitos sem mitocdndrias, ocorre a superativagdo da via glicolitica nestas
células ndo tumorais. Sabe-se que com excecdo de algumas condicfes fisioldgicas
raras onde a isoforma 2 da hexoquinase pode ser encontrada, em esséncia, o gene
gue codifica para a HK-2 se encontra silenciado em tecidos sadios (Gillies et al.,
2008).

A HK-2, superexpressa em tumores malignos onde desempenha papel
essencial no fendtipo de alta atividade glicolitica (Bustamante et al., 1981; Rempel et
al., 1996; Katabi et al., 1999; Goel et al., 2003), é estrategicamente ancorada na
proteina Canal de Anions Dependente de Voltagem (CADV). Com isso, a HK-2 ganha
tanto acesso preferencial ao ATP mitocondrial gerado, através do Translocador de
Nucleotideo de Adenina (TNA) (ilustrado na Figura 8), quanto protecdo contra a
inibicéo feita pelo seu produto (glicose-6-P) (Nakashima et al., 1986).

Em concordancia com estudos prévios, é marcante a presen¢a da hexoquinase
ligada a mitocdndria em hepatomas com alta atividade glicolitica. Esse alto nivel de
hexoquinase ligada a mitocondrias dos tumores altamente glicoliticos é uma
descoberta com profundo significado metabolico para esses tumores (Arora e
Pedersen, 1988). Alguns tipos de cancer como carcinomas uterinos de cérvix ou
corpo contém hexoquinase tipo 2 tanto hexoquinase tipo 1, diferente das células

uterinas normais do epitélio cervical e do endométrio que contém apenas a
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hexoquinase tipo 1. E a atividade dessas enzimas nos carcinomas uterinos sao

maiores do que nos tecidos controle (Kikuchi et al., 1972).

Assim, engenhosamente, tumores tém produzido a enzima HK-2 em larga
escala, e neutralizado sua capacidade de ser controlada, forcando a reacédo entre
ATP e a glicose importada para produzir glicose 6 fosfato (G-6-P) numa alta taxa
(Pedersen et al., 2002). Isso por sua vez, forca a glicolise e a vias metabdlicas
biossintéticas tumorais a funcionar numa capacidade elevada, fornecendo um 6timo
suporte pra a proliferacdo tumoral descontrolada dentro do tecido do hospedeiro
(lustrado na Figura 9) (Pedersen et al., 2002). Além disso, os metabdlitos &cidos
secretados pelo tumor ajudam na ocorréncia deste processo tanto pela supressao dos
ataques feitos pelo sistema imune, quanto preparando os tecidos adjacentes normais

para sofrerem a invasao feita pelas células do tumor (Mathupalaet al., 2010).
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Figura 9- Esquema representando o metabolismo energético de uma célula tumoral, com énfase no
Efeito Warburg, mostrando também o desvio metabdlico promovido pela hexoquinase-2 no
metabolismo mitocondrial. (Adaptado de Mathupala et al., 2009).



30

2.7- Aspectos do Metabolismo no Cancer

O fendtipo do efeito Warburg é caracterizado por alta atividade glicolitica como
resultado de varias expressdes de genes da via gicolitica corroborando para essa
condicdo comecando com mudancas mediadas por oncogenes, seguida pelo fator
induzido por hipoxia 1 (HIF-1) mediando expressao génica resultando em supresséo
de biogénese mitocondrial, esse processor ocorre durante processo de carcinogénese
(Smolkova et al., 2011). HIF-1 induz expressao de diversos genes da via glicolitica, e
entdo esse aumento da glicolise € necessario para produzir energia quando o
suprimento de O, ndo é suficiente para suprir a demanda para ocorrer fosforilacéo
oxidativa na mitocondria (Papandreou et al., 2006; Godinot et al., 2007). Limitacdo de
O, e condicdo de hipdxia tém papel central no controle de angiogénese, metabolismo
glicolitico, sobrevivéncia e metastase tumoral (Larson, 2004; Pouysségur et al., 2006;
Hsu e Sabatini, 2008). Esta condicdo pode aumentar os niveis do transportador de
glicose tipo 1 (GLUT-1) e entrada de glicose (Macheda et al., 2005; Pedersen, 2001).

Diversos outros estudos em metabolismo energético de tumores mostraram
também o aumento na atividade glicolitica (Robey et al., 2005; Funes et al., 2007) e
altas taxas de entrada de glicose nas células tumorais (Dang e Semenza, 1999),
mesmo na presenca de alta concentracdo de O, (Mazurek et al.,, 1997; Marin-
Hernandez, 2006). Desde entdo tem sido aplicado indiscrimidamente para todos os
tipos de tumores que o suprimento de ATP € somente ou principalmente proveniente
da via glicolitica usando glicose e em outros casos usando glutamina como substratos
(Mares-Perlman e Shrago, 1988; Baggeto, 1992; Guppy et. al.,, 2002). Moreno-
Sanchez et al.,2007, mostraram que tumores como de cérvix uterino (Hela), faringe,
glandula mamaéria, astroblastoma, glioma, hepatoma de Ehrlich, Morris e tumor de
ascite (AS 30-D) analisados exibiram aumento da atividade glicolitica, mas nem todos

apresentaram diminuicdo da atividade metabdlica mitocondrial.

Entdo, a alta atividade glicolitica em tumores € majoritaria em tumores mais
metastaticos e desempenha um significante papel na promocdo do crescimento e
desenvolvimento tumoral (Gillies et. al., 2008). Tem sido proposto que este aumento
no fluxo glicolitico € uma estratégia metabdlica adotada pelos tumores para garantir a
sobrevivéncia e crescimento em ambientes com condicdo de hipdxia (Gatenby e
Gillies, 2004). O aumento da glicolise que ocorre em tumores, em comparagdo com

células ndo tumorogénicas, € devido ao aumento da transcricdo de diversos genes,
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enzimas glicoliticas e transportadores de glicose (Meienhofer et al., 1987; Osthus et
al., 2000; Atsumi et al., 2002). O tumor pode trocar seu metabolismo para glicolise
como estratégia para prevenir morte celular e nesse caso a respiragdo aerdbica por

fosforilagcdo oxidativa impede essa protecédo (Bonnet et al., 2007).

O metabolismo glicolitico é essencial para gerar muitos precursores catabolicos e
anabdlicos. A funcdo primaria da glicose é prover energia para a célula na forma de
ATP, como uma alternativa para a respiracdo mitocondrial. O maior regulador do
consumo de glicose é a disponibilidade de O,, como foi descrito previamente por
Pasteur (Racker e Wu, 1958). A capacidade reversivel de aumentar a entrada de
glicose e seu metabolismo quando as células sdo expostas a condicdo de hipoxia é

conhecida como efeito Pasteur (Oliveira et al., 2012).

Por outro lado, foi mostrada a inibicdo da respiracdo induzida pela adicdo de
glicose as células (Diaz-Ruiz et al., 2008). Esta inibicdo é chamada de Efeito Pasteur
reverso ou Efeito Crabtree, que pode ser descrita como a inibicdo observada apés a
adicdo de qualguer hexose capaz de inibir a respiracdo em qualquer tipo de tecido
(Ibsen, 1961; Diaz-Ruiz et al., 2008). Células de tumor de hepatoma e ascite (AS-
30D) sédo altamente oxidativas e possuem rapido crescimento, apresentaram inibicdo
da via oxidativa induzida por adicéo glicose e frutose, Efeito Crabtree de 54% e 34%,
respectivamente (Rodriguez-Enriquez et al., 2001).

O transporte de glicose através da membrana plasmatica em mamiferos é o
primeiro passo limitante da taxa de metabolismo de glicose e é mediado por proteinas
transportadoras de glicose chamadas GLUT. As proteinas GLUT transportam glicose
e hexoses relacionadas de acordo com o modelo de conformacao alternada, que
prediz que o transportador expde um uanico sitio de ligacdo para o substrato, no
exterior ou interior da célula. A ligacdo da glicose no sitio provoca mudanca
conformacional associada com o transporte e com isso a glicose é liberada para o

outro lado da membrana (Macheda et al., 2005).

O aumento do transporte de glicose em células malignas tem sido associado com
a superexpressao de GLUT-1 e GLUT-3. Estudos indicam que o transporte de glicose
em cancer de mama nao é totalmente explicado apenas pela expressédo de GLUTs 1
e 3, sugerindo o envolvimento de outro transportador de glicose (Macheda et al.,

2005). Recentemente, foi descoberta uma nova proteina transportadora de glicose,
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GLUT-12, que foi achada em cancer de mama e proéstata, localizado intracelular e na
superficie celular. Diversos fatores tém sido implicados na regulacdo da expresséo do
transportador de glicose em céancer de mama. Usar como alvo o GLUT-12, pode
prover novos métodos de deteccédo e tratamento para cancer de mama e prostata. Em
diversos estudos, altos niveis de GLUT-1 tém sido associados a baixa sobrevivéncia.
A condicdo de hipdxia pode aumentar niveis de GLUT-1 e consumo de glicose
(Macheda et al., 2005). Estradiol e fator de crescimento epidermal (EGF), podem
desempenhar importante papel no crescimento e aumento de consumo de glicose em
cancer de mama. A expressdo de GLUT-1 é regulada por diversos horménios
incluindo estrogénio que por sua vez induzem mudancas na glicélise (Rivenzon-Segal
et al., 2003).

A hipoxia é um fator geral que regula o metabolismo de glicose (Rajendran et al.,
2004). Diversos estudos mostram que o consumo de glicose € alto em tecidos em
condicdes de hipdxia (Racker e Wu, 1958; Busk et al., 2008). Células tumorais
desenvolvem resisténcia a toxicidade por acidez, durante processo de carcinogénese,
permitindo que elas sobrevivam e proliferem em microambientes com baixo pH, que
permite invaséo de tecidos normais adjacentes (Gatenby et al., 2006). A condicdo de
hipoxia induz um fendtipo agressivo, aumentando o0 potencial metastatico,
promovendo progressado tumoral e entdo limitando a efetividade de radioterapia e
alguns agentes guimioterapicos (Robey et al., 2005; Teicher, 1994, Sartorelli, 1988;
Brown, 1999; Bristow e Hill, 2008). Os tumores mais agressivos sao aqueles mais
hipoxicos e também mais angiogénicos (Guppy, 2002). Foi demonstrado que hipdxia
e acidose desenvolvem um microambiente pré-maligno em tumores epiteliais tais

como carcinoma in situ (Gillies et al., 2008; Gatenby et al., 2007).

MitocOndrias sdo organelas dindmicas que desempenham importante papel no
metabolismo e possuem duas distintas membranas, uma externa que €
moderadamente seletiva e uma interna que € altamente seletiva e rica em proteinas
(Oliveira et al., 2012). A funcdo metabdlica priméaria da mitocondria é a fosforilagcao
oxidativa, um processo que gera energia acoplando a oxidacdo respiratéria de
substratos para sintetizar ATP (Modica-Napolitano e Singh, 2004). O principal
substrato para a cadeia respiratéria NADH é fornecido por glicose, acidos graxos e
aminoacidos. A sintese de ATP é usada para numerosas rotas celulares e também

para funcionamento das bombas de protons (Brown, 1992).



33

As mitocondrias também participam no controle do processo de apoptose. Antes,
as células exibem caracteristicas comuns de apoptose nuclear como condensacao da
cromatina e fragmentacdo do DNA mediado por endonuclease, sao submetidos a uma
reducdo do potencial transmembranar mitocondrial possivel devido a abertura de
poros de transicdo de permeabilidade mitocondrial (PT). A inducdo de permeabilidade
mitocondrial por diversos agentes farmacol6gicos aumenta a indugdo de apoptose da
mitocondria (Beyenbach e Wieczorek, 2006). No entanto, a mitocondria prové uma
importante contribuicdo para regulacdo de diversos aspectos de biologia celular,
producdo de energia, metabolismo molecular, status redox, sinalizacdo de calcio e

morte celular programada (Preston et al., 2001).

MitocOndria € a principal fonte de espécies reativas de oxigénio (ROS), requeridas
para sobrevivéncia celular. A elevada producdo de ROS e espécies reativas de
nitrogénio (RNS) associadas com cancer podem causar danos a proteinas assim
como DNA, RNA e de membrana (Oliveira et al., 2012). O aumento do nivel de ROS
pode resultar de uma deficiéncia no sistema antioxidante que tem sido associado a
diversas doencas e processos degenerativos como cancer, envelhecimento, diabetes
e doencas cardiovasculares (Park et al., 2011; Balliet et al., 2011).

A figura 10 sumariza aspectos abordados em relacdo ao metabolismo celular e
mostra a comparacdo entre célula saudavel e célula tumoral. O esquema foi
desenvolvido por nosso grupo para ilustrar o que tem sido mostrado na literatura

sobre esse tema e ainda 0 que mostramos em nossos trabalhos.
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Figure 10- Aspectos metabdlicos da célula- mostrando comparagdo entre célula normal e célula
tumoral, mostrando expressdo de bombas de protons, transportadores de glicose, proteinas multi droga
resistente, fluxo glicolitico e producéo de &cido latico (Santos e cols, 2012 — dado n&o publicado).

2.8- Cancer

O cancer é um dos mais importantes problemas de saude publica tanto em
paises desenvolvidos quanto nos paises em desenvolvimento, sendo responsavel por
mais de seis milhdes de 6bitos por ano o que representa 12% das causas de morte no
mundo. No Brasil, os tumores mais frequentes nos homens sao de préstata, pulmao,
estdbmago, esbdfago, célon e reto; e nas mulheres sdo de mama, colo uterino, colon e

reto, pulméo e estbmago (Guerra et al., 2005). O Brasil se destaca tanto como uma
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area de interesse potencial para monitoramento e controle das tendéncias de
incidéncia de cancer quanto para estudo de varia¢cdes geograficas nos padrdes desta
doenca (Guerra et al., 2005). O cancer se mostra também como o maior problema de
saude publica nos Estados Unidos onde a cada quatro mortes, uma € por cancer
(Jemal et al., 2008).

No Brasil, as estimativas para o ano de 2012 seréo véalidas também para o ano de
2013 e apontam a ocorréncia de aproximadamente 518.510 novos casos de cancetr,
incluindo os casos de pele ndo melanoma que reforca a magnitude do problema do
cancer no pais (INCA, 2012). Sem os casos de cancer da pele ndo melanoma,
estima-se um total de 385 mil casos novos.

Clinicamente, o cancer se manifesta através da formac¢do de uma massa tumoral
pela proliferacdo celular descontrolada, causando dor e sangramento pela
compressao/ invasao de nervos e vasos e através de disturbios funcionais causados
pela pressdo nos tecidos e também pela substituicdo/invasao destes. Porém, esses
sintomas ndo sao especificos de cancer e o diagnostico é feito através de exames
histol6gicos em amostras do tumor que incluem origem, tipo, crescimento e potencial
de invasdo do céancer (Mareel e Leroy, 2003). Um grande obstaculo para um
tratamento efetivo do cancer é o fendbmeno de resisténcia a multidrogas que se
desenvolve durante o tratamento quimioterapico em muitas células tumorais (Altan et
al., 1998). As drogas que geralmente estédo envolvidas nessa resisténcia sdo produtos
naturais ou derivados sintéticos destes. Alteracées no equilibrio do pH celular também
tém sido implicadas no processo de resisténcia a drogas, mas néo é clara sua relacéo
com a expressao de glicoproteinas P nas membranas, que atuam como bombas de
efluxo de moléculas integrantes do principio ativo dos quimioterapicos (Martinéz-
Zaguiléan et al., 1999).

2.9- Progressao Tumoral

A malignidade do céncer esta diretamente relacionada a capacidade de invadir
tecidos vizinhos e se proliferar nesses sitios destruindo a organizacdo funcional do
tecido invadido. O termo invaséo indica a penetracdo e ocupacao de tecidos vizinhos
ou de 6rgaos distantes alcancados via circulagcdo ou sistema linfatico. Este processo
de proliferacdo e disseminacdo de tumores secundarios € denominado metastase. A

invasdo e metastase ndo sdo exclusivas de cancer, esses processos também
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ocorrem em tecidos embrionarios em desenvolvimento, em adultos saudaveis e em

algumas doencas nao cancerosas (Mareel e Leroy, 2003).

A metastase tumoral é uma das principais causas da mortalidade por cancer o
gue torna a inibicAo desse processo uma possivel estratégia para controle da
progressdo tumoral. E a cascata de eventos desencadeados na metastase envolve
varias etapas como a fuga de células do local do tumor primario para circulacdo ou
sistema linfatico e o extravasamento das células da circulacdo ou sistema linfatico em

locais secundarios (Cuvier et al., 1997; Gupta e Massagué, 2006).

Em geral, células tumorais tém o metabolismo glicolitico hiperativo uma vez que
produzem muitos metabdlicos &acidos, como o &cido latico (Gatenby e Gawlinski,
2003). Assim o efluxo de prétons previne a apoptose por acidose celular e
consequentemente produzem um ambiente extracelular acido o que favorece
proliferacdo. A progressao maligna é acompanhada por nova expressao de genes e
uma mudanca de estado de metilacdo do DNA. A manutencdo do pH extracelular
acido é crucial para o desenvolvimento dos tumores sélidos, e sdo ativados Varios
sistemas reguladores de pH, expressos pelas células tumorais, o que evita a
apoptose (Boyd et al., 2001; lzumi et al., 2003; Zhan et al., 2003; Lu et al., 2005;
Petrangolini et al., 2006).

De acordo com Fais et al. (2007), algumas evidéncias sugerem que hipoxia e
acidificacao estédo envolvidas na progressao do cancer e na sensibilidade do tumor a
guimioterapia. Esse ambiente hipoxico e &cido permite que células tumorais invasivas
sobrevivam nesse ambiente desfavoravel no qual as células normais perecem, e
assim contribui para progressao da malignidade do tumor. Porém ainda ndo se sabe o
mecanismo bioquimico pelo qual a acidificacdo desempenha um papel na resisténcia
a quimioterapia, na proliferacdo e no comportamento metastatico. De acordo com
Walenta et al. (2000), parametros como pressao de oxigénio, perfusdo sanguinea e
perfil energético de concentragdo de metabodlicos também podem influenciar o

crescimento tumoral e a sensibilidade a terapia.

Um importante fator determinante da acidificacdo tumoral € o metabolismo
anaerdbico que permite a selecdo de células com habilidade para sobreviver num
ambiente hipoxico e anoxico atraves de uma regulacdo aumentada do fator 1 a de
hipoxia induzida e uma adaptacéao do fendtipo glicolitico com geracéo de lactato como

produto. Tumores podem gerar um ambiente 4&cido mesmo com uma reducdo da
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producédo de lactato pela via glicolitica, sugerindo entdo que o metabolismo glicolitico
ndo é o principal mecanismo responsavel pelo desenvolvimento de um ambiente

acido em tumores solidos (Fais et al., 2007).

A hipbéxia nos tecidos resulta de um suprimento inadequado de O, que
compromete as fungbes biologicas (Vaupel et. al.,, 2001). Estudos clinicos e
experimentais mostram evidéncias do papel fundamental da hipdxia nos tumores
soélidos que primariamente € uma consequéncia de distarbios estruturais e funcionais
na microcirculacdo e na deterioracdo das condi¢cdes de difusdo e esta fortemente
associada a propagacdo do tumor, progressao maligna e resisténcia ao tratamento
(Hoeckel e Vaupel, 2001).

De acordo com Graham et al (1999), a hipdxia nos tumores solidos pode ter um
grande impacto sobre a progressdo maligna (Hoeckel et al., 1996), com base nas
evidéncias que sugerem que a habilidade de invadir a matriz extracelular in vitro e
sofrer metastase in vivo pode ser estimulada pela hipoxia de alguns tumores como
melanoma de camundongo, de carcinoma de células escamosas e sarcoma (Hoeckel
et al., 1996) . De acordo com Hoeckel et al. (1999), evidéncias de trabalhos
experimentais mostram que a hipdxia induz a apoptose de células neoplasicas

sensiveis e que essa sensibilidade é perdida durante a progressao maligna.

Segundo Khatib et al. (2002), as pro-proteinas convertases (Pcs) participam na
ativacdo de um amplo espectro de proteinas. Sendo que essas proteinas sao
sintetizadas como precursores inativos antes de sua conversdo a forma totalmente
ativa e madura. A grande maioria dessas proteinas ativas, como por exemplo, as
metaloproteases da matriz, fatores de crescimento e de adesdo molecular, sdo
cruciais nos processos de transformacdo celular e na aquisicdo de fendtipo
metastéatico. A inibicdo das Pcs afeta, de forma significativa, o fenétipo maligno de
varios tipos de tumores. Também de acordo com Khatib et al. (2002), varias
abordagens como expressao génica e inibicdo enzimatica sustentam a hipétese que
as Pcs desempenham um papel na génese e progressdo de diversas desordens

proliferativas, incluindo cancer.
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2.10- Melanoma

O melanoma é um tipo de neoplasia que tem origem nas células produtoras de
melanina, os melandcitos (células produtoras de melanina, substancia que determina
a cor da pele), e predomina em adultos brancos (Guerra et al., 2005). Quando essas
células sofrem a transformacdo neoplasica, tornando-se malignas, ocorre, entdo, o
melanoma. A maioria dos melandcitos estd na pele, o que da origem ao melanoma
cutaneo, podendo, porém, ocorrer nos olhos, meninge, trato digestivo, linfonodos e

em outras areas (Sober e Kho, 1995).

Embora o cancer de pele seja o mais frequente no Brasil e corresponda a 25%
de todos os tumores malignos registrados no Pais, o melanoma representa apenas
4% das neoplasias malignas do 6rgéo, apesar de ser o mais grave devido a sua alta

possibilidade de metastase o que justifica sua alta letalidade (Guerra et al., 2005).

O progndstico desse tipo de cancer pode ser considerado bom, se detectado nos
estadios iniciais. Nos ultimos anos, houve uma grande melhora na sobrevida dos
pacientes com melanoma, principalmente devido a deteccdo precoce do tumor. As
novas estatisticas do Instituto Nacional do Cancer no Brasil mostra uma estimativa de
6.230 novos casos para o ano de 2012, sendo 3.170 homens e 3.060 mulheres. Em
relacdo ao numero de mortes por melanoma no ano de 2010, no Brasil, o total foi
1.507, sendo 842 homens e 665 mulheres (INCA, 2014). Em geral, para o melanoma,
um maior risco inclui histéria pessoal ou familiar de melanoma. Outros fatores de risco
para todos os tipos de cancer da pele incluem sensibilidade da pele ao sol, doencas
imunossupressoras e exposicao ocupacional. Pacientes imunocomprometidos (como
os transplantados renais) tém um maior risco para o desenvolvimento do cancer da
pele ndo melanoma, por apresentarem uma diminuicdo no controle carcinogénico da
pele (INCA, 2014).

O numero de novos casos de melanoma diagnosticados nos EUA tem
aumentado muito, de modo que a incidéncia do melanoma foi mais que o dobro (5,7
para 14,3 o numero de novos casos diagnosticados por cem mil pessoas por ano),

apresentando-se como a neoplasia com aumento mais expressivo (Ries et al., 2000).

Por sua alta letalidade, o melanoma é considerado uma neoplasia agressiva que,
em estado disseminado, possui poucas opcoes eficazes de tratamento e péssimo

prognostico quando ndo detectado precocemente. Com isso, a sobrevida média do
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paciente com melanoma metastatico é de 6 a 9 meses e a terapia quimioterapica
sistémica atual apresenta resposta significativa ha menor parte dos pacientes (Wack
et al., 2001; Lotze et al., 2001).

2.11- Cancer de Préstata

O adenocarcinoma de préstata é o tipo mais comum de cancer em homens, nos
EUA, sendo responsavel por um em cada quatro novos casos de cancer
diagnosticados (Jemal et al., 2010). De acordo com a Sociedade Americana de
Céancer, é estimado para o ano de 2010, aproximadamente 217.730 novos
diagnoésticos e desse numero 32.050 devem morrer por essa causa, entdo a
estimativa é de um em seis homens diagnosticados provavelmente irdo morrer com a
doenca. A causa e mecanismo de progressao do cancer de préstata ainda sdo pouco
compreendidos, mas existem fatores de riscos que podem ajudar na deteccéo
precoce. Entre eles, o que mais se destaca € a idade, seguido por etnia e histérico

familiar (Jemal et al., 2010).

Segundo dados do INCA (2012), no Brasil, para o ano de 2012, sédo estimados
cerca de 60.180 novos casos de cancer da préstata, valores esses que correspondem
a um risco estimado de 62 novos casos a cada 100 mil homens. Foi feita estimativa
de incidéncia por regido do pais onde a regido Sudeste aparece com maior incidéncia
(78/100 mil), seguida pela regido Centro-oeste (75/100 mil), seguida pela regido Sul
(68/100 mil), regido Nordeste (43/100 mil) e regidao Norte (30/100 mil).

Uma estimativa mundial apontou o cancer de préstata como sendo 0 primeiro
tipo de cancer mais frequente em homens, cerca de 915 mil novos casos foram
detectados no ano de 2008. Aproximadamente 75% dos casos diagnosticados no
mundo ocorrem em paises desenvolvidos. A taxa de incidéncia mundial cresceu cerca
de 25 vezes, sendo as mais altas observadas na Australia, Nova Zelandia, Europa
Ocidental e América do Norte. Parte desse aumento pode ser reflexo das praticas de
rastreamento por meio do teste Antigeno Prostatico Especifico (PSA) (INCA, 2014).

No Brasil, o aumento da expectativa de vida, a melhoria e a evolugdo dos
métodos diagnosticos e da qualidade dos sistemas de informacdo do pais podem
explicar o aumento das taxas de incidéncia ao longo dos anos. O Unico fator de risco

bem estabelecido para o desenvolvimento do cancer da prostata
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€ a idade. Aproximadamente 62% dos casos de cancer da prostata diagnosticados no
mundo acometem homens com 65 anos ou mais. Com o crescimento da expectativa
de vida mundial, é esperado que o niumero de casos novos aumente cerca de 60%
até o ano de 2015 (INCA, 2014).

O cancer da prostata é aproximadamente 1,6 vezes mais comum em homens
negros do que em homens brancos. Os americanos, jamaicanos e caribenhos com
descendéncia africana apresentam as mais altas taxas de incidéncia desse cancer do
mundo, o que pode ser atribuido, em parte, a susceptibilidade genética (cerca de 5%
a 10%) (American Cancer Society, 2010). Todavia, é possivel que essa diferenca
explique-se pela heterogeneidade do acesso, bem como pelos diferentes estilos de
vida. Outro fator importante na etiologia desse tipo de cancer é a dieta (INCA, 2012).
Dietas com base em gordura animal, carne vermelha, embutidos e calcio tém sido
associados ao aumento no risco de desenvolver cancer da prostata. Além disso,
também contribui como fator de risco a obesidade, em especial para aquelas
neoplasias de comportamento mais agressivo. Em contrapartida, dietas ricas em
vegetais, vitaminas D e E, licopeno e 6mega-3 aparecem como fatores protetores
(INCA, 2012). Recentemente, a sindrome metabdlica, caracterizada pela resisténcia
ao hormonio insulina, vem sendo apontada como potencial fator de risco para o
desenvolvimento dessa neoplasia. Em geral, os homens com diabetes mellitus tipo
dois possuem deficiéncia com relacdo ao hormonio testosterona. Estudos recentes
sugerem que a terapia de reposicdo hormonal (testosterona) possa inverter alguns
aspectos da sindrome metabdlica, embora a correlacdo entre essa reposicao e o
surgimento do cancer da préstata ainda ndo seja compreendido (INCA, 2012).

A mortalidade por esse tipo de neoplasia apresenta um perfil ascendente
semelhante ao da incidéncia no Brasil, embora sua magnitude seja mais baixa. Pode
ser considerado um céancer de bom prognostico se diagnosticado e tratado
oportunamente. Programas de controle da doenca sao aplicaveis para a reducéo da
mortalidade, entretanto, os métodos de rastreamentos atuais, como o PSA, nao

mostraram, até o momento, sucesso na reducdo da mortalidade (INCA, 2014).
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3- Hipodteses

e Nas células tumorais a V-ATPase possivelmente encontrada super-expressa
na membrana plasmatica pode ndo s6 promover a acidificacdo do meio
extracelular, mas também exercer um controle do pH extra e intracelular
participando de eventos de sinalizacdo que induzem mudancas na via
secretoria de proteinas inerentes ao processo de metastase.

e A linhagem mais metastatica apresenta metabolismo mais acelerado e com
iSso pode apresentar maior quantidade e variacdo no formato de mitocondrias
€ maior expressao e ativacdo da enzima Hexoquinase Il encontrada associada
na membrana externa de mitocondrias, pois ja foi observada maior ativacédo da
ATPase mitocondrial, F-ATPase em trabalho prévio do nosso grupo.

e A linhagem mais metastatica B16F10 provavelmente possui caracteristicas
morfoldégicas e histomorfométricas mais anaplasicas em comparacdo a
linhagem menos metastatica B16FO.

e A glicose pode estimular a ativacdo das bombas de prétons principalmente na
linhagem mais metastatica, como foi observado em leveduras por Ribeiro et al.,
2011.

e As linhagens mais metastaticas podem ser mais sensiveis a auséncia de
glicose comparando com as menos metastaticas, por sua maior demanda

energeética.
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4- Objetivo Geral

A presente tese teve como objetivo elucidar o papel da expresséo funcional da
V-ATPase na membrana plasmatica de células tumorais e também da F-ATPase, HKII
e Na'-K*-ATPase, comparando entre tumores com diferentes potenciais metastaticos
e ainda implementar a caracterizacao da cinética e funcao destas enzimas e de suas
distribuicbes nos diferentes compartimentos celulares, tanto em células metastaticas
de melanoma e prostata em cultura quanto em tumores solidos de melanoma, visando
fundamentar futuras estratégias terapéuticas que tenham a V-ATPase carcinogénica

como alvo.

4.1- Objetivos Especificos

- Verificar as atividades de hidrdlise de ATP e transporte de prétons das fracdes de
membranas isoladas por fracionamento celular para identificar possiveis
alteracbes na cinética das enzimas expressas em diferentes linhagens
metastaticas de melanoma e prostata e em tumores solidos de melanoma;

- Verificar atividades de V e Na'-K*- nas fragdes nucleares e de F-ATPase na
fracdo mitocondrial das linhagens tumorais de préstata e controle;

- Comprovar por meio de analises ultraestruturais a expressao diferencial da V-
ATPase na membrana plasmética das células tumorais;

- Verificar a ultraestrutura e detalhes morfologicos das linhagens e tumores;

- Analisar atividade hidrolitica em vitro de F-ATPase em tumores com diferentes
potenciais metastaticos de melanoma;

- Analisar expresséo e localizacdo da Na'-K* ATPase, V-ATPase e F-ATPase nas
linhagens tumorais de melanoma e proéstata;

- Verificar respiragdo celular e consumo de O; nas linhagens mais e menos
metastatica de melanoma;

- Verificar a localizacdo e perfil de marcacdo com uso de sonda especifica para
mitocondrias (Mitotracker) e ainda colocalizar com HK 2;

- Verificar as caracteristicas morfologicas e morfométricas nas linhagens e tumores

de melanoma B16.
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5- Material & Métodos
Parte 1 - Metodologia aplicada para Linhagens Celulares e Tumores de
Melanoma e Linhagem Controle J774 A;

O projeto, para desenvolvimento desta tese, foi submetido e aprovado pelo
Comité de Etica de uso de Animais da Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro (CEUA-UENF- protocolo n° 144).

5.1- Cultura de Células: Linhagens celulares

As linhagens de células tumorais selecionadas para testar as hipéteses propostas
sdo duas linhagens murinas de melanoma muito e pouco metastatico,
respectivamente B16F10 (Sloane et al., 1982) e B16F0, adquiridas no banco de
células Radovan, da Universidade Federal do Rio de Janeiro (BCRJ). Como controle
bioquimico foram utilizadas culturas de células de linhagem de macréfago
transformado (J774 A;). As células sdo mantidas em meio de cultura DMEM com soro
fetal bovino (SFB) a 10% em garrafas de cultura tpp e a troca do meio foi feita 2 vezes
por semana. Abaixo segue uma tabela com detalhamento de todas as linhagens
utilizadas tanto na parte 1 (macréfago e melanoma) quanto na parte 2 (linhagens de

préstata).
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Tabela 1 — Especificacdo das Linhagens Celulares utilizadas para parte experimental

da tese
Linhagem Especificagao | Espécie de Tipo Celular Fendtipo Metastatico
Celular origem
1774 Al Macréfago murino Macréfago Nao tumoral
transformado de ascite
(Controle)
B16FO0 Melanoma murino melandcito Pouco metastatico
B16F10 Melanoma murino melandcito Muito metastatico-
maior expressao de
catepsina L
(Sloane, 1982)
RWPE-1 Prostata humana epitelial Ndo tumoral (ATCC,
(Controle) 2013)
LNCAP Cancer de humana epitelial Pouco metastatica e
prostata possui receptor de
androgénio
(Sobel e Sabar, 2005 e
ATCC, 2013)
CcL1 Cancer de humana epitelial Muito metastatica,
prostata parental de LNCAP
com receptor de
androgénio retirado e
cresce em meio de
cultura com charcoal
(Sobel e Sabar, 2005,
Tso et al, 2000)
CL2 Cancer de humana epitelial Potencial metastatico
prostata intermediario,
parental de LNCAP, foi
estabelecida
crescendo CL1 com
receptor de
androgénio (Sobel e
Sabar, 2005, Tso et al,
2000)
DU145 Cancer de humana epitelial Proveniente de
prostata metastase cerebral
(ATCC, 2013)
PC3 Cancer de humana epitelial Proveniente de
prostata metastase dssea
(Sober e Kho,
2005,ATCC, 2013)
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5.2- Inducéo e Obtencéo de Tumores Sélidos

A inducdo de tumores solidos de melanoma, com diferentes potenciais
metastaticos (B16F10 e B16FO0), foi feita em camundongos C57BL/6, através de
injecdo de 100 pl de solugdo com 1x10° de células vidveis/mL no dorso do animal. A
cada inducdo foram utilizados 6 animais e foram feitas, aproximadamente, 4
experimentos , totalizando o uso de 24 animais durante os 4 anos de trabalho. Antes
da inducédo, os animais foram anestesiados com 10% de Ketamina e Xilazina, numa
dose de 70 mg/kg. Apos aproximadamente 21-35 dias da inducéo, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical e o tumor foi retirado e macerado para
fracionamento celular. Os camundongos tipo black sdo mantidos, no biotério do
LBCT, em caixas proprias com racdo e agua ad libitum. A inducéo foi realizada com a
colaboracédo do Dr. Milton Kanashiro (LBR-CBB-UENF) e seus alunos de doutorado
Layla Hissa Borges e William Freitas (Adaptado de Guimaraes et al., 2010).
5.3- Microscopia de Contraste de Fase

Microscopia de Contraste de fase foi realizada em microscépio invertido Zeiss
Axiovert 135 M, para observar a morfologia das células em cultura antes e apos a
troca do meio e antes de serem utilizadas para experimentos de contagem e
microscopia. As células sdo observadas em suas respectivas garrafas com aumentos
de 20 e 40 vezes, com um filtro verde.

5.4- Citologia dos Tumores

Depois que os camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical, foi
feita retirada dos tumores derivados das linhagens B16F10 e B16F0, e para o estudo
da citologia de cada tipo de tumor foi feito um imprint com as laminas nos tumores
frescos recém-retirados. Depois as amostras foram imediatamente fixadas com
etanol, marcadas com corante pandético, observadas no microscépio Zeiss Axioplan e

fotografadas no sistema Axiovision.
5.4.1- Anélise Morfométrica Nuclear

Utilizando as laminas obtidas por imprint dos tumores das linhagens B16F10 e
B16F0, ser& feita contagem nas quatro laminas de cada tipo de tumor até totalizar
150-200 nucleos, sob aumento de 200 x ou em 25 campos microscopicos. Serdo
analisados o0s seguintes parametros: area em micrémetros quadrados (um?),

perimetro em micrdmetros (um), diametro minimo em micrébmetros (um), diametro
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maximo em micrébmetros (um), fator eliptico, fator de regularidade e fator de
circularidade (adaptado de Karbowniczek et al., 1999).

Para tanto, serdo usadas imagens digitalizadas em formato TIF, que serao
posteriormente analisadas pelo programa Image-Pro Plus 4.5. O sistema de captura
digital consiste de um microscoépio de luz Nikon Eclipse E400 acoplado a uma camera
digital CCD Evolution MP 5.0 de alta resolu¢édo da Media Cybernetics, que transmite a

imagem a um computador tipo PC.
5.5- Histopatologia dos Tumores

Os tumores derivados das linhagens B16F10 e B16FO0 foram retirados, fixados em
paraformaldeido 10% tamponado, depois foram clivados, desidratados em série
crescente de etanol (70%, 80%, 90% e 100%), clarificados com xilol, impregnados e
incluidos em parafina e as secfes foram obtidas no micrétomo. Depois as laminas
foram montadas e marcadas com hematoxilina e eosina. As amostras foram

observadas no microscopio Zeiss Axioplan e fotografadas no sistema Axiovision.

5.5.1- Anélise Morfométrica Nuclear e Nucleolar

Utilizando as laminas obtidas dos tumores derivados das linhagens B16F10 e
B16F0, processados para histopatologia, sera feita analise nuclear, em 25 campos em
cada tipo de tumor, sob aumento de 400 x, além de medicdo da area nucleolar das
células tumorais. O maior nucléolo e o maior nucleo de cada campo microscépico
(ndo necessariamente na mesma célula) serdo usados para obter os 10 maiores em
cada tumor sendo usados para calcular a média dos 10 maiores nucléolos (MTLNI) e
a média dos 10 maiores nucleos (MTLN) (Grossniklau et al., 1995 ;Pereira et al.,
2001). Para tanto, serdo usadas imagens digitalizadas em formato TIF, que serdo
posteriormente analisadas pelo programa Image-Pro Plus 4.5. O sistema de captura
digital consiste de um microscépio de luz Nikon Eclipse E 400 acoplado a uma
camera digital CCD Evolution MP 5.0 de alta resolucdo da Media Cybernetics, que
transmite a imagem a um computador tipo PC. Serdo calculados também fator de
forma nuclear (FFN) = diametro minimo/ diametro maximo e que também é chamado
de fator eliptico (Oda e Tsuneyoshi, 1995), fator de circularidade nuclear (FCN) = 4pi
X &rea/ perimetro?, também chamado de PE form fator (Abdalla et. al, 2008), fator de
regularidade nuclear (FRegN)= area/(pi/4)X diametro maximoX diametro minimo e

fator de redondeza nuclear (FRedN)= (perimetro/2pi) / (area/pi)®°.



47

5.6- Microscopia de Fluorescéncia (MitoTracker)

Para o experimento de Mitotracker, as células foram plaqueadas 24hs antes do
experimento em laminulas na placa de 24 pocos com meio de cultura DMEM com
10% SFB. Entdo, o meio de cultura foi retirado e as células foram incubadas em
solucéo de mitotracker a 100 nM em meio DMEM sem soro por 40 minutos em estufa
a 37°C e 5% de atmosfera de CO,. Ap0s incubacdo, a sonda foi retirada e as células
foram lavadas em DMEM sem soro e depois as laminas foram montadas em DMEM
sem soro, observadas e fotografadas no microscopio de fluorescéncia Zeiss
Axiovision.

5.7- Microscopia Eletronica de Transmissao
5.7.1- Preparacao das Linhagens e Tumores

- Preparacéo das Células em resina LR white
O meio de cultura foi retirado, as células foram lavadas com tampdo PBS, depois
fixadas por 2 hs com paraformaldeido 4% e glutaraldeido grau 1 0,2% em tampéo
fosfato 50 mM (TPO,), lavadas com tampao fosfato 50 mM (TPO,) por 3 vezes de 10
minutos. Depois foi iniciada a série de desidratacdo em etanol 30%, 50%, 70%, 90% e
por 2 vezes 100%, por 10 minutos para cada etapa. Depois foi iniciada a incluséo
gradual em resina, que consiste em adicionar etanol 100% e resina (2:1) por 2 horas,
etanol 100% e resina (1:2) overnight, primeira resina pura por 6 horas e depois as
células foram raspadas e colocadas em capsulas de gelatina e foi adicionada a
segunda resina pura por 24 horas e a polimerizagcao foi feita em estufa a 50°C por
12hs. Depois da polimerizacdo, foram feitas piramides nos blocos de resina para
serem obtidos os cortes ultrafinos que foram colocados em grades de niquel para
imuno marcacgao e em grades de cobre para avaliagdo da morfologia. As grades de
cobre foram contrastadas de forma convencional por 20 minutos em acetato de
uranila e 5 minutos em citrato de chumbo. Depois as grades foram observadas, no

microscoépio eletrbnico de transmissao Zeiss 900.

- Preparacdo dos Tumores em Resina LR White - Os tumores solidos foram
fixados em paraformaldeido 4% e glutaraldeido grau 1 0,2% em tampao fosfato
(TPQ,), clivados e lavados em tampéao fosfato 50 mM (TPO,) por 3 vezes de 10
minutos, depois foram pdés fixados em tetroxido de ésmio 1% por 1 hora e
desidratados em série de etanol 30%, 50%, 70%, 90% e 2 vezes de 100% por 10

minutos cada etapa. Depois as amostras foram incluidas gradualmente em resina que
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consiste de inclusdo em etanol 100% e resina (2:1) por 2 horas, etanol 100% e resina
(1:1) por 2 horas, etanol 100% e resina (1:2) overnight, primeira resina pura por 6
horas e segunda resina pura por 24 horas. A polimerizagao foi feita em estufa a 50°C
por 12horas. Depois da polimerizacdo, foram feitas piramides nos blocos de resina
para serem obtidos os cortes ultrafinos que foram colocados em grades de cobre para
avaliacdo da morfologia dos tumores, observadas no microscopio eletrdnico de
transmissao Zeiss 900. Os experimentos de Microscopia Eletronica de Transmissao
foram feitos em colaboracdo com o Prof. Fabio Lopes Olivares (LBCT-CBB-UENF)
(Adaptado de Guimarées et al., 2010).

5.8- Consumo de O,

As taxas de consumo de oxigénio foram medidas polarograficamente em um
oximetro com um eletrodo de Clark (Oxytherm, Hansatech Instruments). O
experimento foi realizado usando-se o proprio meio de cultura no qual as células
cresceram (DMEM). Foi feita a troca do meio pouco antes da medicdo. Primeiramente
o aparelho foi zerado (calibrado) adicionando-se ditioneto no meio de cultura. Em
seguida a cubeta fixa do aparelho foi lavada 3x com agua destilada. As células foram
raspadas das garrafas, contadas (~10° células) e cuidadosamente colocadas integras
na cubeta do aparelho juntamente com o meio de cultura recém-trocado. Apds 0s
registros do consumo, os graficos foram trabalhados no Excel.

5.9- Localizagao da HK-2 nas linhagens tumorais

As células mantidas em cultura como previamente mencionado foram jateadas
das garrafas e colocou-se 150 uL na laminula no fundo em placa de 24 pocos.
Deixou-se 1 hora para aderir e entdo o meio foi trocado. A placa ficou na estufa a 37°
C a 5% de CO, overnight. Em seguida, as células foram fixadas com formaldeido 4%
em tampdo PHEM 0,1 M. Lavou-se 3 x com PHEM. Depois, as células foram
permeabilizadas com Triton X-100 3% em PHEM por 15 min. Lavou-se 3 x com
PHEM. Depois as células ficaram 30 min em PHEM com cloreto de amdnio 50 mM.
Lavou-se 2 x com PHEM e 1x com PHEM-BSA 3%. Incubou-se as células com a
sonda Mitotracker (diluida em PHEM-BSA 3%) 1:100 durante 1h. Lavou-se 2 x com
PHEM e 1 x com PHEM-BSA 3%. As células foram incubadas com o anticorpo
primario anti HK-2 (abcam) 1:50 (diluido em PHEM-BSA 3%) por 1h. Lavou-se 2 X
com PHEM e 1 x com PHEM-BSA 3%. As células foram incubadas com o anticorpo

secundario anti mouse conjugado com Alexa 546 (vermelho) 1:100 (diluido em
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PHEM-BSA 3 %) por 1 h. Lavou-se 6 x com PHEM. Montou-se as laminas com
Prolong Gold (com DAPI) com 8 uL. Selou-se as laminulas com esmalte. No dia
seguinte as laminas foram observadas no microscoépio confocal a laser (LSM 710 Carl
Zeiss - Sistema Zen) (Adaptado de Fletcher et. al, 2010).

5.10- Fracionamento Celular e Purificagdo da Membrana Plasmaética

As células raspadas de garrafas de culturas e os tumores solidos, obtidos por
meio de colaboracdo o professor Milton Kanashiro do Laboratério de Biologia do
Reconhecer (LBR), foram centrifugados a 1200 rpm por 10 min, o precipitado foi
lavado com tampao de ressuspensao e centrifugados a 1200 rpm por 10 min, entdo
no gelo os precipitados sao divididos em duas partes e ressuspensos em tampao com
(Tampé&o com glicose pH 7,2, 330 mM Sorbitol, 50 mM tris, 100 mM glicose, 2 mM
KH,PO4, 2 mM MgSQO,) e sem glicose (Tampao sem glicose pH 7,2, 430 mM Sorbitol,
50 mM tris, 2 mM KH,PO,4, 2 mM MgSQ,) incubados 20 min a 37 °C. Depois foram
centrifugados a 1200 rpm por 10 min e 4 °C, coletando o precipitado ressuspenso em
tampao de lise (20 mM MOPS, 12,5% de sacarose pH 7,2 + 0,03%BSA, 1 mM PMSF,
1 mM Benzaminidina e Coquetel de inibidores na concentracdo de 1 mg/ml
(leupeptina, aprotinina, quimiostatina, pepstatina A e antipaina). O precipitado foi
entdo rompido em Poter 50 vezes e centrifugado 500 rpm por 10 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi coletado e centrifugado na microultracentrifuga a 10.000 x g por 15
minutos a 4°C para isolar a fragdo mitocondrial. O sobrenadante resultante foi entdo
centrifugado a 100.000 x g 30 minutos para isolar a fracdo microssomal ambos
ressuspensos em tampado de ressuspensao com inibidores e congelados em N
liquido e estocados a —70°C. Foram coletadas as fracdes mitocondriais brutas e

microssomal (vesiculas totais).

5.11 — Dosagem de Proteina e Atividade ATPasica
5.11.1 — Dosagem de Proteina

A fracdo de vesiculas purificadas teve o seu contetdo de proteinas totais dosado
pelo método de Bradford (1976). A solugédo de Bradford foi confeccionada com 100
mg de comassie blue, 50 mL de etanol sobre agitacdo durante 1 hora, depois foi
adicionado 100 mL de acido ortofosforico e o volume foi completado para 1000 mL de
H,O destilada, a solucéo foi filtrada em papel filtro 4 vezes. A curva padréo foi obtida
utilizando solucdo de BSA 1 mg/mL diluida a concentragdes variando de 2 a 18 ug,

completando o volume para 100 pL de H,O milique e adicionando 900 uL da solucao
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de Bradford. Nas amostras sao colocados 90 yL de H,O Milique, padrdo de BSA,
amostra e 900 uL de Bradford e apdés 15 minutos foi feita a leitura a 595 nm no
espectrofotometro.

5.11.2 — Atividade hidrolitica da V-ATPase, F-ATPase e Na'-K*-ATPase

O meio de reacao contém: Hepes-Tris pH 7,0 10mM, MgSO4 1 mM, e ATP 1 mM;
levado ao volume final com adigdo da apropriada quantidade de H,O milique para
cada condicdo de ensaio, as quais podem conter requerer ainda a adicdo de
inibidores de F-ATPase (Azida sddica 0,5 mM), P-ATPases (Vanadato 0,1 mM), ATP
1 mM, fosfatases (Molibdato de Na 0,2 mM), ou V-ATPases (Concanamicina A 5 nM).
A reacdo é disparada com a adicdo de proteina da fracdo microssomal (vesiculas
totais) na concentracdo de 0.05 mg/ml e parada apés 0, 9, 12, 15 e 30 minutos de
tempo de incubacéo, pela retirada de aliquotas que sdo imediatamente transferidas
para tubos de ensaio contendo TCA gelado a 5 %.

Para o ensaio de atividade da F-ATPase, a atividade também foi avaliada por
hidrolise de ATP, j& que essa enzima in vitro € capaz de realizar hidrélise. Para tal, o
meio de reacdo contém Tris-HCI pH 8.0, MgSO,4 1 mM, e ATP 1 mM, com adicéo de
inibidores de F-ATPase (Azida sédica 0,5 mM) para detectar atividade sensivel, P-
ATPases (Vanadato 0,1 mM), fosfatases (Molibdato de Na 0,2 mM) e V-ATPases
(Concanamicina A 5 nM). A reacdo é disparada com a adicdo de proteina da fracdo
mitocondrial bruta na concentracdo de 0,05mg/ml e parada apés 0, 9, 12, 15 e 30
minutos de tempo de incubacao, pela retirada de aliquotas que sdo imediatamente
transferidas para tubos de ensaio contendo TCA gelado a 5 %.

Para o ensaio de atividade da Na'-K'-ATPase, a atividade seguiu a mesma
metodologia, com 0 seguinte meio de a rea¢do: Hepes-Tris pH 7,0 10 mM, MgSO, 1
mM, e ATP 1 mM; levado ao volume final com adi¢cdo da apropriada quantidade de
H,O milique para cada condicdo de ensaio, as quais podem conter requerer ainda a
adicao de inibidores de F-ATPase (Azida sodica 0,5 mM), P-ATPases (Vanadato 0,1
mM), ATP 1 nM, fosfatases (Molibdato de Na 0,2 mM), V-ATPases (Concanamicina A
5 nM) e para detectar a atividade especifica foi utilizado o inibidor de Na-K-ATPase
Ouabaina (1 mM). A reacdo € disparada com a adicdo de proteina da fracdo
microssomal (vesiculas totais) bruta na concentracdo de 0,05mg/ml e parada apés 0,
9, 12, 15 e 30 minutos de tempo de incubacao, pela retirada de aliquotas que séo

imediatamente transferidas para tubos de ensaio contendo TCA gelado a 5 %.
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Para revelar o fosfato liberado pela hidrélise de ATP, foi utilizado o método
classico de Fiske e Subbarow, 1925, utilizando molibdato de amoénio e A&cido
ascorbico e a leitura foi feita no leitor de Elisa a 750 nm (Adaptado de Summer et al.,
1995).

5.12- Dot Blot da Na*™-K*-ATPase

Foram utilizadas membranas isoladas das linhagens celulares J774 Al, B16F10 e
B16F0 de, utilizamos um conteudo de 10 ug para realizar o ensaio que foi feito com o
anticorpo especifico para subunidade a1 da Na?'/K*-ATPase de células animais,
conforme Samardo et al., 2009. Primeiro a membrana de nitrocelulose € umidecida e
permanece secando overnight, depois amostras de membranas totais isoladas das
linhagens celulares J774 Al, B16F10 e B16FO0 foram aplicadas, espera-se secar
completamente e depois a membrana é bloqueada com solucéo de leite 3% em PBS,
incubada com anticorpo primario para subunidade o 1 da Na*/K*-ATPase, por 30 min
em agitacdo e foi deixado overnight a 2-8°C, depois mais 30 minutos de agitacdo e a
membrana foi lavada consecutivamente com solucdo de leite 3% em PBS e depois foi
incubada com anticorpo secundario conjugado a peroxidase por lhora em agitacao,
depois passou por série de lavagem em PBS e foi revelada com solucdo reveladora
contendo imidazol, H,O, e DABI.
5.13 — Monitoramento do gradiente de prétons

O gradiente de protons gerado pelas H*-ATPases foi medido fluorimetricamente
por meio da sonda sensivel a pH 9-amino-6-cloro-2-metoxiacridina (ACMA),
monitorando a taxa de decréscimo da fluorescéncia (AF/min) da sonda fluorescente
metacromatica, excitada com um feixe de comprimento de onda de 415 nm e a
emissdo captada a 485 nm, utilizando-se um espectrofluorimetro.

O ACMA contém um grupo amina que funciona como uma base fraca, e
assumindo-se que quando néo protonado tem capacidade de atravessar livremente a
bicamada lipidica da membrana. A protonagdo da base do grupo amina limita essa
capacidade de movimento transmembranar. Entdo a sonda distribui-se através da

membrana em funcéo da diferenca de pH entre o interior e o exterior das vesiculas.

A determinacéo do gradiente de H* foi feita seguindo o protocolo de Okorokov e
Lichko (1983) e foi realizada no fluorimetro (Hitachi F 45000 ou Shimadzu RF-5301 PC)
com abertura de 5/10 nm no comprimento de onda de excitacdo 415 nm e de emissao
485 nm.
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Foi utilizada uma solucdo contendo: 20 mM KCI; 2,5 mM MgSOg4; 30 ug de
vesiculas de membranas; quantidade suficiente de tamp&o de MOPS-KOH (Sacarose
12,5%; MOPS-KOH 20 mM, pH 7,4) para completar o volume final para 2,0 mL. Foi
adicionado ACMA 1 mM. Esta reacdo foi preparada direto na cubeta e incubada
diretamente no fluorimetro a 30 °C por 5 min. Apds esta incubacao, foi inicializada a
reacdo no aparelho aguardando-se aproximadamente 50 s (tempo de estabilizacdo do
platé da fluorescéncia) e adicionando-se imediatamente 1 mM de ATP-NaOH pH 7,2. A
cinética da extincdo da fluorescéncia (quenching) foi observada até o tempo de
aproximadamente 600 segundos (ou tempo necessario para atingir a completa extincao
da fluorescéncia), sendo entdo adicionados 20 mM NH,Cl a fim de refazer a
fluorescéncia inicial, ou seja, desfazer o gradiente de H* formado. Para avaliar o

transporte especifico via V-ATPase foi utilizada Concanamicina (110 nm).

A determinacdo da velocidade inicial (Vo) e da fluorescéncia maxima (AFmsax) ha
suspensao de vesiculas de membranas foi feita utilizando-se os dados do gréafico obtido

nas andlises (Figura 11).

Utilizamos a seguintes férmulas:

Vo= [Fo/ (Fmax * t)] * 100, onde:

Vo: velocidade inicial de formacao do ApH (%);

Fo. fluorescéncia dependente de Vo num tempo t, determinado pela extrapolacdo da

maior inclinacao inicial para o eixo do tempo;
Fmax: fluorescéncia maxima (total);
t: tempo em minutos;
AFmax = Feq / Fmax * 100

Feq: fluorescéncia de equilibrio, determinada como fluorescéncia do platd que

reflete o equilibrio entre o influxo e o efluxo de H™ nas vesiculas.
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Figura 11- Representacdo esquemaética da determinagdo de velocidade inicial e amplitude maxima do
transporte de H* por membranas de S. cerevisiae, cepa X2180, MT e separadas em gradiente de
sacarose. Velocidade inicial (Vo= [Fo/ (Fiota*T)]*100); Amplitude maxima ( AFmax= (Feq/ Fiotar )*100)
(Adaptado de Samarao et al., 2009).
Parte 2 - Metodologia aplicada nas Linhagens de Céancer de Préstata — LNCAP,
PC3, CL1, CL2, DU145 e Controle RWPE-1

Essa parte do projeto foi desenvolvida na Texas Tech University Health Science
Center, em Lubbock - Texas - USA, com a supervisdo do Dr. Raul Martinéz-Zaguilan
e Dra. Souad Sennoune e do orientador Dr. Arnoldo Rocha Facanha, e foi possivel
através da concesséo de bolsa de doutorado sanduiche pela CAPES-PDSE.
5.14 - Cultura de Células: Linhagens celulares

Entéo das linhagens estudadas, RWPE-1 é célula prostatica normal usada como
controle, LNCAP é tumor epitelial de prostata ndo metastatico, DU145 é tumor
epitelial de prostata metastatico, seguido de PC3 que é mais metastéatica e CL1 e
CL2 sao consideradas mais metastaticas.

As linhagens celulares LNCAP, DU145 e PC3 foram cultivadas em meio de
cultura RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibibtico
(solucdo de streptomicina). A linhagem CL1 foi cultivada em meio RPMI

suplementado com 5% de soro charcoal, 1% de L-glutamina, 1% de sodio piruvato,
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1% de solucdo de aminoacidos e 1% de antibidtico (solucdo de streptomicina). A
linhagem CL2 foi cultivada com meio RPMI suplementado com 5% de soro fetal
bovino (SFB), 1% de L-glutamina, 1% de soOdio piruvato, 1% de solucdo de
aminoacidos e 1% de antibidtico (solugcédo de streptomicina). A linhagem RWPE-1 foi
cultivada com meio de cultura especial contendo fatores de crescimento e equivalente
ao soro. Para cada passagem, as ceélulas foram tratadas com tripsina a 37°C por 2
minutos. As células foram cultivadas em garrafas de cultura tipo T-75, passadas
semanalmente numa concentracdo em torno de 2-3 X 10° para estoque e para
experimentos em torno de 3-5 X 10° e mantidas em incubadoras a 37°C com 5% de
atmosfera de CO..
5.15- Fracionamento Celular

As linhagens ceulares de cancer de prostata foram cultivadas em placas de petri
de cultura, raspadas e centrifugadas a 1200 rpm para que precipite as células. O
precipitado foi ressuspenso em tampéao de lavagem (10 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM
EDTA, pH 7.38) contendo cocktail de inibidores (Roche, lote 14692300, contendo
inibidores de serinas, cisteinas e metaloproteases em bactérias, mamiferos, fungos e
extratos de plantas) e as células foram mantidas por 10 minutos no gelo apds serem
homogeneizadas em “poter”. Depois, foram centrifugadas a 500 rpm, 4°C por 5
minutos e o sobrenadante foi coletado e mantido no gelo e o precipitado foi
novamente ressuspenso em tampdo de lavagem contendo cocktail de inibidores,
homogeneizado em “péter” e centrifugados novamente a 500 rpm, 4°C por 5 minutos,
depois o0 sobrenadante foi coletado e colocado juntamente com o primeiro em tubo
préprio para ultracentrifuga (Beckman), foi retirada pequena aliquota armazenado
como homogenato e completado o volume do tubo para centrigugar por 15 minutos a
7400 rpm e 4°C em ultracentrifuga (Beckman). E o precipitado foi ressuspenso em
tampao homogeinizante (50 mM Tris, 2 mM EDTA, 250 mM Sacarose, pH 7.38) com
cocktail de inibidores (Roche, lote 14692300, contendo inibidores de serinas, cisteinas
e metaloproteases em bactérias, mamiferos, fungos e extratos de plantas) como
fracdo nuclear. Apés os 15 minutos de centrifugacéo, o precipitado € ressuspenso em
tampdo homogeinizante como fragdo mitocondrial bruta e o sobrenadante é
centrifugado por 45 minutos a 4°C 23500 rpm em ultracentrifuga (Beckman). O
precipitado contendo membranas totais € ressuspenso em tampao homogeinizante e
aplicado no topo do gradiente de sacarose 40% e 20% (em tampé&o 10 mM Tris, 1 mM

EDTA, pH 7.3) e centrifugado a 23500 rpm, 4°C por 60 minutos com desaceleracdo
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de 0 e depois a banda entre as duas concentracdes de sacarose é coletada contendo
fracdo pura de membrana plasmatica e é colocada em tubo de centrifugacdo, o
volume deve ser completado para 15 ml com tampdo homogeinizante e é centrifugado
por 30 minutos, 4°C a 23500 rpm e depois o precipitado contendo fracdo de
membrana plasmatica purificada € ressuspenso em tampdo homogeinizante e
armazenado em freezer -80°C.

5.15.1 - Dosagem de Proteina

Apos o fracionamento celular o contetdo de proteina foi quantificado pelo método
de Lowry, utilizando uma curva com concentracdes crescentes de BSA iniciando com
0, 10, 20, 30 40 e 50 pl, o volume é ajustado completando com agua para 100 pl. Séo
utilizadas as seguintes solu¢des de Lowry: solugdo A contendo 2% de Na,COzem 0,1
M de NaOH, solucdo B contendo 1% CuSo, em H,0 destilada e solu¢do C contendo
2% de sodio tartarato. A solucéo de trabalho é preparada usando 49 ml da solucéo A,
0,5 ml da solucdo B e 0,5 ml da solucdo C e em cada tubo é colocado 900 ul da
solugdo contendo solugbes A+B+C. Nas amostras sdo utilizados 5 pl de proteina
isolada para 95 pl de agua. Apds € adicionada em cada tubo 50 pl do reagente Folin e
homogeneizado em vortex, depois incubado 20 minutos em banho maria a 37°C e &
feita a leitura em espectrofotdmetro a 550 nm (Adaptado de Lowry et al. , 1951).
5.15.2 - Atividade Hidrolitica

Para ensaio de atividade hidrolitica de V, F e Na-K ATPase foram utilizados entre
10-20 ug de proteina. Para verificar atividade da V-ATPase e Na-K-ATPase foram
utilizadas fracbes de membrana plasmatica e de fragcdo nuclear. Para detectar
atividade de V-ATPase o meio de reagdo contém 3 mM ATP, 3 mM MgSo,, 25 mM
Tris-SO4 pH 8,0, 5 mM NaNsz, 1 mM Ortovanadato de sédio, 3 mM MgCl,, 10 uM
oubaina e como inibidor especifico para detectar atividade sensivel foi utilizada 10 uM
bafilomicina e a&gua miligue. Para detectar atividade de Na-K ATPase o meio de
reacao contém 3 mM ATP, 3 mM MgSo4, 25 mM Tris-SO4 pH 8,0, 5 mM NaN3z, 3 mM
MgCl,, 10 uM bafilomicina, 60 mM NaCl, 10 mM KCI e como inibidor especifico para
detectar atividade sensivel 10 uM oubaina e agua.

Para verificar atividade de F-ATPase foi utilizada fragdo mitocondrial bruta. Para
detectar atividade de F-ATPase 0 meio de reacdo contém 3 mM ATP, 3 mM MgSOQy,,
25 mM Tris-SO4 pH 8,0, 1 mM Ortovanadato de sodio, 10 uM oubaina, 10 pM
bafilomicina e como inibidor especifico para detectar atividade sensivel 5 mM NaNs e

agua.
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Para parar a reacao foi adicionada solucdo de SDS 24%. O protocolo de deteccao
de fosfato inorganico foi adaptado do método proposto por Chifflet. A curva padrao
possui concentragfes crescentes de KH,PO, de 0 a 100 uM e para revelar séo
usadas solucédo B contendo 12% de acido ascorbico em HCI 1 N e 200 uM EDTA e
solucdo C contendo 2% de molibdato de aménio em HCI 1 N, a solucdo B e C é
usada com diluicdo 1:1 e foram aplicados 300 ul em cada tubo de reacédo e por fim é
adicionada 450 pl de solucdo E contendo 2% de citrato de sddio, 2% de metarsenato
de sbdio e 2% de acido acético em agua destilada, depois de 20 minutos de
incubacdo em temperatura ambiente as amostras foram lidas em espectrofotémetro a
850 nm (Chifflet et al., 1988; Gonzalez-Romo et al., 1992).

5.16 - Imumocitoquimica

As células foram plaqueadas em laminulas redondas de 12 mm e colocadas em
placas de petri de 60 mm e apés aproximadamente 48 horas de plagueamento e em
torno de 60% de confluéncia, o meio de cultura foi retirado, as células foram lavadas
com PBS, fixadas com paraformaldeido 4% por 15 minutos, lavadas 2 vezes com
PBS, lavadas com Cloreto de aménio e permeabilizadas com 0,1% de Triton em PBS.
Foram utilizados os anticorpos primarios para isoformas al e a4 do dominio V, da V-
ATPase, para isoforma a 1 e B 1 da Na*-K*- ATPase (1:200) e para subunidade a da
F-ATPase (1:500) e secundério conjugado a FITC. As amostras foram visualizadas
em microscépio confocal Nikon com aumento de 60X (Adaptado de Fletcher et a.l,
2010).

5.17 - Mensuracédo de densidade celular apés auséncia de glicose

As células foram plaqueadas em placas de cultura de 24 pocos e ap0s 48 horas
de plagueamento e quando alcancam confluéncia, foi trocado o meio de cultura para
DMEM sem glicose e as células do tempo 0 foram fixadas em paraformaldeido 4%
por 10 minutos e depois lavadas 2 vezes com PBS, permanecendo em PBS e assim
ocorreu apos 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 24 horas com incubacdo com meio sem glicose, e
depois as placas foram coradas com Cristal Violeta por 40 minutos, lavadas
extensivamente com agua e deixadas secando overnight. Depois as placas foram
lidas em leitor de placas a 454 nm e foi quantificada a densidade celular apos

auséncia de glicose através da absorbancia das células coradas presentes.
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6- Resultados

Parte 1 — Resultados Obtidos em Linhagens Celulares e Tumores de Melanoma
e Linhagem Controle J774 A,

6.1- Inducdo Experimental de Tumores de Melanoma B16F10 e B16F0

As figuras 12 e 13 mostram que foi possivel a inducéo de tumor em camundongos
a partir das linhagens de melanoma, com diferentes potenciais metastaticos, mantidas
em cultura. Na pratica, observamos diferentes consisténcias sendo o tumor da
linhagem B16F10 (Fig. 12 e 13 A) de consisténcia menos densa 0 que pode ocorrer
devido ao seu fendtipo mais metastatico e potencial mais invasivo e também
observamos, nas inducfes realizadas ao longo de 2011, presenca de tumor com
Ulcera, que a linhagem mais metastatica B16F10 apresentou Ulcera seca e tumor de
coloracdo negra (Fig. 12 A) e a linhagem menos metastatica BL6F0 apresentou mais
tardiamente Ulcera com tumor de aparéncia Umida e tumor com colora¢do mais clara
(12 B). A partir dessas observacdes, passamos a investigar a localizacdo das enzimas
estudadas nesses tecidos e fazer uma caracterizacdo morfolégica detalhada para
apontar possiveis diferencas entre estas linhagens e tumores.

A Figura 13, mostra o tumor mais metastatico (13 A) maior, mais escuro, com
consisténcia menos densa, rico em vascularizacdo e o tumor menos metastatico (13
B) menor, mais claro e com consisténcia mais firme. E em todas as inducdes foi
observado um crescimento maior e mais rapido nos tumores da linhagem mais
metastatica B16F10, retirado em média em torno de 14-21 dias apds inducao,
enguanto o0 menos metastatico foi retirado em torno de 35-45 dias ap0s a inducéo. E
importante ressaltar que todos os animais continuavam ativos e que a inducdo nao
comprometeu funcdes vitais e que 0s animais ndo apresentaram sinais de metastase
pulmonar e em outros 6rgaos, como é observado quando a inducéo é feita pela veia

da cauda.



58

Figura 12 — Camundongos ap6@s induc¢éo de tumores. Em A, tumor induzido com a linhagem de
melanoma B16F10 e em B, tumor induzido com a linhagem de melanoma B16F0. A presenca de
Ulceras esta indicada pelas setas vermelhas em ambos os tumores.

§ Jaity | s o Ne

Figura 13- Tumores derivados das linhagens de melanoma, em A 0 mais metastatico B16F10, maior e
bem escuro e em B, 0 menos metastético B, BL6FO menos metastatico, menor e mais claro e em C
ilustrac@o do tumor no animal.

6.2- Citologia dos Tumores B16F0 e B16F10

Para observar os detalhes e padrdes das células dos tumores induzidos foi feita
técnica de citologia. A Figura 14 mostra as células com nucleos aumentados, sem
grandes variagcfes de tamanhos e imagem mondétona, que condiz com fenétipo menos

metastéatico do tumor derivado da linhagem menos metastatica de melanoma B16FO0.
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Figura 14- Fotomicrografias de citologia do melanoma epitelidide cutaneo ulcerativo em camundongos
C57BI (B16F0), ap6s 35 dias de indugéo do tumor. O animal apresentou Ulcera Umida + tumor. Em A e
B, imagem mondtona, células sem notaveis variagdes de tamanho, mais organizadas e com nucleos
grandes e varios nucléolos. Corante pandtico.

A Figura 15 mostra fotomicrografias de citologia de tumor derivado da linhagem
de melanoma mais metastatico B16F10, mostrando, em A, grandes variacbes de
tamanho, com células com grandes nucleos e varios nucléolos e células em apoptose
e em B presenca de células multi vesiculadas, o que confirma que este tumor
derivado da linhagem mais metastatica € mais anaplasico em comparagao a ao tumor
B16FO0 (Figura 14). Esse dado confirma o perfil mais anaplasico desse tumor mais
metastatico de melanoma, uma vez que 0s tumores mais agressivos e metastaticos
mostram ser mais anaplasicos e mostram variacdes e heterogenia entre as células no

mesmo tecido.

Figura 15- Fotomicrografias do melanoma epiteliéide cutaneo ulcerativo em camundongos C57BI
(B16F10), ap6s 21 dias de indugdo. O animal apresentou Ulcera seca + tumor. Em A, presenca de
células com nucleos grandes e algumas delas com varios nucléolos (setas vermelhas) e também areas
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com células necrosadas (setas amarelas) e em B, presenca de células multi vesiculadas (setas
verdes). Corante panético.

6.3- Histopatologia dos Tumores B16F0 e B16F10

Para avaliacdo dos tecidos dos tumores induzidos foi realizada a técnica de
histopatologia de cada um dos tumores induzidos. A Figura 16 mostra
fotomicrografias do tumor derivado da linhagem menos metastatica B16F0 e as setas
pretas mostram que o tumor formado possui uma ténue cépsula, ou seja, € um tumor
contido o que corrobora dados anteriores obtidos e com o fenotipo de menos
metastatica, anteriormente visto apenas com classificacdo baseado na expressao de

catepsina.

Figura 16- Fotomicrografias do melanoma epiteli6ide cutdneo ulcerativo em camundongos C57BI
(B16F0), apos 35 dias de inducdo do tumor. O animal apresentou Ulcera Umida + tumor. Em A e B,
sec¢do transversal mostrando anexos e o tumor da linhagem B16F0 subcutaneo bem delimitado (setas
pretas), sem mostrar sinais de invasdo de tecidos vizinhos. Em A, evidenciado tecido muscular
(asterisco).

A Figura 17 mostra fotomicrografias do tumor derivado da linhagem mais
metastatica B16F10, em A secao longitudinal com a seta vermelha indicando tumor
subcutdneo e em B secéo transversal mostrando fibras musculares entremeadas no
tumor, mostrando tracos de invaséo e confirmando o perfil fisiolégico mais metastatico

desse tumor e mostrando mais uma caracteristica anaplasica.
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Figura 17- Fotomicrografias do melanoma epiteliéide cutaneo ulcerativo em camundongos C57BI
(B16F10), apds 21 dias de indugdo. O animal apresentou Ulcera seca + tumor. Em A, sec¢do longitudinal
mostrando as camadas do tecido muscular com tumor localizado na regido subcutanea (seta
vermelha), tumor mostra area com necrose (asterisco) e em B, sec¢do transversal do tumor de B16F10
subcutaneo com fibras musculares entremeadas (setas azuis), mostrando que parte do musculo foi
invadida pelo tumor.

6.4- Analises Morfométricas Nucleares e Nucleolares

Para complementar dados de Citologia e Histopatologia obtidos dos Tumores
induzidos das linhagens mais metastatica B1L6F10 e menos metastatica B16F0, foram
feitas mensuracdes morfométricas nucleares e nucleolares de ambos os tumores.
Alguns dos parametros analisados podem ser observados na Tabela 2 e Tabela 3, e 0
tumor derivado da linhagem mais metastatica B16F10 apresentou valores bem
superiores em relacdo ao tumor da outra linhagem menos metastatica B16F0, o que
confirma o que foi observado na Citologia e Histopatologia, caracteristicas mais
anaplasicas no que tange tamanho nuclear e nucleolar e ainda na histopatologia
foram achados tracos de invasao (Figura 17 B). A figura 18 ilustra uma das formas de

mensuracao utilizadas.



Tabela 2- Resumo de Parametros de Mensuractes Morfométricas de Tumores B16F10 e

B16F0
Tumor B16F10 B16F0
Area Nucleo 104,22 £ 2,19 74,18 + 4,16
Diametro (max.) Nucleo 12,99 +£0,18 11,37 £0,30
Diametro (min.) Nucleo 9,76 £ 0,14 7,70 £ 0,27
Perimetro Nucleo 37,04 + 0,39 31,36 +0,84
Area Nucléolo 7,47 £ 0,25 6,15 + 0,19

Tabela 3 - Andlise detalhada de parametros de mensurac6es morfométricas nos nucleos de

Tumores B16F10 e B16F0

Nucleus Measurements

Tumor B16F10

Tumor B16F0

Area 104,22 5E+ 2,196 * 74,18 SE+ 4,169 **
Hole Area 0,00027 5Ex 0,00027 0,00055 5Ex+ 0,00036
Hole Ratio 0,95995 5B+ 3,1777 0,95995 5B+ 5,3454

Diameter {max)

13,00031 SE+ 0,18070 *

11,37779 S5E+ 0,3077 **

Diameter {min}

9,81976 5E+ 0,1560 *

7,B6876 SEX 0,2562 **

FFN

0,75631 5B+ 0,013

0,69128 5E+ 0,0102

Diameter (mean)

11,37436 SE+ 0,1344 *

5,45692 5E+ 0,2754 **

Radius [max)

6, 763307 SEx 0,09538

5,93142 5B+ 00,1555

Radius (min) 4,7032801 5E+ 0,0835 3,74328 5B+ 0,1310
Holes 0,04 5E+ 0,01634 0,07 5E+ 0,0360
Perimeter 37,04954 SE+ 0,3964 * 31,36912 S5E+ 0,8435 **
FCN 0,953463 5E+ 0,0062 0,94052 5E+ 0,0046
FRegN 1,039622 SE+ 0,00340 1,04503 5E+ 0,0057
Radius Ratio 1,466306 5B+ 0,02705 1,61763 5E+ 0,0352
Roundness 1,058178 SE+ 0,00728 1,07535 5E+ 0,0006
FRedN 1,024268 SE+ 0,00346 1,02121 5B+ 0,0025
Cluster 15620 1560

10D 15933,2 5B+ 303,9761 11263,11 SE+ 725,7545
Feret (min) 10,0986 5E+ 0,15098 8,16680 5E+ 0,24212

Feret (max)

13,12179 5E+ 0,173486

11,49787 5E+ 0,30561

Feret (mean)

11,72303 56+ 0,12374

8,96958 5E+ 0,2650

Margination 0,331181 SE+ 0,00214 0,32975 5E+ 0,0036
Heterogenity 0,309458 5E+ 0,01793 0,30783 5E+ 0,0281
Clumpiness 0,349468 SE+ 0,01784 0,30419 5E+ 0,0322

Valores com diferenca estatistica * e **, p< 0.05. T- test para Area, Diameter Max e Diameter

min. Mann-Whitney Rank Sum Test para Diameter mean e Tukey para perimeter.
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Figura 18 - llustragdo de uma das abordagens para mensuracdo morfométrica no Image Plus,
do campo 01 da linhagem mais metastéatica B16F10.

6.5 — Perfil de Marcacao de Mitocondrias Através da sonda Mito-Tracker Green

Considerando resultados iniciais, do nosso grupo, que mostraram ativacao das
bombas V e F ATPase, principalmente na linhagem mais metastatica e o interesse de
investigar de forma mais profunda o perfil do metabolismo das linhagens e tumores de
melanoma com diferentes potenciais metastaticos, buscamos inicialmente verificar o
padréo de marcacao de mitocondrias nas linhagens de macrofago transformado J774
A1, usado como controle bioquimico positivo por expressar fisiologicamente a V-
ATPase na membrana plasmética, e ainda as linhagens de melanoma murinho
B16F10, mais metastatica, e B16F0, menos metastatica. Com a utilizacdo da sonda
Mito Tracker Green, podemos observar na figura 19, o perfil de marcacdo de
mitocondrias nas linhagens controle J774 A; (A), onde observamos sinal menos
intenso e de forma mais pontual, na linhagem de melanoma mais metastatico B16F10
(B) observamos um sinal mais evidente e disseminado, corroborando,
preliminarmente, com dados iniciais de atividade enzimatica aumentada da F-ATPase
e ainda com as caracteristicas de mais metastatica e com metabolismo mais
acelerado, e na linhagem de melanoma menos metastatico BL6F0 (C) observamos
também sinal disseminado, porém menos intenso comparado com a linhagem mais
metastatica B16F10 (B). A partir desses resultados, buscamos aprofundar as
investigacbes em relacdo a morfologia e atividade enzimatica mitocondrial das

linhagens e também dos tumores induzidos.
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Figura 19- Fotomicrografias das linhagens celulares estudadas apés incubagdo de 40 minutos com
sonda mito-tracker a 100 nM em DMEM sem soro. Observamos, em A linhagem de macréfago
transformada J774 A;, em B linhagem de melanoma murino mais metastatica B16F10 e em C linhagem
de melanoma murinho menos metastatica B16FO.

6.6-Ultraestrutura das Linhagens B16F0 e B16F10

A patrtir dos resultados do perfil de marcagéo mitocondrial, buscamos investigar a
morfologia das linhagens estudadas, para tentar elucidar diferencas morfolégicas que
possam refletir nas diferencas funcionais, bioguimicas e metabdlicas de forma geral,
assim como buscamos elucidar os mecanismos de funcionamento, sinalizacéo e

localizagcéo destas bombas de prétons nas linhagens e tumores induzidos.
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A Figura 20 mostra fotomicrografias de ultraestrutura da linhagem menos
metastatica B16F0, em A, observamos duas células com presenca de mitocondrias,
em B e F, células com presenca de mitocondrias proximas ao nucleo da célula, em C
e D, observamos presenca abundante de melanossomos e em E, observamos maior

detalhe das mitocéndrias, podendo ver as cristas.

Figura 20- Fotomicrografias da linhagem celular de melanoma murino B16F0O (MET) —em A, B e F
células mitocondrias que se encontram com diferentes formatos e préximas ao nucleo (B e F, indicadas
pela seta preta), em B e F as mitocondrias estdo proximas ao nlcleo (setas pretas). Em C e D,
presenca abundante de melanossomos (estrelas) e em E detalhes das mitocdndrias, evidenciando
suas cristas (seta preta).

A figura 21 mostra, com maiores detalhes, a presenca de melanossomos ao
longo do citoplasma da linhagem B16F0, em A, e em B podemos observar a presenca

de algumas mitocéndrias.



Figura 21- Fotomicrografias da linhagem celular de melanoma murino B16F0 mostrando maiores
detalhes da célula. Em A, inimeros melonossomos no citoplasma e em B, melanossomos e também
algumas mitocdndrias vermiformes (setas pretas). Em A, aumento de 3000X e em B aumento de 7000
X.

A figura 22 mostra fotomicrografias de ultraestrutura da linhagem mais
metastatica B16F10, em que observamos em A célula com grande nucleo, em B
presenca de mitocéndrias e abundéancia de polirribossomos, o que condiz com o perfil
de alta atividade metabdlica desta linhagem, em C acumulo de vesiculas ricas em
mitocondrias, ndo ainda visto na literatura, em D acumulo de vesiculas sendo
englobado pela célula, em E, fimbrias emitidas por essa linhagem envolvendo

vesiculas na periferia e em F detalhes da célula emitindo fimbrias.
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Figura 22- Fotomicrografias da linhagem de melanoma murino B16F10 (MET)- em A célula com nucleo
bastante aumentado (asterisco), em B mitocdndrias e presenc¢a abundante de polirribossomos, em C e
D aglomerados de vesiculas ricas em mitocondrias (setas pretas), em F fimbrias emitidas de uma das
células e em E essas fimbrias envolvendo vesiculas (estrelas).

A figura 23 mostra, em A, mitocondrias e polirribossomos na linhagem mais
metastatica B16F10 e em B detalhes maiores das mitocondrias que possuem
formatos variados e grande tamanho com as cristas evidenciadas, e presenca
abundante de microfilamentos dispersos no citoplasma, essa micrografia sugere
hiperplasia mitocondrial que foi observada apenas na linhagem mais metastéatica
B16F10.



68

Figura 23- Fotomicrografias da linhagem de melanoma murino B16F10 mostrando maiores detalhes da
célula. Em A, muitas mitocondrias com diferentes formatos e em B microfilamentos ao longo de todo
citoplasma celular e a presenca de mitocéndrias vermiformes e bem aumentadas.

6.7- Ultraestrutura dos Tumores das Linhagens B16F0 e B16F10

Para avaliar a morfologia dos tumores e comparar com os achados observados
na microscopia Optica e na ultraestrutura das linhagens em cultura, foi feita
preparacdo para microscopia eletrénica de transmissdo dos tumores. A Figura 24
mostra fotomicrografias da linhagem menos metastatica B16F0, onde observamos
varias células com nucleos aumentados e presenca de vesiculas pigmentadas,
melanossomos, na periferia tanto em A quanto em B, assim como observamos na

linhagem B16F0 presenca de melanossomos presentes na periferia das células.

Figura 24- Fotomicrografias do melanoma epiteliéide cutaneo ulcerativo em camundongos C57BI
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(B16F0), em A e B, células com nucleos aumentados e também presenca de melanossomos
préximosda periferia.

A Figura 25 mostra fotomicrografias da linhagem mais metastatica de melanoma
B16F10, em A podemos observar presenca abundante de mitocéndrias proximas ao
nacleo e em formato vermiforme, e em A e B, células com nucleos bem aumentados,
caracteristica tipica de células carcinogénicas e mais anaplasicas e ainda presenca

de varios nucléolos.

Figura 25- Fotomicrografias do melanoma epiteliéide cutaneo ulcerativo em camundongos C57BI
(B16F10), em A presenca de mitocondrias proximas ao nucleo (setas) e em A e B, ndcleo aumentado

com varios nucléolos. Em B, presenca de vesiculas préximas a periferia (estrelas).

6.8- Consumo de O,

Para continuar avaliando a participacdo ativa das mitocondrias na energética
tumoral e comecar a estabelecer a idéia de que o modelo de melanoma em estudo
nao € um tumor extritamente glicolitico pelo fato de apresentar namero bem
aumentado de mitocondrias principalmente na linhagem mais metastatica, foram
medidas as taxas de consumo de oxigénio, jA que a respiracdo também é um
importante marcador da atividade mitocondrial. O grafico apresentado abaixo, na
figura 26, representa a taxa de consumo de oxigénio feito pelas linhagens J774A;,
B16F0 e B16F10, respectivamente.
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Figura 26- Gréfico representando os registros do consumo de oxigénio feito por células da linhagem
controle ndo tumoral J774A; (losangos azuis), pela linhagem tumoral menos metastatica B16F0
(quadrados vermelhos) e pela linhagem tumoral mais metastatica B16F10 (triangulos verdes). Cada
ponto do gréfico representa a porcentagem de queda na concentracdo de oxigénio (Y) a cada 30
segundos (X), a partir do tempo 0 (n=3).

A partir deste grafico, foram feitos calculos para se obter a taxa de consumo

aproximado de oxigénio na base de porcentagem por minuto. Os valores obtidos de
cada linhagem séo: 2%/min pela J774A1, 7%/min pela B16F0 e 9%/min pela B16F10.

6.9- Colocalizacdo de mitocéndrias e Hexoquinase-2

Com base nesse aumento do numero de mitocondrias e ainda considerando
gue alguns tipos de tumores possuem expressao aumentada da Hexoquinase-2, que
se encontra acoplada a membrana externa da mitocdndria, permitindo otimizacédo da
utilizacdo dos metabolismos glicolitico e oxidativo, buscamos investigar se esta
isoforma est& expressa no modelo de melanoma e ainda colocalizar com a marcacao
de mitocondria usando a sonda Mitotracker. Entdo, na figura 27 podemos observar a
presenca da hexoquinase-2 e sua colocalizagdo com as mitocondrias das linhagens
de melanoma murino menos metastatica B16F0 e mais metastatica B16F10. Em A e
D, podemos observar as células B16F10 (A) e B16F0 (D) em DIC, em B e E,
podemos observar a colocalizacdo entre Hexoquinase-2 e Mitotracker em
fluorescéncia e o nucleo das células é evidenciado em azul pela marcagdo do DAPI,

onde vemos a linhagem mais metastatica B16F10 (B) e menos metastéatica B16FO0 (E)
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e em C e F, observamos a colocalizacdo em fluorescéncia, onde vemos a linhagem
mais metastatica B16F10 (C) e menos metastatica B16F0 (F). Em ambas as
linhagens (B16F10 em C) e (B16FO em F) o sinal de fluorescéncia emitido em
sobreposicao (mitocdndrias com hexoquinase-2) se encontra concentrado ao redor do
nucleo destas células, assim como observamos por MET presenca de mitocéndrias
ao redor do nucleo. Com base nisto, levantamos a hipotese de que existem
mitocéndrias nestas células que possuem a hexoquinase-2 ligada e mitocdndrias que
nao possuem. Logo, ainda deve, possivelmente, haver expressdo da isoforma 1 da
hexoquinase nestas células. Como vemos nas imagens supracitadas, as mitocéndrias
gue possuem a hexoquinase-2 ligada a sua membrana estdo concentradas ao redor
do nucleo e as demais que ndo possuem a enzima, estdo dispersas por todo o
citoplasma. Sugerimos entdo que as mitocondrias que possuem a hexoquinase-2
ligada, sdo mitocondrias especializadas na producéo de ATP e subsequentemente de
glicose-6-P (sintetizados pelo megacomplexo ATP Sintassoma) para alimentarem as
vias de biossintese no interior do nucleo e dos reticulos liso e rugoso, nestas células

gue se encontram em constante proliferacao.
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Figura 27- Células marcadas com anticorpo primario monoclonal anti hexoquinase-2 ligado a um
anticorpo secundario anti mouse com Alexa 546 nm (vermelho) e com mitotracker 488 nm (verde). Em
(A) e (D), os DICs da B16F10 e da B16FO0, respectivamente. Em (B) e (E), a fluorescéncia da B16F10 e
da B16FO, respectivamente. Em (C) e (F), a fluorescéncia da B16F10 e da B16F0, respectivamente. As
regibes amarelo-alaranjadas séo resultantes da sobreposicdo do vermelho com o verde, evidenciando
a colocalizacdo da HK-2 com as mitoc6ndrias. Barra de 10 um.
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6.10- Atividades Enzimaticas

Foram feitos fracionamentos celulares das linhagens celulares J774 A1, B16F10
e B16F0 e também dos tumores das linhagens de melanoma com diferentes
potenciais metastaticos B16F10 e B16F0, apds incubacdo com meios de incubacéo
com e sem glicose. Nessa secéo o foco foi estudar a atividade de V e F-ATPase tanto
nas linhagens quanto em tumores e avaliar se a glicose promove ativacao. E também
a Na'-K*-ATPase nos tumores das linhagens menos metastatica B16F0 e mais
metastatica B16F10.

A figura 28 mostra o grafico da média das velocidades iniciais da F-ATPase
comparando as linhagens de macrofago J774 A; , melanoma muito metastatico
B16F10 e melanoma pouco metastatico B16F0, apds incubacdo com meios com e
sem glicose, onde podemos observar ativacdo da F-ATPase por glicose apenas na
linhagem controle de macrofago transformado J774 A;, 0 que a principio pode sugerir
gue as linhagens tumorais podem estar trabalhando com glicose num limiar de
saturacao, e com isso para a hidrdlise a glicose ndo estimulou a bomba nas linhagens

tumorais, como ocorreu na linhagem de macréfago controle.
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Figura 28 - Média das velocidades iniciais da atividade especifica de F-ATPase azida sodica (0,5 mM)
sensivel, com incubacdo com meios com e sem glicose, nas linhagens controle de macréfago
transformado J774 Al, melanoma murino mais metastatico B16F10 e melanoma murinho menos
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metastatico (B16F0). + SE. n= 4. Meio de reacdo contendo: Tampéao Tris-HCI| pH 8,0, Sulfato de
Magnésio 1mM, Vanadato 0,1 mM, Molibdato de Sédio 0,2 mM, ATP 1 mM e 0,05 mg/mL de proteina
da fracdo mitocondrial bruta, *p=0,03.

A Figura 29, mostra a média da velocidade inicial da atividade especifica azida
sensivel, de F-ATPase em tumores das linhagens de melanoma mais metastéatico
B16F10 e melanoma menos metastatico B16FO, onde observamos uma atividade
hidrolitica de F-ATPase bem superior no tumor da linhagem mais metastéatica B16F10,
sendo a diferenca maior que 50% de ativagcdo, em relacdo ao tumor menos
metastatico B16F0. Esse dado confirma resultados prévios do grupo que mostram

ativacdo da F-ATPase na linhagem mais metastatica de melanoma.
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Figura 29- Média das velocidades iniciais da atividade especifica de F-ATPase azida sédica (0,5 mM)
sensivel nos tumores das linhagens de melanoma mais metastatico B16F10 (TF10) e menos
metastatico B16F0 (TFO0). + SE. n= 5 (B16F10) e n=3 (B16F0). Meio de reacéo contendo: Tampao Tris-
HCI pH 8,0, Sulfato de Magnésio 1mM, Vanadato 0,1mM, Molibdato de Sédio 0,2mM, ATP 1mM e 0,05
mg/mL de proteina da fracdo mitocondrial bruta. Dunn’s Method * p< 0.05.

Para avaliarmos se em tumores ocorre ativacdo da F-ATPase pela glicose, foi
feito fracionamento com incubacdo com meios com e sem glicose. E a figura 30,
mostra o grafico da média da velocidade inicial da atividade especifica de F-ATPase
azida sensivel em tumores de melanoma murino das linhagens mais metastatica
B16F10 e menos metastatica B16F0, apds incubacdo com meios com e sem glicose.
Onde foram avaliados trés tumores de cada tipo celular (B16F10 e B16FO0), e

podemos observar que a glicose mais uma vez, assim como aconteceu com as
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linhagens tumorais, ndo estimulou a atividade hidrolitica da F-ATPase em tumores, 0
gue sugere que pode estar ocorrendo 0 mesmo que ocorreu na cultura de a glicose

estar no limiar de saturacdo e com isso ndo haver estimulo com adi¢éo dela.
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Figura 30- Média das velocidades iniciais da atividade especifica de F-ATPase azida sddica (0,5mM)
sensivel, com incubacdo com meios com e sem glicose, dos tumores de melanoma murinho mais
metastatico B16F10 e menos metastatico B16F0. £ SE. n= 3. Meio de reagéo contendo: Tamp&ao Tris-
HCI pH 8,0, Sulfato de Magnésio 1mM, Vanadato 0,1 mM, Molibdato de Sédio 0,2 mM, ATP 1 mM e
0,05 mg/mL de proteina da fragdo mitocondrial bruta. ANOVA, * p<0.05.

E para investigar se ocorre ativacdo da V-ATPase por glicose nas linhagens
estudadas foi feita incubacao, pré-fracionamento, com meios com e sem glicose. A
figura 31 mostra o grafico da média de velocidade inicial da atividade especifica de V-
ATPase, concanamicina sensivel, comparando as linhagens controle J774 A; e de
melanoma mais metastatico B16F10, onde podemos ver uma ativagado por glicose em
mais de 50% na linhagem controle de macrofago J774 A; e na linhagem de melanoma

mais metastatico B16F10 a atividade se manteve e ndo ocorreu ativagao.
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Figura 31 - Média das velocidades iniciais da atividade especifica de V-ATPase, concanamicina (5nm)
sensivel nas linhagens controle de macréfago J774 A, e na linhagem de melanoma mais metastéatico
B16F10 (F10), apds incubacdo com meios sem e com glicose. Meio de reagdo contendo: Tampéao
Hepes pH 7,0, Sulfato de Magnésio 1 mM, Azida 0,5 mM, Vanadato 0,1 mM, Molibdato de Sédio 0,2
mM, ATP 1mM e 0,05 mg/mL de proteina de membrana plasmatica. £SE. n= 3.

Também foi feita atividade de V-ATPase, apds incubacdo com meios sem e com
glicose, nos tumores derivados das linhagens de melanoma, para avaliar se a glicose
ativa a bomba nos tumores. E a figura 32 mostra o grafico da média de velocidade
inicial da atividade especifica de V-ATPase, concanamicina sensivel, nos tumores
derivados das linhagens de melanoma murino menos metastatico B16F0 e mais
metastatico B16F10, apds incubacdo com meios sem e com glicose, onde podemos
observar que o tumor menos metastatico B16FO sem glicose apresentou atividade
superior em torno de 50% em relacdo ao tumor mais metastatico B16F10, porém nédo
apresentou ativacao por glicose. E o tumor mais metastatico BL6F10 apresentou uma
ativacao por glicose superior a 50%, o que sugere que a glicose ativa a V-ATPase e
esse mecanismo se mostrou mais pronunciado e mais relevante para o tumor mais
metastatico que possui metabolismo geral aumentado e também foi superior a

atividade encontrada na célula mais metastatica.
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Figura 32- Média das velocidades iniciais da atividade especifica de V-ATPase, concanamicina
sensivel (5nm) nos tumores derivados das linhagens de melanoma murino menos metastatico B16FO0 e
mas metastatico B16F10, apds incubacdo com meios sem e com glicose. Meio de reacdo contendo:
Tampéo Hepes pH 7,0, Sulfato de Magnésio 1 mM, Azida 0,5 mM, Vanadato 0,1 mM, Molibdato de
Saédio 0,2 mM, ATP 1mM e 0,05 mg/mL de proteina de membrana plasmética. +SE. n=3.

Também foi avaliada a atividade da Na*-K*-ATPase nos tumores derivados das
linhagens de melanoma menos metastatico BL6F0 e mais metastatico B16F10, apds
incubacdo com meios sem e com glicose. E a figura 33 mostra o grafico com a média
da velocidade inicial da atividade especifica da Na'-K*-ATPase ouabaina sensivel,
onde podemos ver uma atividade bem superior no tumor menos metastatico B16F0
em comparacdo com a baixa atividade encontrada no tumor mais metastatico B16F10
e ainda a glicose estimulou a atividade em ambos os tipos de tumores sendo que
mesmo assim o0 tumor menos metastatico continua com atividade superior comparado
com 0 mais metastatico. Esse resultado corrobora resultados prévios do grupo, nas
linhagens estudadas, que mostram menor atividade da Na*-K*-ATPase na linhagem
menos metastatica enquanto as linhagens controle e menos metastatica possuem
maior atividade desta enzima, o que reforca a hipotese de balancgo inverso entre Na'-
K*-ATPase e V-ATPase nos tumores mais metastaticos, ja que a V-ATPase tem se

mostrado mais expressa e ativa e possivelmente assumindo o principal papel de
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enzima mantenedora do potencial de a¢cdo nos tumores mais metastaticos, enquanto

a Na'-K'-ATPase tem se mostrado menos expressa e menos ativa.
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Figura 33- Média das velocidades iniciais da atividade especifica da Na'-K'-ATPase, ouabaina sensivel
(2 mM) nos tumores derivados das linhagens de melanoma murino menos metastatico B16F0 e mais
metastatico B16F10, apds incubacdo com meios sem e com glicose. Meio de reacdo contendo:
Tampéo Hepes pH 7,0, Sulfato de Magnésio 1 mM, Azida 0,5 mM, Vanadato 0,1 mM, Molibdato de
Sadio 0,2 mM, ATP 1 mM e 0,05 mg/mL de proteina de membrana plasmética. +SE. n=2.

6.11- Dot Blot — Na*-K*-ATPase

Para dar continuidade as andlises enzimaticas de atividade da Na'-K'-ATPase,
onde encontramos maior atividade no controle J774A; e menor atividade na linhagem
mais metastatica de melanoma, foi feito um Dot Blot aplicando 10 ug de proteina de
membranas totais das linhagens J774 Al, B16F0 e B16F0 (Figura 34), e em seguida
foi feita analise quantitativa da expressao (Figura 35) e foi encontrado 0 mesmo
padréo da atividade enzimatica, com maior expressdo da Na'-K*-ATPase na linhagem
controle J774 Al, expressao intermediaria na linhagem menos metastatica B16F0 e
menor expressao na linhagem mais metastatica B16F10. O dado mais uma vez
confirma dados anteriores do grupo que mostram menor ativacdo da Na*-K*-ATPase
na linhagem mais metastatica enquanto foi observada maior ativacdo de V-ATPase

nessa mesma linhagem.
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Figura 34- Dot Blot para subunidade a 1 da Na*-K*-ATPase - utilizando 10ug de proteina de
membranas totais das linhagens J774 Al macréfago transformado como controle, B16FO
melanoma murino pouco metastatico e B16F10 melanoma murinho mais metastatico. N=3.

Figura 35 - Andlise de expressdo do Dot Blot para subunidade a 1 da Na'-K*-ATPase -
utilizando 10 pg de proteina de membranas totais das linhagens J774 Al macréfago
transformado como controle, B16F0 melanoma murino pouco metastatico e B16F10
melanoma murinho mais metastatico. N=3.

6.12- Monitoramento de Gradiente de Prétons

A partir da fragdo microssomal isolada, foi feito o experimento de monitoramento
de gradiente de prétons para verificar o transporte de prétons pela V-ATPase das
linhagens e tumores induzidos de B16F10, com e sem incubacdo com glicose
(Figuras 36 a 38). Avaliamos o transporte de H* realizado pela V H*-ATPase nas
células mais metastaticas de melanoma (B16F10) e menos metastatica (B16F0).
Podemos ver na Figura 36 , a comparacao entre as linhagens e como esperado a
linhagem mais metastatica (B16F10), teve uma atividade de transporte de H* pela V
H*-ATPase maior que 50% quando comparada a linhagem menos metastatica

(B16F0). Essa estimulacdo pode ser explicada, talvez pela capacidade altamente
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agressiva dessas células visto que ha uma maior demanda energética, de nutrientes e
um aumento na capacidade de crescimento dessa linhagem. Ainda quando
comparamos apenas o crescimento de ambas as linhagens, podemos notar que a
linhagem mais metastatica possui uma maior capacidade e velocidade de crescimento
guando comparada a linhagem menos metastatica. E esse maior transporte de
prétons corrobora outros dados da literatura que mostraram ativacdo da V-ATPase
em outros tipos de tumores, como cancer de mama, e esse maior transporte ndo so
gera maior acidificacdo extracelular como pode estar colaborando como sinalizacéo
para rota metabolica.

Cerca de 45 - 60 dias apds a inoculacdo da células no animais retiramos o
tumores dos animais e fizemos o isolamento de membranas, a Figura 37 A mostra o
transporte de H* realizado pela V H'-ATPase nas células do tumor da linhagem
menos metastatica (B16F0). Nas membranas isoladas desses tumores vemos que a
glicose extracelular foi capaz de estimular a atividade realizada por essa enzima em
30% e 60% nas fracdes pesadas, que contém membrana plasmatica e mitocondrias,
e leves que contém lisossomos, respectivamente (Figura 37 A).

Observamos a mesma tendéncia quando avaliamos a Velocidade Inicial
realizada por essa enzima (Figura 37 B), onde a glicose estimulou 10% e 60% a
atividade nas fracOes pesadas e leves, respectivamente.

Realizamos o isolamento de membranas dos tumores que foram induzidos por
células da linhagem mais metastaticas (B16F10), e pudemos observar que a glicose
assim como no isolamento de células foi capaz de estimular as atividades das V H*-
ATPases apenas na fracao pesada 50% (Figura 38 A).

Vemos a mesma tendéncia quando avaliamos a Velocidade Inicial realizada por
essa enzima (Figura 38 B), onde a glicose estimulou 30% a atividade na fracéo
pesada.

Entdo, com base nesses dados podemos observar que o transporte de protons
pela V-ATPase tanto na linhagem quanto no tumor mais metastatico foi bem maior
comparado a linhagem e tumor menos metastatico e a glicose mostrou estimulagéo
em ambos 0s casos tanto nos parametros de fluorescéncia maxima como no de

velocidade inicial e também em ambas as fracdes estudadas, pesada e leve.
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Figura 36- Transporte de H" em células de melandcito B16F0 e B16F10 sobre as V H'-ATPases.
Atividade feita na presenga de 1 mM ATP. Analise da Fluorescéncia Maxima (Fnay). A atividade de
V-ATPase foi determinada com 110 nM de concanamicina A (inibidor especifico da V H*-ATPase).
n=3, * p<0,001.



82

70 » Fluorescéncia Maxima Transporte Tumor de FO

= sem glicose *

D
o

@com glicose

% Fluorescéncia/mg ptn
N w iy a
o o o o

=
o

Fr pesada Fr leve

Velocidade Inicial Transporte do Tumor de B16F0

=
[0

sem glicose

=Y
(o))

#com glicose

= =
N £

% de Fluorescéncia/mg ptn
H
o

Fr pesada Fr leve

Figura 37- Transporte de H" em tumor sélido de melanoma menos metastatico B16F0 e efeito da
glicose extracelular sobre as V H*-ATPases. Atividade feita na presenca de 1 mM ATP. Analise da A -
Fluorescéncia Maxima (Fnax) € B - Velocidade Inicial (V). A atividade de V-ATPase foi determinada
com 110 nM de concanamicina A (inibidor especifico da V H*-ATPase). (Média de 2 experimentos). Em
A *p=0,02.
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Figura 38- Transporte de H" de tumor sélido de melanoma mais metastatico B16F10 e efeito da glicose
extracelular sobre as V H'-ATPases. Atividade feita na presenca de 1 mM ATP. Analise da A -
Fluorescéncia Maxima (Fn.) € B - Velocidade Inicial (V). A atividade de V-ATPase foi determinada
com 110 nM de concanamicina A (inibidor especifico da V H*-ATPase). (Média de 4 experimentos). Em
A *p=0,02.
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Parte 2 — Resultados obtidos nas Linhagens de Cancer de Prdstata — LNCAP,
PC3, CL1, CL2, DU145 e Controle saudavel de prostata RWPE-1

Primeiramente buscamos avaliar nas linhagens de prostata com diferentes
potenciais metastaticos a atividade das bombas V-ATPase e Na'-K'-ATPase na
fracdo purificada de membrana plasmatica. No gréfico da figura 39 observamos a
atividade especifica bafilomicina sensivel das linhagens de prostata estudadas e
assim como foi observado em melanoma a linhagem mais metastatica CL1
apresentou maior ativagcdo desta bomba comparada com as outrs linhagens
estudadas, principalmente comparada a linhagem ndo metastatica LNCAP que

apresentou baixa atividade.
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Figura 39- Atividade da V-ATPase na fragédo purificada de membrana plasmatica, bafilomicina sensivel
(1 uM), por hidrélise de ATP, nas linhagens celulares de préstata onde temos CL1 como mais
metastatica, LNCAP como ndo metastética, DU145, PC3 e CL2 também metastaticas porém de forma
intermediaria e RWPE como controle saudavel de préstata. O meio de reagdo contendo 3 mM ATP, 3
mM MgSo,4, 25 mM Tris-SO, pH 8.0, 5 mM NaN;, 1 mM Ortovanadato de sédio, 3 mM MgCl,, 1 uM
oubaina, agua milique e como inibidor especifico para detectar atividade sensivel foi utilizada 1 pM
bafilomicina. n=4, * p< 0,001.

No gréfico da figura 40, podemos observar a atividade da Na'-K'-ATPase,
ouabaina sensivel, nas linhagens de prostata estudadas. E diferentemente do que
observamos em melanoma n&o houve diferengca entre ativacdo desta bomba na
linhagem ndo metastatica LNCAP e linhagem mais metastatica CL1. Porém os niveis
de ativacdo desta bomba foram menores comparados a atividade encontrada pela V-

ATPase, o que corrobora dados obtidos em melanoma onde esta bomba mostra-se
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menos ativa enquanto V-ATPase estd mais ativa e parece ser a principal

mantenedora de potencial de membrana e reguladora de pH nas linhagens tumorais.
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Figura 40- Atividade da Na-K-ATPase na fragcdo de membrana plasmatica purificada, ouabaina
sensivel, por hidrélise de ATP, nas linhagens celulares de préstata onde temos CL1 como mais
metastatica, LNCAP como n&o metastética, DU145, PC3 e CL2 também metastaticas porém de forma
intermediaria e RWPE como controle saudavel de prostata. O meio de reagédo contendo 3 mM ATP, 3
mM MgSo,, 25 mM Tris-SO, pH 8.0, 5 mM NaN3z, 1 mM Ortovanadato de s6dio, 3 mM MgCl,1 uM
bafilomicina, agua milique ouabaina.n=4,* p=0,03.

Buscamos também avaliar a atividade enzimatica em diferentes fracdes, tais
como a fracdo nuclear. E de forma inovadora, detectamos atividade de V-ATPase e
Na'-K*-ATPase nessa fracdo e podemos observar o resultado da atividade de V-
ATPase no grafico mostrado na figura 41, onde observamos grande atividade na
linhagem mais metastatica de prostata CL1 e baixa atividade de V-ATPase,
bafilomicina sensivel, nas linhagens de tumor de prostata ndo metastatico LNCAP e
no controle ndo tumoral RWPE-1. E as linhagens DU145, PC3 e CL2 ndo mostram
grandes diferencas na atividade que também foram menores comparando com CL1. E
a atividade da Na'-K*-ATPase € mostrada no gréafico da figura 42 onde observamos
as linhagens metastaticas CL1, CL2 e DU145 com baixa atividade equivalente ao
nivel de atividade obtida no controle de célula saudavel de prostata RWPE-1 e foi
observada atividade pouco maior nas linhagens ndo metastatica LNCAP e metastatica
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PC3. Esses dados confirmam o mesmo padréo observado nas fracdes de membrana
plasmatica em melanoma mostrando maior ativagdo de V-ATPase na linhagem mais
metastatica e menor ativacdo da Na'-K'-ATPase nas linhagem mais metastéatica.
Tendo sido esse balango de menor ativacéo da Na*-K*-ATPase mais pronunciado nas
linhagens e tumores de melanoma em compracdo as linhagens de prostata
estudadas. E importante ressaltar que o achado de atividade e localizacdo destas

enzimas na fragdo nuclear, respectivamente € completamente inédita.
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Figura 41- Atividade da V-ATPase na fracdo nuclear, bafilomicina sensivel, por hidrélise de ATP, nas
linhagens celulares de préstata onde temos CL1 como mais metastatica, LNCAP como néao
metastatica, DU145, PC3 e CL2 também metastéaticas porém de forma intermediaria e RWPE como
controle saudavel de préstata. O meio de reacdo contendo 3 mM ATP, 3 mM MgSoy, 25 mM Tris-SO,
pH 8.0, 5 mM NaNs;, 1 mM Ortovanadato de s6dio, 3 mM MgCl,, 1 UM oubaina, agua milique e como
inibidor especifico para detectar atividade sensivel foi utilizada bafilomicina. T test *p< 0,001. n=4.
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Figura 42 - Atividade da Na'-K™-ATPase na fragéo nuclear, ouabaina sensivel, por hidrélise de ATP,
nas linhagens celulares de prostata onde temos CL1 como mais metastatica, LNCAP como nao
metastatica, DU145, PC3 e CL2 também metastaticas porém de forma intermediaria e RWPE como
controle saudavel de prostata. O meio de reagao contendo 3 mM ATP, 3 mM MgSo,, 25 mM Tris-SO,
pH 8.0, 5 mM NaN3z, 1 mM Ortovanadato de sédio, 3 mM MgCl,1 uM bafilomicina, agua milique e
como inibidor especifico para detectar atividade sensivel foi utilizada oubaina. n=4.

E utilizando a fracdo mitocondrial bruta detectamos atividade de F-ATPase, azida
sbdica sensivel, por hidrélise de ATP, que ocorre in vitro nas linhagens controle e
tumorais de cancer de prostata. Observamos o resultado no grafico da figura 43 onde
vemos baixa atividade na célula controle saudavel de prostata RWPE-1 e alta
atividade nas linhagens tumorais de prostata sendo que ndo observamos diferenca
entre as linhagens com diferentes potenciais metastaticos como foi visto na atividade
enziméatica de V-ATPase. Esse dado demonstra que as linhagens tumorais de forma
geral possuem demanda energética maior e por isso precisam ter maior ativacdo de
F-ATPase e possibilidade de uso do metabolismo mitocondrial para suprir o aporte
energético mesmo que a maior utilizagdo continue sendo fonte proveniente do

metabolismo glicolitico.
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Figura 43- Atividade da F-ATPase na fracdo mitocondrial bruta, azida sensivel, por hidrélise de ATP,
nas linhagens celulares de prostata onde temos CL1 como mais metastatica, LNCAP como néo
metastatica, DU145, PC3 e CL2 também metastaticas porém de forma intermediaria e RWPE como
controle saudavel de préstata. O meio de reacdo contendo 3 mM ATP, 3 mM MgSo,, 25 mM Tris-SO;,
pH 8, 1 UM Ouabaina e 10 uM Bafilomicina, 1 mM Ortovanadato de sédio, 3 mM MgCl, e como
inibidor especifico para detectar atividade sensivel foi utilizada 5 mM NaN3 e agua milique. Dunn Test *
e **p< 0,05.n=4.

Para verificar a localizacdo da V-ATPase nas linhagens estudadas, foi aplicada a
técnica de imunocitoquimica utilizando anticorpos primarios para duas diferentes
isoformas do dominio Vo da V-ATPase nas linhagens celulares de préstata estudadas.
O resultado é mostrado na Figura 44, onde observamos fotomicrografias obtidas em
microscoépio confocal Nikon, e vemos a marcac¢do da subunidade al nas linhagens
CL1, CL2, DU145, LNCAP e PC3, para essa isoforma, a marcagcdo ocorre
principalmente nas rotas endociticas e isso foi bem evidente nas linhagens
metastéaticas CL1, CL2, DU145 e PC3, principalmente em CL1 e DU145, onde € mais
pronunciada. E em LNCAP , linhagem ndo metastatica, a marcacao € menos evidente
em relacdo as outras linhagens observadas. E a figura 45, mostra a marcagcao da
isoforma a4 do dominio Vo da V-ATPase, para essa isoforma a marcagdo é mais
disseminada para todas linhagens estudadas. E principalmente para essa isoforma
destacamos a marcacdo bem evidente no ndcleo das células, que também ocorreu
para a isoforma al principalmente nas linhagens metastaticas CL1, DU145, CL2 e
PC3 e de forma menos evidente e perinuclear na linhagem ndo metastatica LNCAP.



LNCaP al

Figura 44- Fotomicrografias de Imunocitoquimica das linhagens celulares de prostata obtidas em
microscopio confocal Nikon com aumento de 60X, detectando localizagdo da isoforma al do dominio
Voda V-ATPase.
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Figura 45- Fotomicrografias de Imunocitoquimica das linhagens celulares de préstata obtidas em
microscopio confocal Nikon com aumento de 60X, detectando localizagdo da isoforma a4 do dominio
Vyda V-ATPase.

Para detectar a localizagdo das subunidades al e Bl da Na'-K'-ATPase nas
linhagens tumorais foi feita imunocitoquimica utilizando anticorpos especificos para
estas subunidades com a colocalizacdo com DAPI para visualizacdo de nucleos e
confirmagdo de que estas subunidades foram localizadas no nucleo. A figura 46
mostra a colocalizacdo de actina em verde, com subunidade al da Na*-K*-ATPase
em vermelho e os nucleos em azul marcados com DAPI, onde observamos com mais
detalhes a superficie e contorno celular e o mesmo padrdo de distribuicdo dessa
subunidade no citoplasma. A figura 47 mostra a marcagéo da subunidade al da Na'-

K*-ATPase, onde podemos observar a localizacdo desta subunidade bem evidente
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principalmente dispersa no citosol em todas linhagens como também no ndcleo mais
evidente nas linhagens CL2, DU145 e PC3.

Figura 46 - Fotomicrografias de Imunocitoquimica das linhagens celulares de préstata obtidas em
microscopio confocal Nikon com aumento de 60X, detectando colocaliza¢@o de actina em verde, da

: . + 1+ )
isoforma a1 da enzima Na ' -K " -ATPase em vermelho e DAPI marcando nucleos em azul.
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Figura 47 - Fotomicrografias de Imunocitoquimica das linhagens celulares de préstata obtidas em
microscopio confocal Nikon com aumento de 60X, detectando localizacdo da isoforma a da enzima

Na'-K"-ATPase. Onde observamos em vermelho asubunidade a1 da Na™-K™-ATPase e em azul os
nilcleos marcados com DAPI.

E a figura 48 mostra colocalizacdo de actina em verde com subunidade B1 da
Na'-K*-ATPase e nucleos marcados com DAPI, onde podemos observar o mesmo
padrdo com localizacdo dispersa pelo citosol e também no nucleo das linhagens. A
figura 49 mostra a marcagdo da subunidade Bl da Na'-K'-ATPase, onde podemos
observar padrdo similar encontrado para subunidade al com a localizacdo desta
subunidade bem evidente principalmente dispersa no citosol em todas linhagens
como também no nucleo mais evidente nas linhagens CL1,CL2, DU145 e PC3
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Figura 48- Fotomicrografias de Imunocitoquimica das linhagens celulares de prostata obtidas em
microscopio confocal Nikon com aumento de 60 X, detectando colocalizagdo de actina em verde, da

. . + + ,
isoforma B da enzima Na -K " -ATPase em vermelho e nlcleos em azul marcados com DAPI.
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Figura 49- Fotomicrografias de Imunocitoquimica das linhagens celulares de préstata obtidas em
microscépio confocal Nikon com aumento de 60X, da isoforma B da enzima Na'-K*-ATPase em
vermelho e ndcleos em azul marcados com DAPI.

E a figura 50 mostra colocalizacdo de actina, subunidade a da F-ATPase e
nucleos marcados com DAPI em azul. Esse dado corrobora os dados que mostraram
ativacdo de F-ATPase nas linhagens tumorais de préstata em comparacdo com o
controle ndo tumoral o que condiz com a necessidade de possuir uma fonte a mais
para suprir a demanda energética. E a figura 51 mostra a localizacdo da subunidade a
da F-ATPase nas linhagens tumorais de préstata e podemos ver uma marcacao

evidente em todas as linhagens e sem grandes variagdes entre elas
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Figura 50-. Fotomicrografias de Imunocitoquimica das linhagens celulares de préstata obtidas em
microscopio confocal Nikon com aumento de 60X, detectando colocalizacdo de actina em verde, da
isoforma a da enzima F-ATPase em vermelho e em azul os nicleos marcados com DAPI.
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Figura 51- Fotomicrografias de Imunocitoquimica das linhagens celulares de préstata obtidas em
microscopio confocal Nikon com aumento de 60X, detectando localizacdo da isoforma a da enzima F-
ATPase em vermelho e em azul os nicleos marcados com DAPI

Para testarmos o efeito da auséncia de glicose na viabilidade e crescimento das
células, as células foram plaqueadas e o meio de cultura foi trocado por DMEM sem
glicose e assim as células foram fixadas no tempo 0 e apés 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 24
horas com meio de cultura com auséncia de glicose. E observamos o resultado na
forma de cinética temporal no grafico mostrado na figura 52, podemos observar que a
linhagem controle RWPE (mostrada em vermelho), n&o foi afetada pela auséncia de
glicose apd6s 24 horas tendo apenas 0,25% de diminuicdo de crescimento, e a
linhagem CL1 ( mostrada em rosa), também foi pouco afetada com diminuicdo de 4%
do crescimento. A linhagem CL2 (mostrada em azul claro), foi também menos afetada
tendo 12,5% de diminuicdo do crescimento enquanto as linhagens mais metastaticas
PC3 (mostrada em verde) apresentou 36,09% do crescimento e a linhagem DU145
(mostrada em azul escuro) apresentou 42,30% de diminuicdo do crescimento e a
linhagem ndo metastatica LNCAP (mostrada em preto) se mostrou sensivel

apresentando 45,91% de diminuicdo do crescimento. E para detectarmos de forma



97

mais precisa os valores de diminuicdo de crescimento apés 24horas e 12 horas com
meio de cultura com auséncia de glicose. A figura 53 mostra o grafico de diminuigédo
de crescimento das células apdés 24 horas com auséncia de glicose e a figura 54
mostra o grafico de diminuicdo de crescimento das células apos 12 horas com meio
de cultura na auséncia de glicose. O que observamos que as linhagens LNCAP, PC3
e DU145 com crescimento mais afetado j& comecaram ser afetadas de forma
consideravel apos 12 horas na auséncia de glicose. Entretanto, a linhagem controle
de préstata saudavel RWPE-1 e metastatica CL1 mostraram mais resistentes a
retirada de glicose apos 24 horas, o que sugere principalmente para CL1 que foi
encontrada marcante presenca de mitocondrias e atividade de F-ATPase que o
metabolismo oxidativo est4 bem ativo e supre essa diminuicdo de glicose sem afetar
muito o crescimento refletido e mensurado através da densidade 6ptica apds até o

tempo maximo de 24 horas na auséncia de glicose no meio de cultura.
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Figura 52- Grafico de cinética temporal da viabilidade das células apos 0,2, 4, 6, 8,10,12 e 24 horas
com meio de cultura com auséncia de glicose. Mostrando densidade das células em fungéo do tempo
em meio de cultura com auséncia de glicose. Em preto a linhagem n&do metastatica LNCAP, em rosa a
linhagem mais metastatica CL1, em vermelho a linhagem controle RWPE, em verde a linhagem PC3,
em azul claro a linhagem CL2 e em azul escuro a linhagem DU145.
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Figura 53- Grafico mostrando diminuicdo de crescimento, das linhagens de préstata, apds 24 horas
com meio de cultura com auséncia de glicose.
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Figura 54 - Gréafico mostrando diminuicdo de crescimento, das linhagens de préstata, ap6s 12 horas
com meio de cultura com auséncia de glicose.
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7- Discussao

De acordo com dados do INCA do ano de 2012, apesar do cancer de pele do tipo
melanoma nao ser dos mais incidentes continua sendo altamente agressivo pela sua
letalidade consequéncia da grande capacidade de metastatizar. Segundo Miller e
Mihn (2006), o melanoma € responséavel por 80% das mortes por cancer de pele e
somente cerca de 14% dos pacientes com melanoma metastatico sobrevivem por
aproximadamente 5 anos. Além disso, o tratamento contra o avan¢co do melanoma se
mostra bem dificil e € importante que sejam entendidos os processos de mudancas
gue promovem o crescimento vertical e invasdo do melanoma e também os
mecanismos que bloqueiam a quimioterapia efetiva. Nos EUA, o numero de novos
casos de melanoma tém aumentado muito, de modo que a incidéncia do melanoma
foi maior que o dobro, apresentando-se, entdo, como a neoplasia com aumento mais
expressivo (Ries et al., 2000).

Segundo a Sociedade Americana de Cancer, o adenocarcinoma de prostata € o
tipo mais comum de cancer em homens, sendo responsavel por um em cada quatro
novos casos de céancer diagnosticados. A causa e mecanismo de progressao do
cancer de prostata ainda sdo pouco compreendidos, mas existem fatores de riscos
gue podem ajudar na detecc¢ao precoce. Entre eles, o que mais se destaca € a idade,
seguido por etnia e histérico familiar (Jemal et. al, 2010). No Brasil, o cancer de
préstata é apontado como o segundo tipo de cancer mais incidente em homens, o que
torna importante realizar estudos de ciéncia basica, em ambos os tipos de cancer

abordados, e com isso fornecer novos alvos para futuras terapias.

A presente tese mostrou evidéncias bioquimicas, morfolégicas, ultraestruturais em
relacdo ao papel fisiologico da ativacdo, expressdo e localizacdo das bombas de
prétons tipo V e F e da enzima Na'-K*-ATPase em linhagens de cancer de prostata e
linhagens e tumores de melanoma com diferentes potenciais metastaticos. Também
foi mostrado link com o metabolismo energético detectando colocalizacdo da HK2 e
Mitotracker, uma vez que foi elucidada por Pedersen (2008) em diversos tipos de
cancer a presenga do complexo ATP sintassomo que atua como ajudador no
metabolismo energético em tumores mais agressivos.

Para tal, foram induzidos tumores das linhagens de melanoma murino com
diferentes potenciais metastaticos através de inje¢cdo subcutdnea no dorso de

camundongos C57BI, sendo B16F10 a linhagem mais metastatica e B16FO a menos
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metastatica. Em cultura a linhagem menos metastatica apresenta maior acumulo de
melanina em comparacdo com a linhagem mais metastatica B16F10 e ap0s a inducdo
€ observado o inverso, pois o tumor derivado da linhagem mais metastatica € mais
escuro (preto), maior, cresce mais rapido (em torno de 14-21 dias), possui odor
fétido que remete a necrose, consisténcia mole e presenca abundante de vasos
enquanto o tumor derivado da linhagem menos metastitica B16F0 apresenta
coloragédo avermelhada, consisténcia firme, demora mais tempo para crescer (em
torno de 35-45 dias) e em geral é menor que 0 mais metastatico.

De acordo com Tannock e Rotin (1989) e Gatenby e Gawlinski (2003), as células
tumorais apresentam metabolismo glicolitico hiperativo, produzindo metabdlitos
acidos. Fais et al. (2007), destacam que os tumores podem gerar um ambiente acido
mesmo quando ha reducéo da producéo de acido lactico pela via glicolitica, sugerindo
entdo que o metabolismo glicolitico ndo € o principal mecanismo responsavel pelo
desenvolvimento de um ambiente acido em tumores solidos.

Dados anteriores do nosso grupo mostraram que a velocidade inicial de atividade
hidrolitica da F-ATPase nas linhagens de células de melanoma (B16F0 e B16F10) é
superior a velocidade inicial de atividade da F-ATPase de uma linhagem de
macréfago usada como controle bioquimico ndo tumoral (J774A;). Como a F-ATPase
€ um dos principais marcadores da atividade mitocondrial, esses dados indicam que
as mitocondrias do melanoma estudado estariam funcionando mais intensamente que
as mitocondrias das células controle, gerando mais energia livre (ATP) para ser
utilizada na progressdo desse tumor (Santos, 2009). Isto poderia, a principio, ser
contrario a teoria do Efeito Warburg que diz que enquanto o metabolismo de células
normais se sustenta principalmente utilizando a via da fosforilagdo oxidativa, células
tumorais apresentam uma superativacao da via glicolitica em detrimento da atividade
mitocondrial (Koppenol et al., 2011). Todavia, estudos mais recentes demonstram que
para alguns tipos de cancer, em geral, com grande potencial invasivo, o suplemento
extra de energia é derivado principalmente de uma ativacdo especifica do
metabolismo das mitocondrias (Koppenol et al., 2011). E a expressao da HK-2 e sua
posterior inser¢cdo na membrana externa das mitocéndrias dessas linhagens tumorais
poderiam explicar a atividade mitocondrial observada (Pedersen, 2008). Kaway et al.
(2013), apresentaram a ativagdo da Fi/Fp ATP sintase induzida pela estimulagéo
tensdo de cisalhamento de fluxo dependente que contribui para o desenvolvimento do

microambiente acidos em tecidos tumorais mediada pelo fluxo intersticial.
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Detectamos marcacdo de mitocOndrias através da sonda Mitotracker que
mostrou uma marcacdo mais evidente na linhagem de melanoma mais metastatico
B16F10 em relacdo a linhagem controle de macrofago J774 A; e a linhagem de
melanoma pouco metastatico B16FO0. E foi feita a colocalizacdo de mitotracker e HK 2
utilizando anticorpo especifico, onde foi possivel observar que as linhagens de
melanoma muito e pouco metastatico possuem mitocondrias com HK2 acopladas a
membrana mitocondrial externa, formando o chamado complexo ATP sintassomo
descrito previamente por Pedersen (2008), porém nao foi possivel determinar
diferenca entre maior marcacdo na linhagem mais metastatica em relacdo a menos
metastatica para esse parametro. Esta hipétese agrega a idéia de uma especializacao
de mitocéndrias e seu direcionamento para regides estratégicas dentro das células do
melanoma, tornando a energética deste tumor muito mais refinada. Porém, a
linhagem mais metastatica (B16F10) ndo apresentou maior sinal de fluorescéncia em
sobreposicdo quando comparada com a linhagem menos metastatica (B16F0),
indicando que néo é sintetizado mais ATP Sintassoma na B16F10 que na B16FO0.

Ainda observamos mitocondrias de forma mais detalhada através da
ultraestrutura das linhagens e tumores de melanoma, que mostrou intensa presenca
de mitocébndrias com variados formatos e ainda mostrando hiperplasia mitocondrial na
linhagem e tumor mais metastatico B16F10 em comparacdo ao menos metastatico
B16F0. E foi detectada presenca de clusters, ndo vistos previamente, ricos em
mitocéndrias, o que corrobora o fato desta linhagem ter uma demanda energética
maior e com isso precisar contar ndo s6 com metabolismo glicolitico como alguns
tumores preferencialmente utilizam como também podem utilizar o metabolismo
oxidativo que energeticamente € mais eficiente. A caracterizagdo morfologica
detalhada destas linhagens celulares e tumores de melanoma ainda n&o tinha sido
feita e € de grande relevancia para fornecer bases para futuras pesquisas clinicas.
Até entdo estas linhagens tinham sido classificadas por Sloane et al (1982), apenas
pela expressdo de catepsina B, marcador lisossomal, que esta mais expresso na

linhagem mais metastatica B16F10.

Os resultados de atividade enzimatica de F-ATPase em melanoma, por hidrolise
in vitro, mostraram maior ativacdo na linhagem e tumor mais metastatico B16F10 em
comparacdo com 0 menos metastatico BL6F0. Mas a linhagem de macrofago J774 A,

mostrou ativagcdo por glicose, o que nao ocorreu nas linhagens tumorais de
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melanoma. E nas linhagens tumorais de prostata também foi encontrada atividade de
F-ATPase, azida sensivel, maior em relacdo ao controle saudavel de préstata RWPE-
1, que apresentou baixa atividade desta bomba. Esse resultado corrobora com dados
gue mostram que tumores apresentam de forma geral metabolismo mais acelerado e

gue o metabolismo néo € exclusivamente glicolitico (Koppenol et al., 2011).

Também foi mensurada a taxa de respiracdo celular na linhagem de macréfago
controle e de melanoma mais metastatico B16F10 e menos metastatico B16F0, que
tem relagdo direta com metabolismo energético mitocondrial. E os dados obtidos
mostraram maior taxa de respiracdo celular na linhagem mais metastatica de
melanoma B16F10 e menor taxa de consumo de oxigénio na linhagem menos
metastatica de melanoma B16F0 e linhagem controle de macréfago J774 A; o que
corroboram os resultados obtidos mostrando maior presenca de mitocondrias e
ativacdo de F-ATPase nas linhagens e tumores de melanoma mais metastatico.
Sugerindo entdo, que o melanoma possui também um metabolismo oxidativo bem
ativo para juntamente com o metabolismo glicolitico suprir a alta demanda energética
requerida. O resultado obtido corrobora os dados de atividade da F-ATPase, das
mesmas linhagens celulares, gerados pelo nosso grupo (Santos, 2009). Logo,
podemos observar que, de fato, o metabolismo mitocondrial das linhagens tumorais
estd sendo ativado, quando comparado com o metabolismo mitocondrial da linhagem
controle. Este dado vai de encontro com o que tem sido defendido na literatura, a qual
diz que tumores utilizam menos suas mitocondrias (50 — 70% dos tumores) e confiam
mais na conversdo de glicose em lactato, feita pela via glicolitica e subsequente

fermentacdao latica (Pedersen, 1978).

Nés detectamos a localizagdo da subunidade a da F-ATPase em linhagens
tumorais de prostata que se mostrou evidenciada nas linhagens tumorais de préstata
0 que corrobora dados obtidos na linhagem e tumor mais metastatico de melanoma e
ainda dados de atividade hidrolitica de F-ATPase in vitro nas linhagens tumorais de
prostata que mostraram atividade bem superior em relacdo ao controle saudavel de

prostata.

Moreno-Sanchez et al,2007, mostraram que tumores como de cérvix uterino
(Hela), faringe, glandula mamaria, astroblastoma, glioma, hepatoma de Ehrlich, Morris
e tumor de ascite (AS 30-D) analisados exibiram aumento da atividade glicolitica, mas
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nem todos apresentaram diminuicdo da atividade metabodlica mitocondrial, o que
corrobora nossos dados que mostraram sinais que o0 metabolismo oxidativo nos
tumores estudados provavelmente é bem ativo visto pela massiva presenca de
mitocondrias, a casa de forca da célula, e ainda ativacdo e localizacdo de F-ATPase

gue é grande indicador de atividade mitocondrial na célula.

Em relacdo a morfologia a linhagem e tumor mais metatatico B16F10 mostrou
caracteristicas mais anaplasicas como nucleos aumentados, inUmeros nucléolos,
sinais de invasao vistos na histopatologia, algumas células necrosadas mediando o
tumor na citologia que indica sinais de hipdxia, variacdo nos formatos celulares e
maior heterogeneidade, o que nao foi observado na citologia do melanoma menos
metastatico B16F0, apresentou células sem grandes variacfes e imagem monétona.
Foram elucidados nos resultados de ultraestrutura, de forma pioneira, clusters de
vesiculas ricas em mitocondrias e ainda hiperplasia mitocondrial na linhagem mais
metastatica B16F10 e o tumor desta mesma linhagem apresentou nimero aumentado
de mitocondrias em diferentes formatos e assim como foi visto na linhagem B16F10, o
tumor também apresentou nucleos aumentados o que € mais um indicio de células

com caracteristicas mais anaplasica.

Utilizando dados obtidos da citologia e histopatologia dos tumores de melanoma
com diferentes potenciais metastaticos foram feitas algumas analises morfométricas
onde foi possivel mais uma vez confirmar o fendtipo metastatico, ressaltando
caracterisiticas anaplasicas presentes no tumor mais metastatico B16F10, que
apresentou area de nucleos e nucléolos, perimetro, didmetro minimo e maximo de

nucleo de tamanhos bem superiores ao tumor menos metastatico B16FO0.

De forma geral, em células tumorais ocorre uma mudanca na producdo de
energia. A ativacdo da via glicolitica favorece o crescimento tumoral tdo bem como os
processos de invasdo e metastase. Como consequéncia dessa mudanca para
metabolismo glicolitico mais ativo, células tumorais podem rapidamente internalizar
glicose e converter a maior parte dela a lactato e esses prétons no citosol o tornam
mais &cido e mudangas no pH citosolico sdo criticas para funcdo e sobrevivéncia
celular (Sennoune e Martinéz-Zaguilan, 2012). Uma vez que a V-ATPase € sensivel a
disponibilidade de glicose, pode-se dizer que o pH age como sinalizador de glicose
através da V-ATPase. A proteina acessoria da V-ATPase, ATP6ap2, pode ser o
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sensor de pH e consequentemente participar da montagem da V-ATPase e direciona-
la para compartimentos especificos para regular o gradiente de pH e iniciar vias de
sinalizacdo. Diversas questdes interessantes emergem sobre a relagdo entre V-
ATPase a vias de sinalizacéo, e os fatores de montagem que regulam transportadores
de prétons ou vice versa. Outros estudos sobre a relacdo da V-ATPase e a via de
sinalizacdo podem ajudar a compreender o cancer (Sennoune e Martinéz-Zaguilan,
2012).

No entanto, a V-ATPase tem mostrado executar mais papéis além de manter
ambiente favoravel para invasdao como também sinalizacdo, defesa e ainda exerce
funcao de principal mantenedora do potencial de acdo em tumores e ainda auxilia no
aumento da demanda metabdlica diminuindo a acidificagdo no interior das células,

temas ainda pouco explorados na pesquisa do cancer.

Foi mostrado de forma inovadora atividade enzimatica e localizacdo da V-ATPase
e Na'-K*-ATPase, respectivamente na fracdo nuclear isolada e ndcleos das linhagens
tumorais de prostata com diferentes potenciais metastaticos. A atividade enzimatica
por hidrolise da V-ATPase na fracdo nuclear das linhagens de préstata foi maior na
linhagem mais metastatica (CL1) o que sugere ser mais uma estratégia fisiologica
para manter a homeostase do pH nuclear, visto que essa linhagem tem uma maior
demanda energética e de sintese no nicleo o que gera maior presenca de compostos
acidos e H" e com isso a V-ATPase estaria bem ativa na membrana nuclear fazendo
extrusdo destes prétons e em conjunto a V-ATPase na membrana plasmatica também
¢ encontrada ativa para realizar a extrusdo dos H* do citosol garantindo um citosol
neutro e meio extracelular acido, ambiente propicio para os tumores invadirem e

metastatizarem.

Estruturalmente, as ATPases do tipo V e F sdo bem conservadas ao longo da
evolugéo (Gogarten et al., 1992; Harvey e Wieczorek, 1997; Wilkens e Forgac, 2001;
Gruber et al., 2001). Portanto, assim como ocorreu em relacdo a F-ATPase azida
sensivel foi encontrada também maior atividade da V-ATPase na linhagem e tumores
de melanoma mais metastatico em relagdo as outras linhagens utilizadas de
melanoma pouco metastatico e a linhagem controle de macréfago transformado; esse
dado corrobora os dados de outros grupos de que as células tumorais apresentam

metabolismo bem acelerado (Koppenol et al., 2011).
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Cho et al., 2006, mostraram a expressao de HK1 no nucleo de Arabidopsis, como
sensor de glicose integrado a sinais de nutricdo e hormonal nas plantas. E ainda
mostraram o acoplamento ndo convencional entre a HK1, a subunidade Bl do
dominio catalitico V; da V-ATPase e a particula regulatéria do proteossomo 19S,
formando um complexo sinalizador de glicose que diretamente modula
especificamente transcricdo de genes alvos do metabolismo glicolitico. Nas linhagens
de prostata, localizamos as subunidades al e a4 do dominio de membrana V, da V-
ATPase no nucleo das células, sendo que a subunidade a4 se mostrou mais
disseminada e marcante no ndcleo principalmente nas linhagens mais metastaticas
CL1, PC3, DU145 e CL2, e foi menos evidente e mais perinuclear na linhagem nao
metastatica LNCAP. A marcacdo da subunidade al foi mais evidente na rota
secretdria e bem marcante nas linhagens metastaticas CL1, PC3 e Dul45 e foi menos
marcante também na linhagem ndo metastatica LNCAP.

Em relagdo a atividade enzimatica da Na'-K*-ATPase na fracdo nuclear das
linhagens de prostata, também encontrada de forma inédita, foi maior na linhagem
nao metastatica LNCaP e metastatica PC3, enquanto as linhagens mais metastéaticas
CL1, CL2 e DU145 apresentaram menor atividade no mesmo nivel encontrado no
controle de préstata saudavel RWPE-1. Esse dado corrobora o dado mostrando
menor ativagdo da Na'-K*-ATPase na linhagem mais metastatica de melanoma e
maior ativacdo no controle e linhagem menos metastatica, tendo sido mais

pronunciado em melanoma.

Li et al ,2011, mostraram que a expressdo da isoforma a1 da Na'-K*-ATPase
esta significantemente reduzida em carcinoma humano de préstata assim como em
outras linhagens tumorais. E esta expressao baixa prejudica a habilidade de regular
processo de sinalizacdo relacionado a Tirosina Proteina Quinase (Src). Foi mostrada
também a existéncia de Na'-K'-ATPase com funcdo de ndo bombeamento que
participam de transducédo de sinal. Liang e colaboradores, 2006, também mostraram
que a Na'-K'-ATPase e Tirosina Proteina Quinase (Src) formam um complexo
receptor de sinalizacdo e ainda determinaram como alteracbes em quantidade e
propriedades da Na'-K'-ATPase afetam a atividade basal da Tirosina Proteina
Quinase (Src) e a transdugdo de sinal induzida por ouabaina. O nocaute da

subunidade a 1 da Na*-K*-ATPase resultou em diminui¢&o significante da atividade da
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Na’'-K*-ATPase e aumento da atividade basal Src e da fosforilagdo de tirosina de

quinase de adesdo focal, efetor da tirosina proteina quinase (Src).

Foi avaliada expressao da subunidade a1 nas linhagens celulares de macréfago
transformado e de melanoma mais metastatico B1L6F10 e menos metastatico B16FO,
e foi observada maior expressdo na linhagem de macréfago controle J774 Al,
expressao intermediaria na linhagem menos metastatica B16FO e menor expressao
na linhagem mais metastatica B1L6F10. Esses dados corroboram os dados prévios, do
grupo, de atividade hidrolitica de Na'-K'-ATPase nas fragdes de membrana
plasmatica que mostrou maior atividade no macrofago, atividade intermediaria na
linhagem menos metastatica B16F0 e menor atividade na linhagem mais metastatica
B16F10.

E para localizacéo da Na'-K'-ATPase nas linhagens de préstata foram utilizados
anticorpos para subunidades a1 e 31, foi mais evidente a marcagéo nos nucleos das
linhagens metastéticas CL1, CL2, DU145 e PC3, enquanto na linhagem néo
metastatica LNCAP foi menos evidente. Esse resultado mostrou que na linhagem néo
metastatica LNCAP ambas subunidades foram localizadas de forma menos evidente
apesar de a enzima ter se mostrado mais ativa no ensaio de atividade por hidrélise,
enquanto as outras tiveram marcagao mais evidente e se mostraram menos ativas na
atividade enzimatica. Esse dado reforca a questdo de sinalizacdo e participacdo na
manutencdo de homeostase no nucleo em conjunto com a V-ATPase. Pois enquanto
a V-ATPase estaria mais ativa extruindo H* e evitando acidificacdo no nicleo da
linhagem mais metastatica de prostata, a Na'-K'-ATPase estaria menos ativa
ajudando na regulacdo de potencial de membrana e ja na ndo metastatica LNCAP
gue possui menos demanda energética, menor atividade da V-ATPase, a maior
ativacdo da Na'-K'-ATPase possivelmente se faz necessaria para regulagido de

potencial de membrana.

Ribeiro et al, 2012 mostraram ativagcdo da V-ATPase por glicose extracelular e
gue a regulacao desta enzima pela glicose extracelular ndo pode ser adequadamente
explicada pela dissociagdo dos complexos Vy e V; da enzima. Sugerindo que a
modificacdo bioguimica das subunidades da enzima e a dindmica de interacdo entre
as subunidades dos dois dominios e outras enzimas e complexos moleculares podem

ser considerados como fator chave afetando a modulag&o seletiva do transporte de H*
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e atividades da ATPase. Os resultados apés incubacdo com meios com e sem glicose
mostraram que a glicose estimulou atividade de V-ATPase apenas no transporte de
protons, principalmente no tumor mais metastatico. Provavelmente para os tumores e
linhagens mais metastaticos o transporte de H* pela V-ATPase se mostra mais crucial
e ainda podendo ser estimulado pela glicose, o que refor¢a ainda mais o link existente
entre ativagdo desta bomba e o metabolismo glicolitico que se mostra pronunciado de
forma geral em diversos tipos de tumores. Essa variagdo encontrada, onde vimos que
a glicose estimulou mais o transporte em comparacdo a hidrélise e também os
maiores niveis detectados em relacdo ao transporte da linhagem e tumor mais
metastatico sugere uma importante estratégia que € o acoplamento da V-ATPase. Por
apresentar maior transporte em relagdo a hidrolise de ATP, a bomba parece estar
mais acoplada e essa caracteristica corrobora dados em que o transporte das
bombas nas linhagens tumorais € primordial para manutencdo do pH extracelular
acido e o intracelular mais neutro com tendéncia para alcalino de forma que garanta o
pH o6timo das enzimas glicoliticas. E essa adaptacdo mostra-se crucial ndo sé para
facilitar os processos de invasdo e metastase através do baixo pH do meio
extracelular, ativando assim proteases, como também como parte de uma grande e

complexa rota de sinalizac&o, ainda ndo completamente desvendada.

Ainda para avaliar o efeito da glicose nas linhagens estudadas, nas linhagens de
prostata foi testada a viabilidade das células na auséncia de glicose em até 24 horas,
onde o controle saudavel de pristata se mostrou mais resistente, ou seja, a auséncia
de glicose ndo afetou crescimento das células apds as 24 horas, 0 que sugere que
nao possui grande demanda energética para fazer com que as células sejam mais
afetadas. Em seguida, a linhagem mais metastatica CL1 se mostrou menos afetada
com auséncia de glicose apds 24hs o que reforca que o metabolismo destas células
nao € extritamente glicolitico e que nesse tempo o metabolismo oxidativo refletido
pela ativacdo de F-ATPase e presenca marcante de mitocondrias supre a alta
demanda energética durante esse periodo de auséncia de glicose. E as linhagens
metastaticas PC3 e CL2 e ndo metastatica LNCAP foram mais afetadas pela auséncia
de glicose, sugerindo que para essas linhagens o metabolismo glicolitico se mostra
pronunciado e que elas ndo séo tao eficientes em relacdo a adaptagdo de combinar
bem o acoplamento dos dois metabolismos energéticos como CL1 mostrou ser mais

eficaz.
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De forma a completar os resultados de atividade enzimatica, morfologicos,
ultraestruturais, localizagédo e expressdo das bombas nos tumores estudados. Foi
mensurado o transporte de H' nas linhagens e tumores de melanoma onde a
linhagem mais metastatica B16F10 apresentou o transporte bem superior em relacao
a linhagem menos metastatica B16F0. Em relacdo ao transporte dos tumores apos
incubagdo com meios com e sem glicose, ambos 0s tumores apresentaram ativacao
por glicose sendo que o tumor derivado da linhagem menos metastética apresentou
menor transporte e a estimulacéo por glicose foi mais efetiva na fragdo de membranas
leves enquanto o tumor derivado da linhagem mais metastatica apresentou maior
transporte de H* pela V-ATPase e a estimulacdo por glicose foi mais efetiva na fracéo
de membranas pesada. A deteccdo de atividades e localizagdo da V-ATPase e Na'-
K*-ATPase no nucleo das linhagens tumorais de prdstata é muito interessante e
mostra que realmente existe o link direto em relacdo ao metabolismo energético e que
funcionam como instrumentistas de uma grande orquestra, pois o sistema energético
e de regulacdo de homeostase no tumor mais metastatico mostra ser complexo e

ainda nao foi completamente desvendado.
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8- Conclusao

De fato, as bombas tipo V mostram ser cruciais ndo sO nos aspectos
relacionados a acidificacdo do meio extracelular, manutencdo da homeostase celular,
favorecimento dos processos de invasdo e metastase como tem relagdo direta com
processos de sinalizacdo e relagcdo direta com metabolismo influenciando na
expressdo e podendo ser deslocado juntamente com enzimas glicoliticas para

diversos compartimentos celulares.

As bombas tipo F sdo indicadores de atividade mitocondrial e foram
encontradas assim como a V-ATPase, mais ativas nas linhagens e tumores mais
metastaticos de melanoma e em linhagens tumorais de prostata. Entdo, a F-ATPase
das linhagens e tumores derivados de B16F10 apresenta uma atividade mitocondrial
superior a de uma célula sadia. Este fato é, a principio, contrario a literatura, a qual
diz que as mitocondrias sofrem perda de funcdo em tumores. As marcacdes com o
mitotracker e os dados de ultraestrutura mostram que a linhagem mais metastatica e
o tumor derivado desta linhagem (B16F10) possuem mais mitocondrias, 0 que sugere

gue no cancer mais invasivo ocorre uma biogénense mitocondrial ativa.

O metabolismo mitocondrial esta ativado nas linhagens tumorais de melanoma
e préstata como mostram os dados de atividade da F-ATPase, as taxas de consumo
de oxigénio e a marcacdo das mitocondrias com mitotracker. A isoforma 2 da
hexoquinase esta presente e participa da energética das linhagens de melanoma
estudadas. Porém, nem sempre foi encontrada associada as mitocondrias, podendo
estar na periferia das células, associadas a vesiculas acidas, com o possivel papel de
fornecer ADP e Pi para induzir a reversibilidade das V-ATPases contidas nas
vesiculas. Quando associada as mitocOndrias, estas se encontram ao redor do
nucleo. Ambas as linhagens (B16F0 e B16F10) apresentam mitocdndrias com a
hexoquinase-2 em niveis e localizagdo muito parecidos, ndo sendo possivel distinguir
e determinar que uma possua mais que a outra. Assim, sugerimos que as
mitocondrias que possuem a hexoquinase-2 ligada, sdo mitocondrias especializadas
na producédo de ATP e subsequentemente de glicose-6-P (sintetizados pelo
megacomplexo ATP Sintassoma) para alimentarem as vias de biossintese pelo
nucleo e pelos reticulos, liso e rugoso, nestas células que se encontram em constante

proliferacdo e possuem alta demanda energética.
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Assim, podemos concluir que o fenoétipo relacionado ao potencial metastatico foi
confirmado, de forma ainda n&o explorada previamente, mostrando que a linhagem
mais metastatica possui também caracteristicas mais anaplasicas e abundancia de
mitocondrias vistas em diferentes tamanhos e formatos e ainda dispostas de forma
inédita na forma de clusters, o que sugere que o metabolismo desta linhagem de
melanoma nao é exclusivamente glicolitco, o que foi confirmado também pela maior
ativacdo de F-ATPase e maior taxa de respiracdo celular. E também que ocorre
ativacdo enzimatica de V-ATPase e de transporte também em tumores derivados das
linhagens de melanoma mais metastatico e que a glicose foi capaz de estimular o
transporte de H* nesse mesmo tipo tumoral. E que a presenca e atividade de V e Na'-
K*-ATPase no nicleo das linhagens tumorais de prostata mostram o quédo importante
e intima é a relacdo desta bomba com a energética tumoral, até entdo um tema bem

pouco explorado.
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