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RESUMO

As células malignas podem sofrer reprogramacdo metabolica para alterar seu
metabolismo com base em alterac6es microambientais com o proposito de melhor adaptar
e selecionar células mais agressivas. Estressores extrinsecos, como acidose,
disponibilidade de nutrientes e baixos niveis de oxigénio, induzem uma colecdo de
respostas ao estresse celular que contribuem para o fenétipo metabolico distorcido das
células tumorais e influenciam a progressao do tumor. O objetivo deste estudo foi avaliar
as respostas celulares e moleculares, em especial o perfil bioenergético das células
adaptadas a acidose extracelular induzida. As linhagens celulares de carcinoma prostatico
DU-145 e LNCaP foram adaptadas a acidose extracelular, o meio de cultura foi
suplementado com reagentes tamponantes 25 mM de HEPES e PIPES e o pH ajustado
para 7,4 (condicao controle) ou 6,8 (condicao de acidose). Apds o periodo de adaptacao
as células foram avaliadas por ensaio celulares e moleculares. As linhagens foram
consideradas adaptadas a acidose, pois suas taxas de crescimento coincidiam com as das
células em meio padréo (pH 7,4) e diferiam da condicéo aguda (pH 6,8 agudo), que teve
sua taxa reduzida. O cultivo em meio acidificado de forma crénica induziu a alteracGes
morfologicas das células as quais apresentam um aspecto mais mesenquimal do que as
expostas ao meio com pH 7,4. Os perfis bioenergéticos das células adaptadas ao meio
acido revelaram um aumento nas variaveis relacionadas ao consumo de oxigénio
acoplado a ATP sintase, respiracdo maxima e capacidade reserva. Observou-se também
0 aumento da atividade mitocondrial das células de DU-145 expostas a acidose, através
do aumento do potencial de membrana mitocondrial. Além disso, ambas as linhagens
adaptadas ao meio &cido demonstraram uma sensibilizacdo frente a inibidores
metabolicos, diminuindo o 1C50, bem como uma reducdo da viabilidade celular, o qual
implica no efetivo direcionamento terapéutico desta categoria de drogas em células com
tais fendtipos. Em comparacdo com células DU-145 cultivadas em meio com pH 7,4, as
células adaptadas ao meio &cido apresentaram uma reducdo na expressdo de genes
relacionados a glicolise, enquanto as células expostas de forma aguda mostraram um
aumento de tais genes. O aumento da sensibilidade aos inibidores metabdlicos, sugerindo
relacdo com a via glicolitica e o direcionamento de perfil oxidativo para células adaptadas
ao meio acido demonstram a relacéo da plasticidade do metabolismo e a reprogramagéo
metabolica, visando o condicionamento de células mais adaptadas frente a condicoes

estressoras do microambiente necessarias para a progressao tumoral.
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ABSTRACT

Malignant cells can undergo metabolic reprogramming to alter their metabolism
based on microenvironmental changes to better adapt and select cells more aggressive.
Extrinsic stressors, such as acidosis, nutrient availability and low oxygen levels, induce a
collection of responses to cellular stress that contribute to the distorted metabolic
phenotype of tumor cells and influence tumor progression. This study aimed to evaluate
cellular and molecular responses, especially the bioenergetic profile of cells adapted to
induced extracellular acidosis. The DU-145 and LNCaP prostatic carcinoma cell lines
were adapted to extracellular acidosis, the culture medium was supplemented with
buffering reagents 25 mM HEPES and PIPES and the pH adjusted to 7.4 (control
condition) or 6.8 (acidosis condition). After the adaptation period, the cells were
evaluated by cellular and molecular assays. The cell lines were considered adapted to
acidosis because their growth rates coincided with those of cells in a standard medium
(pH 7.4) and differed from the acute condition (pH 6.8 acute), which had its rate reduced.
Cultivation in a chronically acidified medium induced morphological changes in the cells,
which have a more mesenchymal appearance than those exposed to the medium with pH
7.4. The bioenergetic profiles of cells adapted to the acidic environment revealed an
increase in variables related to oxygen consumption coupled with ATP synthase,
maximum respiration and reserve capacity. It was also observed an increase in the
mitochondrial activity of DU-145 cells exposed to acidosis, by increasing the potential of
the mitochondrial membrane. In addition, both strains adapted to the acid medium
demonstrated sensitization to metabolic inhibitors, decreasing the GI50, as well as a
reduction in cell viability, which implies the effective therapeutic targeting of this
category of drugs in cells with such phenotypes. In comparison with DU-145 cells grown
in medium with pH 7.4, cells adapted to the acid medium showed a reduction in the
expression of genes related to glycolysis, while cells exposed in an acute way showed an
increase in such genes. The increase in sensitivity to metabolic inhibitors, suggesting a
relationship with the glycolytic pathway and targeting the oxidative profile to cells
adapted to the acidic environment demonstrate the relationship between the plasticity of
the metabolism and the metabolic reprogramming, aiming at conditioning cells more
adapted to the stressful conditions of the microenvironment necessary for tumor

progression.
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1. INTRODUCAO
1.1 Microambiente tumoral

O processo de tumorigénese envolve uma complexa rede de interacdes e etapas a
serem vencidas pelas células diferenciadas, as quais sofrem influéncias de mutagdes
sucessivas em genes supressores e oncogenes garantindo o seu sucesso proliferativo.
Além disso, as celulas tumorais devem apresentar caracteristicas essenciais para a sua
sobrevida, como a proliferacdo desordenada, aprimoramento do metabolismo energético,
evasdo de resposta imune, promog¢éo de processos de invasdo e metéstase, entre outros
(HANAHAN; WEINBERG, 2011; YUAN et al., 2016).

As células cancerigenas ndo atuam sozinhas na proliferacéo e progressdo do tumor.
O microambiente tumoral (TME, do inglés, tumor microenvironment) compreende
também células ndo cancerigenas, abrangendo células estromais como fibroblastos e
miofibroblastos, células neuroenddcrinas e adiposas, células imunes e inflamatdrias, e
ainda aspectos ndo celulares como a formacdao de redes vasculares sanguineas e linfaticas
e a matriz extracelular (MEC) (Figura 1.1). Este conjunto proporciona interacdes
complexas e dindmicas garantindo profundas mudangas moleculares, celulares e fisicas
no tecido em que crescem (WANG et al., 2017; LANGSTEN et al., 2019; LASFAR et
al., 2019). Tais interacdes podem ocorrer de forma direta ou ainda por sinais bioquimicos
(DE LOOFF; DE JONG; KRUYT, 2019).

A complexa rede de interagOes presente no TME entre componentes celulares e ndo
celulares serda modulada e regulada conforme o estagio do processo de carcinogénese.
Além disso, a interacdo entre o tumor e 0 TME ditara a regulacdo de mecanismos-chave
para a sobrevivéncia e propagacdo tumoral (HANAHAN; COUSSENS, 2012; MAMAN;
WITZ, 2018). Os componentes estromais respondem a interagdo com as celulas
cancerigenas fornecendo metabdlitos intermediarios e mediadores inflamatorios (YUAN
etal., 2016). Os miofibroblastos, forma ativa de fibroblastos no TME, secretam uma série
de fatores, como metaloproteinases da matriz, quimiocinas e fatores de crescimento, 0s
quais remodelam a matriz do TME, fornecendo um cenario ideal para proliferacao e
invasdo do tumor (DE WEVER et al., 2004; KALLURI; ZEISBERG, 2006; EMON et
al., 2018).

De uma forma geral, as interagbes no ambiente tumoral, principalmente as que
envolvem as células cancerigenas e estromais, tém sido relatadas por diversos estudos

como um fator-chave na progressdo e crescimento tumoral, influenciando na
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sobrevivéncia, invasividade e nos processos mediadores da metastase, sem contar na
resposta a terapias anti-tumorais. (JOYCE; POLLARD, 2009; QUAIL; JOYCE, 2013;
CHEN et al., 2015; TURLEY; CREMASCO; ASTARITA, 2015; YUAN et al., 2016).
As propriedades dindamicas que permeiam o microambiente tumoral podem também
orientar estimulos permissivos ou inibitorios a progressao do tumor, os quais estdo
relacionados a atividade de citocinas anti e pré-inflamatdrias produzidas por componentes

celulares especificos dentro deste ambiente complexo (DE LOOFF; DE JONG; KRUYT,
2019).

Increased
interstitial
pressure

Leaky
vessel

7 Blood flow; |
disorganized
vessels

Restricted access
of recruited

T Collagenand
ECM deposition

<@ > Fibroblast >§< ECM ﬁ Myeloid cell @ MSC Epithelial cell
@ e Pericyte g CAF @ Teell Tumour

cell

Figura 1.1. AlteracGes celulares e arquitetonicas no microambiente tumoral. Adaptado
de TURLEY; CREMASCO; ASTARITA (2015).

Ressalta-se ainda as caracteristicas nao celulares presentes no TME, consistindo em
pressdo mecénica e alteracdo da MEC ja& mencionadas, bem como condigdes fisico-
quimicas que sao fatores causais importantes na modulacdo dos processos tumorigénicos,
sendo elas a hipoxia e a acidose (QUAIL; JOYCE, 2013). Além dos efeitos na
proliferacdo e malignidade regulados pela variabilidade de mutagfes genéticas, tais
caracteristicas mencionadas podem ser observadas em quase todos os tumores solidos,
inclusive variando regionalmente dentro de um mesmo tecido tumoral (GATENBY;
GILLIES, 2008; TURLEY; CREMASCO; ASTARITA, 2015). Como resposta ao
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aumento da taxa de proliferacéo celular, o0 microambiente é modificado a fim de melhor
se adaptar ao estado neoplésico (SHIEH, 2011).

A medida que a massa tumoral cresce, sdo formadas regides hipdxicas
compreendendo zonas proximas ao limite de difusdo de oxigénio (GATENBY; GILLIES,
2004). Isto ocorre porque a vasculatura tumoral se apresenta de forma imatura e caotica,
ndo conseguindo suprir a difuséo de gases e manter a homeostase no local, ocasionando
também aumento da pressdo intersticial e drenagem inadequada pelos vasos linfaticos
(DEWHIRST; CAO; MOELLER, 2008; TURLEY; CREMASCO; ASTARITA, 2015).

As caracteristicas fisico-quimicas adquiridas pelo microambiente tumoral,
juntamente com outras forcas de selecdo evolutiva, atuam como cenérios adaptativos que
governam o crescimento e a evolugdo do tecido tumoral. As células tumorais passaram
por processos adaptativos frente a forcas seletivas, correspondentes a barreiras contra a
proliferacdo celular. Este conceito de barreiras microambientais a proliferacdo é bem
descrito na literatura como proposta de modelo para a carcinogénese e recentemente
descrita a relacdo destas barreiras com as forcas seletivas (GATENBY; GILLIES, 2008;
GILLIES; VERDUZCO; GATENBY, 2012; MERIC-BERNSTAM; MILLS, 2012).

Estas adaptacGes perante as barreiras de crescimento devem seguir o principio
fundamental da dindmica darwiniana, segundo o qual havera evolucao de células em que
forcas de selecdo aumentam sua aptiddo frente as pressbes seletivas (GATENBY;
GILLIES, 2008). Ao se depararem com barreiras que poderiam prejudicar o seu
crescimento, como a auséncia de fatores de crescimento, a falta de oxigénio e até mesmo
a falta de substratos, as células tumorais encontram saidas autossuficientes contra a morte
celular (GARCIA; NOVELLI; WRIGHT, 2000). Diante disso, havera a selecdo de
fenotipos clonais mais bem adaptados que conduzem a informacgdo evolutiva até as

préximas forcas de selecéo.

1.2 Metabolismo tumoral

As células cancerigenas sofrem adaptacdes em processos celulares e moleculares a
fim de garantir uma vantagem seletiva durante a tumorigénese. Quando comparadas as
células normais, as células tumorais apresentam alteracdes das atividades metabolicas que
melhoram a aptiddo celular e consequentemente influenciam as propriedades malignas,
ja que estas células podem sobreviver a condi¢BGes estressoras, reprogramando seu

metabolismo para suprir as novas demandas energéticas e producdo de novas células
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indispensaveis para a proliferacdo desordenada (DE BERARDINIS; CHANDEL, 2016;
LIBERTI; LOCASALE, 2016; DANHIER et al., 2017; ZHU; THOMPSON, 2019). O
conceito de metabolismo reprogramado ja é descrito, devido suas implica¢Ges, como uma
caracteristica do cancer (CAIRNS; HARRIS; MAK, 2011; HANAHAN; WEINBERG,
2011).

Quando falamos em reprogramacéao metabolica, faz-se mencéo a alterac6es de vias
metabdlicas tradicionais que podem estar sendo suprimidas ou ativadas em maior grau.
Estas modificacOes reguladas por fatores intrinsecos e extrinsecos concedem as células
cancerigenas suporte para lidar com as trés necessidades béasicas de células em diviséo.
Proporcionam a absorg¢do de nutrientes limitados e maximizam a geracao rapida de ATP,
alterando a bioenergética, geram precursores anabdlicos de macromoléculas para
sustentar a proliferacdo através do ganho do processo de biossintese e por fim, reforcam
0s sistemas que promovem a homeostase redox frente aos estresses gerados pela alta
proliferacéo e condi¢bes do microambiente (HEIDEN; CANTLEY; THOMPSON, 2009;
CAIRNS; HARRIS; MAK, 2011; DE BERARDINIS; CHANDEL, 2016).

Nas células cancerigenas foi observada uma alta captacdo de glicose e taxas de
glicolise aumentada para atender as altas demandas de ATP dessas células. Em situagdes
de privacgdo deste recurso as células se adaptam utilizando substratos de outras vias, como
pelo metabolismo de glutamina e via das pentoses-fosfato, seja como fonte de energia ou
ainda em momentos de poucos nutrientes. Estes recursos advindos de outras vias séo
utilizados para as vias biossintéticas e captacdo de cofatores que regulam o efeito redox
(ROMERO-GARCIA et al., 2011; SCHULZE; HARRIS, 2012; WARD; THOMPSON,
2012).

Esta alteracdo nos mecanismos metabdlicos € conduzida de forma direta por
mutacdes oncogénicas, as quais ativam oncogenes ou inativam genes supressores de
tumores, principalmente em vias de sinalizacdo intracelular, e ainda ha mutacdes em
enzimas glicoliticas (CAIRNS; HARRIS; MAK, 2011; YUAN et al., 2016). Porém,
condicGes estressoras microambientais, como hipoxia, acidose e baixas concentracdes de
glicose contribuem indiretamente para a determinagéo do fen6tipo metabdlico das células
tumorais (ROMERO-GARCIA et al., 2011; PAVLOVA; THOMPSON, 2016). Além
disso, o proprio metabolismo reprogramado pode modular o TME, promovendo novas
pressdes seletivas sobre as células cancerigenas e contribuindo para o surgimento de
formas mais agressivas da doenca, as quais podem evoluir para condi¢des de resisténcia
e metéastase a sitios distantes (JUSTUS; SANDERLIN; YANG, 2015).
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A via que envolve fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) juntamente com 0s genes a
jusante, como AKT e o alvo de rapamicina em mamiferos (mTOR), conhecida como via
PI3K/AKT/mTOR, regula o metabolismo celular. Quando ativada, esta via de sinalizagao
promove um robusto programa anabdlico envolvendo aumento do fluxo glicolitico
através da ativacdo de hipdxia fator indutivel-1 (HIF-1), além de alterar a jusante diversos
genes glicoliticos e fatores de transcrigdo que aumentam a atividade de transportadores e
enzimas metabolicas, modulando a capacidade de captacdo energética das células
tumorais (CAIRNS; HARRIS; MAK, 2011; HOXHAJ; MANNING, 2020) (Figura 1.2).
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Figura 1.2. As vias metabodlicas ativas nas células em proliferacdo sdo diretamente
controladas por vias de sinalizagdo envolvendo oncogenes e genes supressores de tumores
conhecidos (HEIDEN; CANTLEY; THOMPSON, 2009).

Fatores extrinsecos podem alterar o0s niveis de sinalizagdo da via
PISBK/AKT/mTOR. Este processo é estritamente regulado em células normais somente
ativando a via na presenca de fatores de crescimento, ao passo em que células
cancerigenas evoluiram para realizar a ativacdo com dependéncia minima da estimulagéo
extrinseca por fatores de crescimento (YUAN; CANTLEY, 2008). A expressao de genes
supressores tumorais, como p53, também podem regular o metabolismo celular, em

especial através da inibicdo da via de sinalizagdo por intermédio de PTEN ou ainda
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estimulando a agéo de fatores de transcricao, alterando a utilizacdo da glicose (CAIRNS;
HARRIS; MAK, 2011).

Oncogenes potentes como c-Myc, HIF I a, Ras e Akt sdo importantes promotores de
alteracdes metabolicas do cancer. O aumento de expressdo destes genes estimula a
expressao de genes glicoliticos, onde HIF1 e MYC estdo diretamente relacionados com a
via da glicélise, pois participam da ativacdo de varios transportadores de glicose e
enzimas glicoliticas como transportador de glicose 1 (GLUT1), hexoquinase (HK2),
lactato desidrogenase A (LDHA) e o transportador de monocarboxilato 4 (MCT4)
(CAIRNS; HARRIS; MAK, 2011). Além disso, 0 gene MYC pode promover a expressao
génica mitocondrial e biogénese mitocondrial (LI et al., 2005). A sinalizagdo AKT
também atua na promocao de genes glicoliticos, suficiente para impulsionar a producao
de glicdlise e lactato, induzindo a glicolise aerdbica (efeito Warburg) e aumentando a
biossintese de macromoléculas (BUZZAI et al., 2005).

O fendtipo metabdlico tumoral caracteristico é dotado de adaptagdes frente as
condigdes do ambiente. A alteragdo metabolica mais bem documentada é o efeito
Warburg, no qual as células cancerigenas modulam seu metabolismo predominantemente
oxidativo para a glicélise e producdo de lactato mesmo na presenca de oxigénio. Esta
modificacdo do metabolismo é também evidenciada em células normais, mas neste caso
sO havera a alteracdo para a glicdlise quando o ambiente for privado de oxigénio,
configurando a glicélise anaerébica (KALYANARAMAN, 2017) (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Representacdo esquematica das diferencas entre fosforilagdo oxidativa,
glicolise anaerdbica e glicdlise aerdbica (efeito Warburg). (HEIDEN; CANTLEY;
THOMPSON, 2009).
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Diferentemente destas células normais, as células tumorais metabolizam glicose
em lactato em vez de metaboliz&-la na mitocéndria através da fosforilacdo oxidativa
(HEIDEN; CANTLEY; THOMPSON, 2009). Este cenério foi evidenciado por Otto
Warburg em 1920 a partir de observaces com células tumorais asciticas. Essa alteracdo
metabolica proporciona vantagens no crescimento e migracdo destas células
(KOPPENOL; BOUNDS; DANG, 2011).

Inicialmente, Warburg imaginou que esta modificagdo metabdlica ocorria devido
uma funcao mitocondrial danificada, fazendo-se necessario alternar a forma de obtencéo
energética (KOPPENOL; BOUNDS; DANG, 2011). Mas hoje sabe-se que 0 aumento do
fluxo de glicolise esta relacionado a obtencdo de intermediarios glicoliticos, os quais
fornecem vias subsidiarias para atender as demandas metaboélicas das células em
proliferacdo, em especial as vias anabdlicas (LUNT; VANDER HEIDEN, 2011). Ou seja,
a rota metabolica adotada pelas células cancerigenas fornece uma vantagem biossintética,
a qual é sustentada pela alto fluxo de substrato oferecido pela glicolise, permitindo o
desvio do carbono para as principais rotas biossintéticas subsidiarias (HEIDEN;
CANTLEY; THOMPSON, 2009).

A desvantagem evidenciada inicialmente pela reprogramacao ocorre devido a uma
menor eficiéncia quanto ao ATP gerado por unidade de glicose consumida através da via
glicolitica. Enquanto que a via alterada nas células tumorais produz somente 4 ATPs ao
final do processo, a oxidacdo completa produz 38 ATPs por glicose (GATENBY;
GILLIES, 2004). No entanto, a via alterada nas células tumorais apresenta uma maior
captacdo de glicose, que culmina em um fornecimento energético, através da producédo
de lactato, mais rapido que na via convencional (LIBERTI; LOCASALE, 2016;
PEPPICELLI et al., 2017a).

Os efeitos da reprogramacdo metabolica ndo estdo exclusivamente atrelados ao
efeito Warburg, a modulacdo na forma de obter energia também ira refletir nos aspectos
biossintéticos das células tumorais. Devido a grande atividade proliferativa, as células
cancerigenas devem aumentar as demandas anabdlicas, logo necessitam gerar grandes
guantidades de precursores para a biossintese de macromoléculas (PAVLOVA;
THOMPSON, 2016; DANHIER et al., 2017). A glicose e a glutamina serdo os dois
nutrientes principais, disponibilizando um pool de diversos intermediarios de carbono, os
quais serdo utilizados como blocos de construcdo de novas células filhas (PAVLOVA;
THOMPSON, 2016).
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Os processos moleculares que medeiam a transformacdo dos nutrientes em
precursores podem ser regulados por sinalizacdo de fatores de crescimento que regulam
a atividade de enzimas glicoliticas, as quais modulam o fluxo de carbono na via da
glicolise (DANHIER etal., 2017). Ainda, a glicose € utilizada para a biossintese de acidos
graxos, enquanto a glutaminolise é regulada positivamente para satisfazer a regeneracéo
de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), ao passo que os carbonos vindo
deste aminodcido reabastecem o ciclo de Krebs, também para a sintetizar novas
macromoléculas (ROMERO-GARCIA et al., 2011).

Além de proporcionar o acimulo de biomassa em consequéncia aos processos
anabdlicos, as modificagcbes encontradas nas células tumorais também promovem a
homeostase das espécies reativas de oxigénio (EROs). O microambiente tumoral e 0s
efeitos oncogénicos geram as EROs devido as diversas modificacbes que as células
sofrem como, por exemplo, a proliferacdo excessiva, ao mesmo tempo em que as células
recorrem a agentes antioxidantes para evitar a toxicidade letal das células (DE
BERARDINIS; CHANDEL, 2016). Alem de atuar na biossintese, a NADPH também
funciona como um antioxidante crucial, extinguindo as EROs produzidas durante a rapida
proliferacdo, através da reducdo de moléculas oxidantes propriamente ditas (CAIRNS;
HARRIS; MAK, 2011; GORRINI; HARRIS; MAK, 2013).

Uma caracteristica importante das células cancerigenas junto ao TME ¢€ a
flexibilidade ou plasticidade metabdlica (BOROUGHS; DEBERARDINIS, 2015). O tipo
de fendtipo metabolico adotado pelas células cancerigenas pode ser ditado pelas
condigBes em que estas células se encontram no TME ou de acordo com o0s estimulos
especificos que sofrem com o decorrer da tumorigénese (DANHIER et al., 2017).
Geralmente apresentam o efeito Warburg apoiando o crescimento celular na presenca de
oxigénio e glicose, ao passo que a fosforilacdo oxidativa conduzido pela acidose latica
direciona as células, especialmente fibroblastos associados a tumor, a uma condi¢éo de
resisténcia e sucesso em progressdo e metastase (PEPPICELLI et al., 2017a).

A questdo de heterogeneidade do tumor também configura um fator induzivel para
a plasticidade metabolica e esta resposta € matua, regibes mais hipoxicas ou mais
vascularizada irdo responder de forma diferenciada quanto a op¢do metabdlica vantajosa
(SEMENZA, 2008; DANHIER et al., 2017). Alem disso, a heterogeneidade metabdlica
pode estar relacionada as caracteristicas do tecido de origem, logo o tipo de tumor
apresenta preferéncias, inclusive difere conforme seu potencial metastatico. Ainda, no

tumor primario é possivel observar que componentes do préprio microambiente tumoral
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como oxigénio, pH, glicose e outros metabdlitos contribuem para esta flexibilidade
metabolica (ELIA et al., 2016; LEHUEDE et al., 2016).

A plasticidade das células tumorais representa também uma vantagem que conduz
a um cenario favoravel durante a metastase (LEHUEDE et al., 2016). As células que
conseguem migrar e invadir outros tecidos também utilizam a condi¢édo de plasticidade
para alterar a via de obtencdo energética, apropriada a etapa no processo metastatico.
Durante a metastase, a respiracdo mitocondrial diminui em estados iniciais de migracao
e desprendimento celular enquanto o consumo a partir desta via aumenta para promover
a migracdo efetiva e invasdo a sitios distantes (SCHAFER et al., 2009; PORPORATO et
al., 2014).

1.3 Acidose tumoral

O resultado do remodelamento metabolico que ocorre nas células tumorais para
manter o estado proliferativo resulta na producdo aumentada de lactato e ions H*. Sendo
assim, a alta demanda metabdlica das células cancerigenas leva ao acimulo de ions H*
no ambiente intracelular (WHITE; GRILLO-HILL; BARBER, 2017). Estas células
conduzem o excesso de prétons para a MEC através de mecanismos de transporte.
Devido, a uma vasculatura tumoral desorganizada, a extrusdo dos ions H* liberados no
meio extracelular é deficiente. Portanto, o microambiente sera acidificado, caracterizando
a acidose tumoral (JUSTUS; DONG; YANG, 2013; KOLTALI, 2016; CORBET; FERON,
2017) (Figura 1.4).

Outra fonte que contribui para o efluxo de ions H* é a hidratacdo do CO; produzido
nas areas tumorais mais oxidativas, através da via das pentoses-fosfato o processamento
em H* e HCOs™ pela atividade catalitica de anidrases carbonicas, que detém dominios
cataliticos que aceleram esta hidratacdo (WEBB et al., 2011; KATO et al., 2013;
KOLTAI, 2016; CORBET; FERON, 2017). KATO et al. (2013) mencionam a associa¢ao
de alteracbes no microambiente contribuindo para condi¢des de hipdxia e acidose, as
quais podem se originar e atuar por processos independentes.

Devido a presenga excessiva de fons H*, as células cancerigenas precisam se
adaptar para manter a homeostase do pH. Estas células manifestam uma caracteristica de
gradiente de pH que € devidamente controlado para manter o equilibrio e permitir a
sobrevivéncia celular, pois o excesso de pH intracelular pode ser fatal (WEBB et al.,

2011; KOLTAI, 2016). Apesar deste desfecho, as células tumorais se adaptam a essa
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acidez intracelular excessiva aumentando o numero e a funcdo de mecanismos
exportadores de protons. Dessa forma, um gradiente de pH é rapidamente estabelecido
com um interior normal ou levemente alcalino e um exterior &cido (SONG; GRIFFIN;
PARK, 2007; CHEN et al., 2008).

Figura 1.4. Representacdo esquematica da relacdo entre os niveis de O, as fontes e 0

fluxo de H* em uma massa tumoral e o0 microambiente circundante (CORBET; FERON,
2017).

Nas células cancerigenas, em comparagdo com as células adultas normais, hd um
aumento do pH intracelular (pHi), geralmente algo préximo de 7,2, enquanto o pH
extracelular (pHe) esta diminuido, variando de 6,7-7,0 e diferindo do pH 7,4 normalmente
observado neste espaco. A desregulacdo gerada pela condicdo metabdlica tumoral é
contornada pelas células buscando a homeostase, a qual é favoravel para vérias
adaptacOes fenotipicas que mantém o pHi numa gama Otima e a0 mesmo tempo,
determinam o comportamento das células tumorais em seu ambiente extracelular acido
(CORBET; FERON, 2017; WHITE; GRILLO-HILL; BARBER, 2017).
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A fim de manter o equilibrio de pH, tanto intra quanto extracelular, as células fazem
uso de mecanismos complexos e especializados para exportar H* e manter o pHi em
niveis aceitaveis para a sobrevivéncia (PILLAI et al., 2019). Em resposta a sinais
citoplasmaticos, as células irdo regular bombas de proton de membrana e outros
transportadores que realizam a retirada de metabolitos acidos, como o ion H™ (KOLTAI,
2016). Logo, a regulacdo para aumentar o pHi se deve ao aumento de expresséo e
atividade destes componentes extrusores, sendo eles o trocador de Na*/H* 1 (NHE1), os
transportadores de HCO3™ (Na*/HCOs3™ co-transportadores - NBCs), as bombas de prétons
dependentes de ATP (V-ATPases) e os transportadores de monocarboxilatos ligados a
prétons (MCT1 e MCT4), ou seja, familias de transportadores que agem de forma direta
ou indireta no condicionamento de componentes que tornam o pHi baixo (PARKS;
CHICHE; POUYSSEGUR, 2013) (ver Figura 1.4).

Alguns destes transportadores recém citados irdo responder a estimulos ambientais,
como a hipoxia, a qual proporciona a expressdo de HIF1, que leva a super expressédo de
MCT4, o qual esta envolvido na extruséo de lactato/H* para fora da célula (DRAOQOUI;
FERON, 2011; PARKS; CHICHE; POUYSSEGUR, 2013). Enquanto isso, outros
transportadores podem atuar independente do estado de oxigenacdo, este sdo 0S co-
transportadores NBCs, fornecendo bicarbonato para titular o excesso de ions H*
intracelulares (HULIKOVA et al., 2013).

A modulacdo do pH dentro e fora das células frente a respostas metabdlicas e
necessidade adaptativa de sobrevivéncia conduz a alteracdes de processos celulares
importantes, levando a fenétipos que sdo particularmente adequados para a sobrevivéncia
e crescimento em um ambiente acido. A homeostase do pH no microambiente configura
um cenario favoravel a progressdo tumoral devido ao aprimoramento de alguns processos,
como a proliferacdo celular, evasdo de apoptose (LAGADIC-GOSSMANN; HUC;
LECUREUR, 2004; WEBB et al., 2011), processos envolvidos com a metastase, como a
migracdo e invasdo (MOELLERING etal., 2008; ESTRELLA et al., 2013), além de afetar
0 escape imunolégico e a respostas a drogas quimioterapicas (KATO et al., 2013; PILON-
THOMAS et al., 2016).

A proliferacédo e a sobrevivéncia celular também dependem do nivel de acidez nos
compartimentos celulares. Um pHi elevado ira conduzir ao aumento das taxas
proliferativas independentemente de fatores de crescimento (HANAHAN; WEINBERG,
2011) e células tumorais ultrapassam os pontos de verificacdo de ciclo celular
(HARGUINDEY et al., 2005). Além disso, o aumento do pHi também promove a
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sobrevivéncia das células limitando a apoptose através da ativacdo de agentes anti-
apoptéticos (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Verificou-se também a inducdo de
mudancas adaptativas na expressao de enzimas glicoliticas quando ha o aumento do pHi,
acarretando no aumento da reprogramacdo metabdlica, conduzindo a novos perfis
metabolicos dentro do tumores sélidos (CHEN et al., 2008).

Outra adaptacéo conduzida pela variagdo do pH e que garante vantagens as células
tumorais é a resposta frente a drogas, bem como o escape imunoldgico. Neste contexto
em que o meio extracelular é acidificado, as células conseguem escapar da agdo
imunoldgica natural, suprimindo a atividade de linfécitos citotdxicos e células NK (do
inglés, Natural killer - NK). Além disso, a prépria liberacdo de lactato implica no
direcionamento de células T, afetando seu metabolismo e sua funcéo (FISCHER et al.,
2007; PEPPICELLI et al., 2017a; ERRA DIAZ; DANTAS; GEFFNER, 2018).

A resposta a agentes terapéuticos também pode ser influenciada por esta cenario
acidificado. Um baixo pHe pode modular o status de carga dos medicamentos refletindo
em sua captacdo pela membrana celular e garantindo em certas ocasides a resisténcia das
células tumorais as drogas (WOJTKOWIAK et al., 2011; KOLTAI, 2016). A
caracteristica quimica da droga é fator seletivo para a efetividade nas células. Em
condigdo de acidez extracelular, as drogas fracamente acidas tem sua eficcia aumentada,
enquanto ha um aumento da resisténcia através de uma menor citotoxicidade frente a
drogas com caracteristica fracamente basicas (RAGHUNAND; MAHONEY; GILLIES,
2003; VANDER LINDEN; CORBET, 2019). A acidez do meio extracelular pode
também implicar na evasdo de apoptose induzida pela radiacdo de tratamentos
radioterapicos (BORON, 2004).

O pH desregulado, devido ao aumento de pHi e reducdo de pHe, facilita um evento
primordial para o sucesso da mortalidade pelo cancer, pois contribui para a disseminacao
metastatica, a qual deve cumprir etapas preliminares até garantir a colonizagao de sitios
secundarios. Durante a metéstase, as células se liberam através da perda de contatos de
adesdo celular, apresentam um aumento da motilidade através de remodelamentos
controlados do citoesqueleto e por fim, para realmente atingir a outro sitio deve haver a
digestdo e reorganizacdo de MEC permitindo a invasdo das células cancerigenas
(STOCK; SCHWAB, 2009; WEBB et al., 2011).

A ativacdo de proteases, devido ao baixo pHe, estimula a ruptura das juncGes de
aderéncia e remodela a adesao célula-MEC (MOHAMED; SLOANE, 2006; CHEN et al.,

2009). A partir disso, a motilidade das células € alterada por uma montagem de novos
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filamentos de actina que modifica a polaridade das células, impulsionando a protruséo de
membrana em células migratorias (MEIMA et al., 2009; WEBB et al., 2011). Esta
variacdo de pH, que acidifica 0 meio extracelular proporcionando a ativagdo destes
processos celulares, € conduzida por aumento da atividade do transportador de ions NHE1
(GRILLO-HILL et al., 2015).

A bomba de ions em questao proporciona ndo somente a acidificagdo de MEC, mas
também promove a polaridade direcional nestas células, por meio do acimulo destas na
borda principal do lamellipodium possibilitando a formacdo de invasipodios com um
gradiente de pHe associado & migragdo celular (STOCK et al., 2005; STUWE et al.,
2007). A invasdo destas células recém remodeladas ocorre devido a agdo de
metaloproetinases de matriz (MMPs), as quais séo convertidas para sua forma ativa em
pHe reduzido, promovendo a degradacdo de compenentes estruturais da MEC (STOCK;
SCHWAB, 2009). Associado a todos estes eventos, ocorre a estimulacdo do potencial
metastatico por meio da inducdo, através de uma cascata de sinalizacdo intracelular, da

expressdo génica de fatores pro-metastaticos (KATO et al., 2013).

1.4 Terapias anti-metabdlicas na progressao tumoral

As alteracBes no metabolismo celular proporcionam uma melhor adaptacdo e
selecdo das células tumorais, logo direcionar terapias contra 0 metabolismo destas células
parece ser um alvo atrativo, prejudicando a bioenergética e tornando-as mais suscetiveis
aos estresses do ambiente (VANDER HEIDEN, 2011). Como pratica mais comum em
terapias anti-metabdlicas ha a inibicdo de enzimas que sdo essenciais e reguladas
positivamente em células cancerigenas, o que ainda reduz os danos as células normais
(PHAN; YEUNG; LEE, 2014). Tendo isso em mente, é possivel desenvolver terapias
visando o metabolismo do tumor de acordo com a presenca de nutrientes ou utilizando
drogas que atuam sobre reguladores ou diretamente sobre enzimas da rota metabdlica.

Entre as abordagens indiretas mais relevantes direcionadas a glicélise se destaca a
2-desoxiglicose (2DG), um analogo da glicose que tem se mostrado promissor pelo seu
efeito anti-tumoral. Este composto atua inibindo a HK, o que leva a uma diminuigédo do
ATP intracelular, tendo como consequéncia a inibi¢éo da proliferagdo, do crescimento e
da viabilidade das células cancerigenas (ZHANG et al., 2006, 2014). Ensaios pré-clinicos
com a 2DG demonstraram uma resposta dubia no tratamento, pois apesar de alguns
resultados positivos (ZHANG et al., 2014; O’NEILL et al., 2019), esta droga favoreceu a

sobrevida das células cancerigenas, ativando rotas pré-sobrevivéncia via PISK/AKT
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(ZHONG et al., 2009). Além disso, seus efeitos terapéuticos se mostraram pouco eficazes
como agente monoterapico, fazendo-se necessario a combinagdo com outros compostos,
agindo por vezes como agente sensibilizador a outras terapias (GANAPATHY-
KANNIAPPAN; GESCHWIND, 2013).

Devido aos efeitos contraditorios expostos, se faz necessario o uso de outras drogas
mais eficazes que possam atuar ndo somente em uma enzima, mas de forma
multidirecionada como € o caso da 3-bromopiruvato (3BrP), a qual tem como alvo
diferentes pontos da via glicolitica (BAGHDADI, 2017) e também a fungcdo mitocondrial
(SHOSHAN, 2012) gerando uma reducdo generalizada dos niveis de ATP (EHRKE;
AREND; DRINGEN, 2015; SUN et al., 2015; VALENTI; VACCA; DE BARI, 2015).
Devido as caracteristicas das células normais quando comparada com as células
cancerigenas, esta droga se mostrou menos toxica para células ndo tumorais e ainda assim
proporcionou ndo somente a morte por apoptose, mas também por necrose, sobrepondo
os efeitos de alguns quimioterapicos e prevenindo recidivas tumorais
(PROSKURYAKOV; KONOPLYANNIKOV; GABAI, 2003; NAKANO et al., 2011,
EL SAYED et al., 2012).

A acdo destes e de outros inibidores de via glicolitica também garantem novas
oportunidades de terapia combinada, principalmente em relagdo a agentes
quimioterapicos e esquemas de radiacdo. Estes inibidores atuam na sensibilizacdo das
células tumorais, melhorando a resposta aos eventos terapéuticos posteriores. Esta
abordagem tem se mostrado bastante eficiente para o tratamento de fen6tipos tumorais
mais resistentes, além de contribuir para a sensibilizacdo das células cancerigenas a
imunoterapia (DWARAKARNATH; JAIN, 2009; BENETEAU et al., 2012;
GANAPATHY-KANNIAPPAN; GESCHWIND, 2013).

O uso de inibidores de outras enzimas, como o dicloroacetato (DCA) que inibe a
piruvato quinase desidrogenase (PDK), leva a uma reducdo da conversao do piruvato em
lactato, evento condutor da acidose tumoral (PHAN; YEUNG; LEE, 2014). O DCA
regula a fungdo de uma enzima mitocondrial, a piruvato desidrogenase (PDH), associada
ao ciclo TCA e indutora da fosforilagdo oxidativa (OXPHOS). Com isso, a droga inibe o
regulador de PDH promovendo o fluxo de piruvato em acetil-CoA e ainda causa uma
mudanca no balango energético celular de glicdlise para a ativagdo da OXPHOS
(MICHELAKIS et al., 2010; LI et al., 2015). Seu uso tém demonstrado resultados
promissores em ensaios in vivo, por conduzir a regressao tumoral e apoptose
(MICHELAKIS et al., 2010).
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O reposicionamento de farmacos visando alvos anti-metabélicos também estéo
sendo estudados. A metformina, um medicamento utilizado usualmente para tratar
diabetes tipo 11, e ja clinicamente aprovado, mostrou-se uma droga eficaz na reducéo de
sintese de ATP, pois atua no complexo mitocondrial 1 (WHEATON et al., 2014). Sua
acao efetiva nas células cancerigenas esta na ativacdo da AMPK e subsequente inibigédo
da sinalizagdo mTOR, a qual tem papel fundamental para a proliferagéo e ativacao de vias
a jusante em células tumorais (SONG et al., 2012). Apesar disso, KOLTAI (2016) refere
que a metformina representa um inibidor fraco do complexo I, sendo necessario utilizar
inibidores do complexo mitocondrial 111 para intensificar o efeito sobre o processo de
OXPHOS.

A presenca de mutacGes em transportadores de glicose devido ao alto consumo
desta fonte energética, bem como o uso de transportadores de ions para aumentar o pH
intracelular, sdo eventos basicos entre as células cancerigenas em niveis de tumorigénese
avancado. Logo, direcionar inibidores de enzimas que garantem estas funcbes sugerem
uma forte fungdo terapéutica (WHITE; GRILLO-HILL; BARBER, 2017). Mas o
bloqueio de transportadores proteicos como GLUT, o qual impediria a captacdo de glicose
e alto fluxo glicoliticos, é considerada uma abordagem critica j& que esta enzima é
expressa também em céulas ndo tumorais (GANAPATHY-KANNIAPPAN;
GESCHWIND, 2013). Apesar disso, ja existem algumas drogas com esta funcdo
demonstrando efeitos positivos em ensaio pré-clinico (LIU et al., 2012).

Outros transportadores alvo sdo os MCTs, que proporcionam o fluxo de lactato/
piruvato, garantindo a homeostase do pH das células, principalmente a alcalinizacéo de
pH intracelular (TENNANT; DURAN; GOTTLIEB, 2010). Estudos in vivo tém
demonstrado a reducdo do fluxo glicoliticos e do crescimento tumoral quando estes
transportadores sdo silenciados, mas ndo ha ainda inibidores especificos para MCT4, o
qual estd mais relacionado ao comportamento metastatico (GALLAGHER;
CASTORINO; PHILP, 2009; LE FLOCH et al., 2011).
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1.5 Justificativas

A reprogramac&o metabolica é uma caracteristica comum entre as células tumorais,
a qual proporciona uma modulagdo dos caminhos de aquisi¢do de nutrientes para atender
as demandas bioenergéticas, biossintéticas e oxirredutoras das células malignas. Como
consequéncia desta modificacdo metabolica o meio extracelular do TME é acidificado,
fato que contribui para o ganho das propriedade malignas e condugdo ao estado
metastatico. Logo, entender os processos que medeiam esta adaptacdo celular ao meio
acido em linhagens tumorais nos proporciona um conhecimento das vias celulares e
moleculares adotadas pelas células, bem como ocorre a escolha do perfil energético em
cada tipo de célula dependendo da condi¢do ambiental.

Apesar dos diversos estudos sobre a tematica, a heterogeneidade e plasticidade
tumoral ainda lancam barreiras para a compreensdo completa deste assunto, tendo em
vista esta problematica o presente estudo poderd agregar ao conhecimento basico,
especialmente em linhagens de cancer de prostata, trazendo novos achados diante das
adaptacOes celulares e bioenergéticas das células expostas de forma aguda e cronica ao
ambiente extracelular acido. Ainda, este conhecimento podera também nos apresentar 0s
potencias alvos de aplicacdo terapéutica, a fim de entender as melhores estratégias na
sensibilizacdo deste grupo de células fortemente adaptado e ainda procurar estratégias
visando a resisténcia terapéutica adquirida pelas células devido a sua adaptacdo ao
ambiente estressor. As linhagens celulares cancerigenas utilizadas no presente estudo
foram adaptadas a um meio acidificado e posteriormente junto a condicdes de cultivo
normais, caracterizadas em nivel celular e molecular, bem como testadas frente a drogas

anti-metabdlicas.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Caracterizar o perfil bioenergético e respostas celulares adaptativas de células de

cancer de prostata sob acidose extracelular induzida.

2.2 Objetivos especificos

Realizar a adaptacdo de duas linhagens de cancer de prostata a acidose extracelular

induzida;

e Auvaliar o potencial proliferativo, sobrevivéncia celular e resisténcia a drogas das
células sob acidose aguda e cronica;

e Caracterizar o perfil bioenergético das linhagens celulares de cancer de prostata sob
acidose aguda e cronica;

e Auvaliar o efeito de inibidores metabdlicos em linhagens celulares de céncer de
préstata submetidas a acidose extracelular;

e Avaliar o perfil de expressdo de genes envolvidos na modulacéo de vias metabolicas

em linhagens celulares de cancer de prostata submetidas a acidose extracelular.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Cultivo celular e adaptacgéo a acidose extracelular

As linhagens celulares DU-145 (ATCC/HTB-81) e LNCaP (ATCC/CRL-1740),
ambas de tecido tumoral da préstata derivadas de diferentes sitios metastaticos, foram
cultivadas em meio de cultura RPMI 1640 (Life Technologies) suplementado com soro
fetal bovino a 10%, penicilina 100 U/ml e estreptomicina 100 pg/ml a 37°C em atmosfera
umidificada com CO2 a 5%. O meio de cultivo foi adicionalmente suplementado com
HEPES (Gibco) e PIPES (Sigma Aldrich) (25 mM de cada) e o pH ajustado para 7,4 ou
6,8, conforme a Figura 3.1. As células foram cultivadas em meio acidificado (pH 6,8) por
24 h (acidose aguda) ou por varios meses (acidose cronica). As células foram
consideradas adaptadas a condicdo de acidose extracelular cronica apds cultivo em meio
acidificado por aproximadamente 30 passagens, quando atingiram taxas de crescimento
semelhantes as das células cultivadas em meio de cultivo padrdo (pH 7,4). As células
cultivadas sob acidose crénica foram monitoradas por microscopia para avaliacdo da
manutencdo da morfologia original. As células foram testadas quanto a contaminacao por
micoplasma por amplificagdes de PCR, certificando linhagens livres de contaminagéo por

micoplasma.

Meio de cultura normal Meio de cultura modificado
(Condicao normal) (Condicao de acidose agudal)

.
( PH 7.4 pH 6,7 - 6,8 i

. 24h

Acidose aguda

RPMI + antib

Meio de cultura medificado
(Condicéo de acidose extracelular induzidal)

pH 6,7-6.8 PHE,7-6,8
Ll —— (4

* '1 FES e FIFES 25mM Manutencéo do meio
acidificado por cerca de 30 ]
APMI + antib : Ol
+an passagens Acidose cronica

Figura 3.1. Representacdo esquematica do cultivo e adaptacdo das linhagens celulares de

cancer de prostata a acidose extracelular.
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3.2 Ensaio de proliferacao celular e calculo do doubling time

A taxa de proliferacdo de cada linhagem celular foi avaliada a partir de contagem
com azul de Tripan. Um total de 5 x 10* células/pogo de cada linhagem celular foram
semeadas em placas de 24 pocos em quadruplicata. As células foram coletadas e
contabilizadas nos tempos 24, 48, 72 e 96 h ap6s o plaqgueamento. A partir destas
contagens foi também avaliado o doubling time das células em cada condigdo de cultivo.
O doubling time foi calculado utilizando a calculadora on-line de tempo de duplicagéo
(Roth, 2006).

3.3 Imunofluorescéncia

Ensaios de imunofluorescéncia foram realizados para avaliagdo da morfologia
celular. Inicialmente, células DU-145 (1,5 x 10°) e LNCaP (5 x 10°), adaptadas e ndo
adaptadas a acidose extracelular, foram cultivadas sobre laminulas adicionadas em placas
de cultura de 6 pogos nas condigdes de cultivo descritas anteriormente (se¢éo 3.1) por 24
h. Em seguida, as células foram fixadas com paraformaldeido a 4% em (PBS) por 15 min
a temperatura ambiente. Apo6s lavagens com PBS, foi realizada a permeabilizacdo das
células com Triton X-100 a 0,2% por 10 min, seguido de lavagens com PBS e PBS-
Tween20 (PBS-T) 0,05% e o bloqueio com (BSA) a 5% em PBS-T por 20 min. Em
seguida, as células foram incubadas com o anticorpo primario monoclonal anti-Na*/K*-
ATPase a (Invitrogen, 1:20) por 16-18 h a 4°C, seguido de incuba¢do com anti-IgG de
camundongo conjugado com rodamina (sc-2092, Santa Cruz; 1: 100) por 1 h a
temperatura ambiente. Apds as marcagdes com os anticorpos especificos foi realizada a
marcagao de ntcleo utilizando 100 nM de 4°,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) por 20 min
a temperatura ambiente. Finalmente, as ldminas foram montadas com o reagente
Fluoromount-G (Invitrogen) e as imagens foram imediatamente captadas por microscopia
confocal em microscopio Olympus FV1000 no Centro de Microscopia e Microanalise
(CMM) da UFRGS. As imagens foram obtidas de cinco campos diferentes em cada

lamina e o experimento foi realizado em triplicata para cada grupo.

3.4 Avaliacédo morfoldgica e do potencial de membrana mitocondrial

Células DU-145 (1,5 x 10°) e LNCaP (5 x 10°), adaptadas e ndo adaptadas a acidose
extracelular, foram cultivadas sobre laminulas em placas de cultura de 6 pogos nas
condigdes de cultivo descritas anteriormente (secdo 3.1) por 24 h. Foram entéo realizadas

trés lavagens com PBS1X e as células foram incubadas com 30 nM do corante
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MitoTracker Red CMXRos (Thermo Fisher Scientific) diluido no meio de cultura sem
soro fetal bovino por 40 min a temperatura ambiente. Posteriormente, foi realizada a
marcagao dos nucleos utilizando 100nM de DAPI por 20 min a temperatura ambiente. As
laminas foram montadas utilizando o reagente Fluoromount-G (Invitrogen) e as células
foram visualizadas por microscopia confocal em microscopio Olympus F\V1000 no CMM
da UFRGS. Imagens foram obtidas de cinco campos diferentes por lamina.

O potencial de membrana de mitocdndrias das células de DU-145 foi avaliado a
partir da marcacdo com MitoTracker Red-CMXRos (Thermo Fisher Scientific). As
células foram cultivadas por diferentes tempos (24, 48 e 72 h), coletadas e lavadas com
PBS 1X. As células foram entdo incubadas com 100 nM de MitoTracker Red CMXRos
por 30 min a 37°C e entdo lavadas e ressuspensas em PBS. Para o controle positivo, as
células foram tratadas por 4 h com 1 uM de FCCP, um desacoplador da fosforilacao
oxidativa das mitocondrias, o qual induz o colapso do potencial de membrana nesta
concentracdo. Os resultados obtidos foram avaliados por citometria de fluxo no
equipamento BD FACSAria 11l (BD Biosciences). O ensaio contemplou um total de
10.000 eventos quantificados para cada triplicata técnica de todas as condicGes de cultivo.
Os dados obtidos foram analisados utilizando o software FlowJo 10.6.1 e os picos de cada
andlise foram sobrepostos para permitir a visualizacdo da distribuicdo de fluorescéncia.
Os valores de fluorescéncia obtidos foram normalizados pela fluorescéncia intrinseca e

utilizados para formulacao dos graficos.

3.5 Ensaio de wound healing

O ensaio de wound healing foi realizado de acordo com LIANG; PARK; GUAN,
(2007). Células DU-145 (1,5 x 10°) e LNCaP (3 x 10°), adaptadas e nio-adaptadas a
acidose extracelular, foram cultivadas por 24 h. Apds a adesao celular, as células foram
cultivadas em meio sem SFB por um periodo adicional de 24 h para sincronizacdo do
ciclo celular. Foi entdo realizado um risco na monocamada utilizando uma ponteira de
200 pL esteril, seguido de lavagens com o préprio meio para remocéo de células e restos
celulares. Imagens em microscopia Otica foram obtidas imediatamente (tempo 0) e 6, 24
e 48 h apos o arranhdo, de acordo com o fechamento da ferida. A partir das imagens
obtidas foi avaliado o percentual de fechamento da area onde foi realizado o risco com o
auxilio do programa ImageJ (NIH, USA), conforme calculo descrito por (GRADA et al.,

2017). O ensaio foi realizado em trés experimentos independentes e em triplicata técnica.
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3.6 Analise de ciclo celular

O conteudo de DNA celular das linhagens DU-145 e LNCaP, foi avaliado por
citometria de fluxo a partir da colora¢do com iodeto de propideo (PI), nas condigdes de
cultivo descritas anteriormente (secéo 3.1). As células foram cultivadas durante 24, 48 e
72 h e coletadas apds cada periodo, lavadas em PBS 1X e fixadas com etanol 70% a 4°C
por pelo menos 2 h. O material fixado foi lavado com PBS, centrifugado e marcado com
solugéo de PI (5ug/mL) acrescida de RNAse (500pg/mL) por 30 min a temperatura
ambiente. As células foram lavadas em PBS 1X e em seguida ressupendidas em PBS 1X.
As células foram analisadas no citdmetro de fluxo BD FACSAria I1l (BD Biosciences).
Ao todo, foram avaliados 10.000 eventos para cada ensaio, os quais foram realizados em
dois experimentos independentes em triplicata técnica para todas as condi¢cdes e nos
tempos indicados. Os dados obtidos foram analisados utilizando o software FlowJo 10.6.1

(https://www.flowjo.com).

3.7 Anéalise de morte celular

As células cultivadas nas trés condic6es do estudo foram coletadas ap6s 24 e 72 h
de cultivo e submetidas a marcacdo com anexina V conjugada ao isotiocianato de
fluoresceina (FITC) e iodeto de propideo (P1) utilizando o kit comercial Anexina V-FTIC
(QuatroG), conforme as recomendacg6es do fabricante. A morte celular foi avaliada por
citometria de fluxo no equipamento BD FACSAria Il (BD Biosciences). O ensaio foi
realizado em triplicata técnica para todas as condicGes e tempos indicados, considerando
10.000 eventos para cada. Os dados obtidos foram analisados utilizando o software

FlowJo 10.6.1 (https://www.flowjo.com).

3.8 Ensaio de citotoxicidade e sobrevivéncia com inibidores metabdlicos e
quimioterapicos

Para avaliar a inibicdo da proliferacdo celular frente aos tratamentos com drogas foi
utilizado o ensaio de sulforodamina B (SRB) (VICHAI; KIRTIKARA, 2006). Células
DU-145 e LNCaP, adaptadas ou ndo a acidose extracelular, foram semeadas em placas
de 96 pocos e incubadas por 24 h com renovagdo dos meios de cultivo, em seguida,
tratadas com diferentes concentragdes dos inibidores metabdlicos 2-desoxiglicose e 3-
bromopiruvato, ou do quimioterapico cisplatina. Apds 72 h de incubacdo, as células
foram fixadas com &cido tricloacético 10% por 1 h a 4°C e os solventes foram evaporados
a temperatura ambiente. Para o controle (dia 0), as células foram cultivadas por 24 h sem
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nenhuma droga e em seguida fixadas. Posteriormente, as células foram coradas com SRB
(0,057% em é&cido acético 1% v/v) por 30 min. O excesso do corante foi removido com
acido acetico 1% e o contetudo no fundo do pocgo ressuspendido em 10 mM Tris sob
agitacdo por 5 min. A absorbéncia foi avaliada em um comprimento de onda de 510 nm
em leitor de microplacas multimodo SpectraMax i3x. (Molecular devices). As
porcentagens de proliferagdo foram calculadas segundo VICHAI; KIRTIKARA, (2006)
e uma curva de resposta a dose foi realizada para a obtencao do valor de IC50 (dose que
inibe o crescimento em 50%). As analises foram realizadas em quadruplicata técnica para
0 ensaio com cisplatina e em triplicata técnica e duplicata bioldgica para o ensaio com 0s

inibidores metabolicos, estes expressos em graficos de colunas.

3.9 Ensaio de viabilidade celular e efeito de inibidores metabdlicos

As linhagens celulares, adaptadas ou ndo a condicdo de acidose extracelular, foram
plaqueadas em placas de 96 pocos (DU-145, 1,5 x 10* células/pogo; LNCaP, 3 x 10*
células/pogo). Apbs 4 h, para permitir a adesdo celular, os inibidores metabdlicos, 2-
desoxiglicose (2DG) e 3-bromopiruvato (3BrP), foram adicionados nas concentragdes de
IC50 obtidas nos experimentos de citotoxicidade das células em meio padrao (pH 7,4),
sendo 10 mM de 2DG e 42 uM de 3BrP para DU-145e 0,2 mM de 2DG e 13 uM de 3BrP
para LNCaP. Foi também realizado o tratamento com a combinacg&o entre as duas drogas.

Apos a incubacdo com as drogas por 24, 48 ou 72 h, as células foram incubadas
com MTT (0,5 mg/ml em PBS) por mais 4 h. Para solubilizar o formazan, 100 pL de
tampdo de lise celular (16% SDS, 40% N, N-dimetilformamida, 2% acido acético, pH
4,7) foram adicionados a cada pogo e as amostras foram incubadas durante 16-18 h a
37°C em uma incubadora umidificada. Os valores de absorbancia foram determinados a
595 nm com um leitor automatico de microplacas (Bio-Rad, modelo 550). A analise foi
realizada para dois experimentos independentes, ambos em quadruplicata. O impacto da
condicdo de cultivo e das drogas na viabilidade celular foi normalizado em relagdo as
amostras controle correspondentes em cada tempo. Os valores de viabilidade celular
foram expressos como porcentagens, no qual os valores do grupo controle foram

definidos como 100%.

3.10 Respirometria de alta resolugéo

Os ensaios de respirometria de alta resolugcdo foram realizados em respirémetro de

alta resolugdo Oxygraph-2 k (Oroboros Instruments) equipado com um agitador
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magnético e controle de temperatura a 37°C (OLIVEIRA et al., 2008; SMOLKOVA et
al., 2010). As células DU-145 e LNCaP, adaptadas ou ndo a acidose extracelular, foram
tripsinizadas no momento do experimento e ressuspendidas em meio de cultivo livre de
soro fetal bovino. A respiracio celular foi medida utilizando 0,4 x 10° de células DU-145
e 0,6 x 106 de células LNCaP.

O ensaio foi realizado em camaras com meio depletado de soro fetal bovino. As
células foram adicionadas e iniciou-se a captacdo dos indices respiratorios a partir do
consumo basal. Outros parametros bioenergéticos foram determinados apos a
estabilizacdo na taxa de oxigénio consumido, com adicdo de drogas inibitorias ou
estimulantes de componentes mitocondriais primordiais. Inicialmente, foi adicionada
uma solucgdo de oligomicina (2 ug/mL) que inibe a ATP sintase e obtém-se o consumo
minimo de oxigénio (proton leak), em seguida, carbonilcianeto p-trifluorometoxifenil-
hidrazona (FCCP) na concentracdo de 100 nM, um desacoplador ideal para atingir a
respiracdo maxima induzida. Ao atingir a respiracdo maxima, foram adicionadas outras
duas drogas atreladas a inibi¢cdo dos complexos respiratorios | e 111, a rotenona (0,5 uM)
e a antimicina A (2,5 puM), respectivamente, para determinar o consumo de oxigénio
residual ou ndo-mitocondrial (do inglés, residual oxygen consumption - ROX).

Os valores obtidos para cada parametro foram calculados a partir da normalizagéo
com 0 ROX. Os parametros ATP linked e capacidade reserva foram calculados a partir da
diferenca do estado basal em relacdo ao proton leak e da diferenca da respiracdo maxima
em relacdo a respiragdo basal, respectivamente. O software DatLab software (Oroboro’s
Instruments) foi utilizado para aquisi¢do e analise dos dados. As anélises foram realizadas
a partir de quadruplicata, sendo as replicatas divididas entre as cAmaras do equipamento.

3.11 Transcricao reversa associada a PCR quantitativa (RT-gPCR)

Amostras de RNA de células DU-145 e LNCaP, adaptadas ou ndo a acidose
extracelular, foram isoladas utilizando TRIzol (Invitrogen), seguindo instrugdes do
fabricante. O RNA foi avaliado por eletroforese em gel de agarose 1% e quantificado por
espectofometria. Em seguida, 1 ug de RNA foi tratado com 1 U de DNAse livre de RNAse
(Invitrogen) por 30 min a 37°C. A sintese de cDNA foi realizada utilizando a enzima M-
MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen), seguindo as instru¢es do fabricante, com
Random primer como molde. As analises de PCR quantitativa foram realizadas em
termociclador 7500 Fast Real Time PCR (Applied Biosystems) utilizando o kit SYBR

Select Master Mix (Applied Biosystems). As sequéncias dos iniciadores para
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amplificacdo de genes de interesse e dos genes utilizados com normalizadores foram

projetadas segundo YE et al. (2012) e estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Sequéncias dos primers utilizados nos experimentos de RT-qPCR

Gene-alvo

p-actina

Sequéncias

Forward 5°- CCTGGCACCCAGCACAAT -3’
Reverse 5°- GACTCGTCATACTCCTGCTTG -3°

18S

Forward 5’- TCGGAACTGAGGCCATGATT -3°

Reverse 5°- CCTCCGACTTTCGTTCTTGATT -3’

HIF1

Forward 5’- GACCGATTCACCATGGAGGG -3’
Reverse 5°- GTGGCAACTGATGAGCAAGC -3°

GLUT1

Forward 5’- GAACTCTTCAGCCAGGGTCC -3’
Reverse 5’- ACCACACAGTTGCTCCACAT -3°

LDHA

Forward 5’- AGCTGTTCCACTTAAGGCCC -3’

Reverse 5°- TGGAACCAAAAGGAATCGGGA -3’

MCT4

Forward 5’- ACAGCCTGGATCTCCTCCAT -3’
Reverse 5°- ATGATGCTCCGGCAAAAGGA -3’

PKM2

Forward 5’- ATCGGTCCTCACCAAGTCTGG -3’

Reverse 5°- GAAGATGCCACGGTACAGGT -3’

HK2

Forward 5’- CCCCTGCCACCAGACTAAAC -3’
Reverse 5°- CAAAGTCCCCTCTCCTCTGG -3°

G6PD

Forward 5’- ACGACGAAGCGCAGACAG -3’
Reverse 5°- TCCGACTGATGGAAGGCATC -3’

c-Myc

Forward 5°- GGACCCGCTTCTCTGAAAGG -3’
Reverse 5°- TAACGTTGAGGGGCATCGTC -3°

TIGAR

Forward 5°’- CTCTGACTGTTGTCCGGCAT -3’
Reverse 5°- TGCATGGTCTGCTTTGTCCT -3’

SCO2

Forward 5’- TGGACCACTCCATTGCCATC -3’
Reverse 5°’- AGACAGGACACTGCGGAAAG -3’

GLUD1

Forward 5’- GACATCGTGCACTCTGGCT -3’
Reverse 5°- AGGTCACACCAGCTTCATTGT -3°

PFK1

Forward 5’- TGGGACTAAAAGGACTCTACCC -3°

Reverse 5°- CCCTGTGTAAGCCTCAAAGC -3’
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As condicdes da RT-gPCR foram utilizadas conforme as orientagdes do fabricante,
resumidamente hd uma retencdo a 50 °C por 2 minutos e desnaturacdo a 94 °C por 2
minutos, seguido de 40 ciclos com desnaturacdo a 94 °C durante 15 s, anelamento a 58
°C durante 15 s e extensdo a 72 °C durante 45 s. As reagdes de RT-gPCR foram realizadas
em triplicata. Para a determinacdo dos niveis de expressdo dos genes foi realizada a
quantificacdo relativa (QR), utilizando-se a equagdo QR = 24ACD (SCHMITTGEN;
LIVAK, 2008). Foram utilizados como referéncia os genes da f-actina e do rRNA de 18S.

3.12 Analise estatistica

Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo de pelo menos 2
experimentos independentes em triplicata ou quadruplicata. Os dados foram analisados
por teste t de student ou ANOVA de uma via, seguidos de pos teste Tukey's Multiple
Comparison Test. Diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando
p < 0,05, tais testes e graficos foram realizados em GraphPad 5.01 (Graphpad Software
Inc.).
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4. RESULTADOS

4.1 Adaptacdo das linhagens de cancer de prostata DU-145 e LNCaP a acidose
extracelular induzida

As linhagens celulares de cancer de prostata DU-145 e LNCaP foram submetidas a
adaptacdo em meio acidificado (pH 6,8). Apos 25 passagens celulares, as células expostas
de forma crénica a um meio acido (pH 6,8) apresentaram taxa de crescimento semelhante
as células controle cultivadas em pH 7,4 (Figura 4.1). Essas celulas foram, portanto,
consideradas adaptadas ao meio &cido. As células expostas a acidose aguda (24 h)
apresentaram reducgdo no seu crescimento a partir de 72 h em comparacdo as células
cultivadas sob acidose cronica e as células cultivadas em pH 7,4 (Figura 4.1). Porém, essa
diferenca s6 foi significativa para a linhagem DU-145. Essa diferenca pode também ser
observada no tempo de duplicacdo das células (Figura 4.2). As células DU-145 cultivadas
em meio padrdo e em condicdo de acidose crénica apresentaram tempos de duplicagéo
semelhantes, diferindo significativamente da condicdo aguda, que apresentou um

aumento no tempo de duplicacéo.
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Figura 4.1. Proliferacdo de células de cancer de prostata expostas de forma cronica e aguda a
acidose extracelular (A) DU-145, (B) LNCaP. Proliferacdo de células DU-145 e LNCaP sob
condigdes de acidose pH 6,8 aguda (cinza) ou pH 6,8 crbnica (preto) versus pH 7,4 fisiologico
(preto tracejado). Os dados representam a média + desvio padrdo. A andlise estatistica foi
realizada usando ANOVA com pds-teste de Tukey, considerando *p <0,05 de 2 experimentos
independentes, em triplicata técnica.
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Figura 4.2. Tempo de duplicacdo das células expostas a acidose extracelular aguda e crénica (A)
DU-145, (B) LNCAP. O tempo de duplicacdo das células DU-145 e LNCaP cultivadas em pH
7,4 e pH 6,8 (exposicao cronica e aguda) foi avaliado em 24, 48, 72 e 96 h usando o Doubling
Time Software (http://www.doubling-time.com). Gréfico mostra média + desvio padrdo. A anélise
estatistica foi realizada usando ANOVA com pos-teste de Tukey, considerando significativo
**p<0.01 vs. pH 7,4 e ###p<0.001 vs. pH 6,8 cronico. Cada ensaio foi realizado em triplicata.

4.2 Morfologia celular alterada nas células adaptadas ao meio acido

Além de alteracdes na proliferacdo e duplicacdo celular foram também avaliadas
alteracdes na morfologia das células expostas a acidose extracelular. Foi possivel
observar que a acidose cronica (em pH 6,8) provocou alteracbes na morfologia e
disposicdo das células na placa de cultivo, especialmente para a linhagem LNCaP, no
qual pode-se observar um fenotipo mesenquimal nestas células adaptadas (Figura 4.3).

Para melhor evidenciar as alteracdes morfologicas observadas nas células sob
acidose cronica, foi realizada através de marcacdo das células por imunofluorescéncia
com um anticorpo anti-Na*/K*-ATPase o (Figura 4.4). Foi possivel notar em ambas as
linhagens cultivadas sob acidose crénica um aumento no volume celular e ainda as células
de DU-145 assumiram uma morfologia mais arredondada, quando comparadas as células

cultivadas em pH 7,4 ou condig&o de cultivo de pH 6,8 agudo.

4.3 Migracao celular modificada frente a condic&o estressora

A migracdo celular foi avaliada por ensaio de wound healing (Figura 4.5).
Observamos um fechamento substancial e reprodutivel da ferida em células da linhagem
DU-145 cultivadas em pH 7,4 e sob pH 6,8 cronico. Porém, as celulas sob pH 6,8 agudo
apresentaram migracao reduzida, também em consequéncia da taxa proliferativa. Para a

linhagem LNCaP foi observada uma reducdo na migracdo nas células cultivadas sob
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acidose, aguda e cronica, com relacdo as células cultivadas em pH 7,4, mesmo que tal
linhagem demonstrasse baixa capacidade migratoria.

Figura 4.3. Morfologia celular diferenciada entre as linhagens DU-145 e LNCaP cultivadas em
diferentes pHs. A. Células DU-145 cultivadas em pH 7,4; B. Células DU-145 cultivadas sob
acidose cronica (pH 6,8); C. Células LNCaP cultivadas meio de cultura com pH 7,4; D. Células
de LNCaP cultivadas sob acidose crénica (pH 6,8).

4.4 Variacao de ciclo celular

Para avaliar o comportamento celular frente as diferentes condig¢bes de cultivo,
foram realizados diversos ensaios celulares comparativos (Figura 4.6). Alteragbes no
ciclo celular de DU-145 foram evidenciadas ap6s 48 h de cultivo, com um aumento
significativo da fase G2/M nas células adaptadas ao pH 6,8 cronico em comparagéo as
células cultivadas em pH 7,4 (**p<0,01) e pH 6,8 agudo (*p<0,01), sequido de uma
reducéo significativa desta fase em 72 h, novamente comparando as demais condigdes
(***p<0,001 vs. pH 7,4 e #p<0,05 vs. pH 6,8 agudo). Essas alteracdes sio acompanhadas,
respectivamente, de uma reducdo (48 h) e aumento (72 h) de G1. Este cenario reflete a
proliferacdo rapida das células de DU-145 adaptadas a acidose extracelular em relacdo as
outras condi¢Oes de cultivo em 48 h.

Enquanto isso, para LNCaP observamos em 24, 48 e 72 h de cultivo um aumento
da fase G1 e uma reducgdo da fase G2/M nas células adaptadas ao pH crénico em
comparagdo com as células cultivadas em pH 7,4 (**p<0,01) (Figura 4.6). Em 48 h, esta
diferenca também foi evidenciada para a condicdo de pH 6,8 agudo comparada ao cultivo
em pH 7,4 (*p<0,05). Estes achados podem refletir uma reducdo da proliferacdo das

40



células adaptadas a acidose crénica quando comparadas com as demais condi¢es, mas
este quadro ndo vai ao encontro da reducdo no tempo de duplicagéo celular observada

anteriormente para esta condig&o.

DAPI Anti- Na/K-ATPase Merge

DU-145
pH 7.4
DU-145
pH 6.8 cronico
DU-145
pH 6.8 agudo

DAPI Anti- Na/K-ATPase Merge

Figura 4.4. Morfologia celular avaliada por ensaio de imunofluorescéncia. As células DU-145 e
LNCaP cultivadas em pH 7,4 e pH 6,8 (exposi¢do cronica e aguda) foram marcadas por ensaio
de dupla coloracdo. As membranas celulares foram marcadas com anticorpo monoclonal contra
a proteina de membrana, anti- Na*/K*-ATPase o, e um anticorpo secundario conjugado com
Rodamina (vermelho). Os nucleos foram marcados com DAPI (azul). As imagens sdo se¢des
Opticas medianas de pilhas z obtidas por microscopia confocal, Olympus FV1000. Barra de
escala, 20 pm.

LNCaP
pH7.4

LNCaP
pH 6.8 crénico

LNCaP
pH 6.8 agudo
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Figura 4.5. Avaliagdo da migracdo em células DU-145 e LNCaP pelo ensaio de wound healing. (A)
Imagens das células em diferentes tempos de fechamento da ferida. (B) Percentual de fechamento da
ferida para as duas linhagens e nas trés condigdes de cultivo. Calculo de fechamento de ferida de
acordo com Grada et al. (2017), e normalizado a partir do ponto inicial (tempo 0). Os dados sdo
apresentados como médias e desvio padrdo de trés experimentos independentes em triplicata para
DU-145 e um Unico experimento em triplicata técnica para LNCaP. Uma analise estatistica foi
realizada usando ANOVA com pos-teste de Tukey considerando significativo *p<0.05 vs. pH 7,4,
**p<0.01 vs. pH 7,4 ***p<0.001 vs. pH 7,4 #p<0.05 vs. pH 6,8 crbnico e ###p<0.001 vs. pH 6,8
cronico.

42



24 h 48 h 72h

120 120-
@@ G1phase

S phase
3 G2/M phase

24 h 48 h 72h

100+

Percentual de células(%)
3

Percentual de células(%)
3

74 6.8C6.8A

74 6.8C6.8A 74 638C6.8A 74 6.38C6.8A 74 6.8C6.8A

DU-145 LNCaP

Figura 4.6. Distribuicdo do ciclo celular de DU-145 e LNCaP cultivadas em diferentes condi¢des
de pH. As células coradas com iodeto de propideo foram analisadas por citometria de fluxo.
Gréficos de barras representando porcentagens de células por fase do ciclo celular representativas
de dois experimentos independentes (média + desvio padrdo) e em triplicatas técnicas. A anélise
estatistica foi realizada usando ANOVA com pos-teste de Tukey, considerando significativo
*p<0.05 vs. pH 7,4, **p<0.01 vs. pH 7,4, ***p<0.001 vs. pH 7,4, #p<0.05 vs. pH 6,8 cronico,
##p<0.01 vs. pH 6,8 crénico. pH 7,4 (7.4), pH 6,8 crénico (6.8C) e pH 6,8 agudo (6.8A).

7,4 6.8C6.8A

4.5 Variacdo de morte celular entre as condi¢es e linhagens

Em 24 e 72 h de cultivo, as células DU-145 ndo apresentaram diferencas
significativas no percentual de apoptose em nenhum grupo (Figura 4.7A e C). Ndo houve
diferenga significativa no perfil de morte celular nos diferentes tempos avaliados para
esta linhagem. Enquanto isso, para a linhagem LNCaP, a variacdo de morte celular em
relacdo ao tempo de andlise foi bem evidente, principalmente para a condicdo de acidose
crénica (Figura 4.7B e D). Percebeu-se uma reducdo consideravel de células viaveis e um
aumento significativo de células em apoptose em células sob acidose cronica apds 72 h
de cultivo, comparado tanto a condi¢do pH 7,4 quanto a condicdo &cida aguda (p<0,001)
(Figura 4.7D). Um aumento da apoptose em células sob acidose aguda em comparacao

as células cultivadas em pH 7,4 também foi observado (p<0,05).

4.6 Estado bioenergético alterado ao cultivo em meio acido

Analises bioenergéticas foram realizadas por respirometria de alta resolucéo (HRR,
do inglés, high resolution respirometry) (Figura 4.8A e B). No geral, foi observado um
aumento no consumo basal, consumo de O associada a fungdo da ATP sintase e na
respiracdo maxima das celulas DU-145 adaptadas a acidose cronica e sob acidose aguda

em relagéo as células cultivadas em pH 7,4.
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Figura 4.7. Morte celular em células DU-145 e LNCaP cultivadas sob acidose crénica e aguda.
Avaliacdo de morte celular por citometria de fluxo (Anexina V/PI) de células DU-145 e LNCaP
cultivadas em pH 7,4 e pH 6,8 (acidose crbnica e aguda) em 24 e 72 h. Graficos de dispersao
representativos das andlises de citometria de fluxo para DU-145 (A) e LNCaP (B). Pl (eixo y) vs.
Anexina V (eixo x). (C e D) Graficos de barras representando as porcentagens de células vivas, em
apoptose precoce, apoptose tardia e em necrose (média + desvio padrdo). Os ensaios foram realizado
em triplicatas técnicas. A andlise estatistica foi realizada usando ANOVA com pos-teste de Tukey,
considerando significativo *p<0.05 vs. pH 7,4, **p<0.01 vs. pH 7,4, ***p<0.001 vs. pH 7,4, #p<0.05
vs. pH 6,8 cronico e ###p<0.001 vs. pH 6,8 crbnico. pH 7,4 (7.4), pH 6,8 crdnico (6.8C) e pH 6,8 agudo
(6.8A).
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Para LNCaP, foi observado um aumento da capacidade respiratoria maxima e da
capacidade reserva nas células sob acidose (crénica e aguda) em comparacdo com as
celulas cultivadas em pH 7,4 (Figura 4.8A e B). Tais modificagbes nos parametros
avaliados demonstram que as células sob acidose, em ambas as linhagens, apresentam
uma modificacdo em seu perfil bioenergético.

Diferentes parametros bioenergéticos foram avaliados, incluindo respiracdo basal,
proton leak, ATP linked, respiragdo maxima, capacidade reserva e ROX (Figura 4.8B).
Foi observado um aumento da respiracdo basal das células em condicGes de cultivo
modificado, principalmente para DU-145. O consumo acoplado a sintese de ATP
oxidativa (ATP linked) aumentou significativamente nas células DU-145 sob acidose
cronica e aguda em relacdo as células cultivadas em pH 7,4 (*p<0.05). A respiragdo
méaxima de ambas a linhagens em condi¢6es de acidose mostrou um aumento significativo
(#p<0.05 e #p<0.01) em relacdo as células cultivadas em pH 7,4 (Figura 4.8B). Esse
aumento reflete em outro pardmetro respiratério avaliado, a capacidade reserva,
indicando quantas vezes acima do estado basal o consumo pode ser elevado, o qual se
mostrou aumentado nas células LNCaP sob acidose (aguda e cronica) (##p<0.01 e
###p<0.001, respectivamente). A partir destes dados pode-se inferir um perfil mais
oxidativo por parte da condicdo &cida em ambas as linhagens.

Por fim, o consumo de oxigénio atrelado ao extravasamento de ions (proton leak)
e independente da via da cadeia transportadora de elétrons (ROX) permaneceram estaveis
independente da linhagem celular ou condicéo de cultivo. Este estado de estabilidade para
tais variaveis pode refletir a condicdo das mitocondrias das células sob acidose
extracelular, as quais mesmo com o efeito estressor conseguem modificar seu estado

bioenergético.
4.7 Analise de morfologia e potencial de membrana mitocondrial

A quantidade e distribui¢do de mitocondrias foram avaliadas nas diferentes células
e condicdes de cultivo. As diferencas na distribuicdo mitocondrial sdo bem sutis, com
uma pequena dispersdo de mitocdndrias em células DU-145 sob acidose cronica,
enquanto as demais condicOes desta linhagem apresentam mitocondrias mais agrupadas
(Figura 4.9). Este aspecto se repete ao avaliar a distribuicdo mitocondrial na linhagem
LNCaP, embora a observacdo seja prejudicada pelo tamanho das células (Figura 4.9).
Outro fator em ambas as linhagens celulares é a presenca de um espaco citoplasmatico

com a auséncia de mitocondrias nas células cultivadas em pH 7,4.
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Figura 4.8. Medidas de consumo de oxigénio mitocondrial pelas células DU-145 e LNCaP
cultivadas em diferentes pHs. (A) Analise representativa do consumo de oxigénio das linhagens
DU-145 e LNCaP em diferentes condi¢des de cultivo. (B) Parametros respiratorios avaliados por
respirometria de alta resolucdo: Consumo Basal; Proton leak - consumo de oxigénio ndo associado
a sintese de ATP; ATP Linked - consumo associado a sintese de ATP; Consumo maximo (MAX.);
Capacidade de reserva - aumento relativo do consumo apés a dissociagdo; ROX - Consumo
independente da via da cadeia de transporte de elétrons. Média + DP; N = 4; Os dados representam
a média + desvio padrédo e para analise estatistica utilizou-se ANOVA com pds-teste de Tukey,
considerando significativo *p<0.05 vs. DU-145 pH 7,4, #p<0.05 vs. LNCaP pH 7,4, ##p<0.01
vs. LNCaP pH 7,4 e ###p<0.01 vs. LNCaP pH 6,8 cronico.
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Figura 4.9. Distribuicdo de mitocondrias em células DU-145 e LNCaP cultivadas em pH 7,4 e
sob acidose extracelular. As mitocondrias foram marcadas com o corante MitoTracker Red
CMXRos e os nucleos com DAPI. As imagens sdo secdes Opticas medianas de pilhas z obtidas
por microscopia confocal, Barra de escala, 20 um.



Além de avaliar qualitativamente a distribuicdo mitocondrial os niveis de potencial
da membrana mitocondrial foram também avaliados por citometria de fluxo para as
células DU-145. E possivel observar uma maior atividade mitocondrial, através e um
aumento no potencial de membrana das mitocondrias, nas células sob acidose (cronica e
aguda) a partir de 48 h de cultivo quando comparadas as células cultivadas em pH 7,4
(Figura 4.10). Um aumento gradual e significativo no potencial de membrana pode ser
observado em células cultivadas cronicamente em pH 6,8, por até 72 h, mesmo em

comparacéo a condi¢do aguda.
4.8 Expressao alterada de genes associados a via metabdlica glicolitica

A expressdo de genes da via glicolitica foi avaliada por RT-gqPCR para as células
DU-145 nas diferentes condicbes de cultivo. Genes diretamente envolvidos com a via
glicolitica, como GLUT1, MCT4, HK2, PKM2, G6PD apresentaram menor expressao nas
celulas cultivadas cronicamente em pH 6,8, diferindo significativamente das células
cultivadas em pH 7,4 e em pH 6,8 de forma aguda (Figura 4.11). No entanto, o gene
LDHA apresentou maior expressao nas células cultivadas cronicamente em pH 6,8 em
comparagdo com os demais grupos (p<0,001).

Dessa forma, os genes associados a glicolise estdo regulados negativamente nas
células adaptadas ao cultivo crénico em pH 6,8, enquanto se apresentaram aumentados
nas células expostas de forma aguda ao meio &cido. Além disso, genes codificadores de
fatores de transcricdo e proteinas que atuam de forma direta e indireta na regulacdo dos
genes anteriormente mencionados, como os genes HIF1 e c-Myc, também se mostraram

aumentados nas células expostas de forma aguda ao meio acido (Figura 4.11).

4.9 Alteracdo na sensibilidade celular frente a inibidores metabdlicos

Tendo em vista o perfil bioenergético e a resposta transcricional apresentada pelas
celulas em acidose cronica, foi avaliado o efeito de inibidores metabolicos que atuam
diretamente em enzimas chave da via glicolitica na sobrevivéncia celular (Figura 4.12).
Foi realizado um ensaio de citotoxicidade utilizando dois inibidores que atuam
principalmente sobre a hexoquinase 2 (HK2), 2-deosoxiglicose (2DG) e 3-
bromopiruvato (3BrP), para a obtencao dos valores de 1C50 para cada linhagem celular e
condicéo de cultivo. Observamos que, para ambas as linhagens, a condicdo de acidose
cronica foi mais sensivel independente da droga (menor 1C50) com diferenca estatistica

significativa quando comparada a condi¢do normal.
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Figura 4.10. Potencial de membrana mitocondrial em células DU-145 cultivadas em diferentes
pHs. Caracterizacdo funcional das mitocéndrias através da mensuracdo do potencial de membrana
mitocondrial com MitoTracker Red CMXRos por citometria de fluxo. FCCP (1puM) foi utilizado
como controle positivo para a despolarizacio da membrana mitocondrial. A direita, o histograma
representativo da citometria de fluxo com Mitotracker Red CMXRos e a esquerda gréficos de
barra de MFI (intensidade média de fluorescéncia). Os dados representam a média + desvio
padrdo em triplicata técnica. Uma analise estatistica foi realizada usando ANOVA com pds-teste
de Tukey considerando significativo *p<0.05 vs. pH 7,4, **p<0.01 vs. pH 7,4 e #p<0.05 vs. pH
6,8 cronico.
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Figura 4.11. Expressao de genes envolvidos em rotas metabolicas em células DU-145. c-Myc - proto-
oncogene MYC; G6PD — Glicose-6-fosfato desidrogenase; GLUD1 - Glutamato Desidrogenase 1;
GLUT1 - Transportador de glicose 1; HIF1 — Fator induzivel por hipdxia 1; HK2 — Hexoquinase 2;
LDHA - Lactato desidrogenase; MCT4 — Transportador de monocarboxilato 4; PFK1 —
Fosfofrutoquinase 1; PKM2 — Piruvato quinase M2; SCO2 — Proteina de montagem do citocromo C
oxidase 2; TIGAR - Regulador de glicdlise e apoptose induzivel por TP53. Os dados representam a
média + desvio padrdo da analise em triplicata técnica. A analise estatistica foi realizada usando
ANOVA com pos-teste de Tukey considerando significativo *p<0.05 vs. pH 7,4, **p<0.01 vs. pH 7,4,
***n<0.001 vs. pH 7,4, #p<0.05 vs. pH 6,8 cronico, ##p<0.01 vs. pH 6,8 crbnico e ###p<0.001 vs. pH
6,8 cronico.
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Ainda, a condicdo de acidose aguda demonstrou valores similares a condicéo de
cultivo em pH 7,4 (Figura 4.12). Os valores de IC50 para cada droga e cada linhagem

celular estdo dispostos na Tabela 2.

Tabela 2. Valores de IC50 de inibidores metabdlicos.

Linhagem Condicao IC50 - 2DG (mM) 1C50 — 3BrP (uUM)
pH 7,4 12,30 41,83
DU-145 pH 6,8 cronico 2,52 13,77
pH 6,8 agudo 14,65 47,74
pH 7,4 0,2618 11,85
LNCaP pH 6,8 cronico 0,0665 2,74
pH 6,8 agudo 0,3273 11,60
DU-145 LNCaP
2-DG 2-DG
25+ # 0.4- ##
204 —_ o
_ _ 0.3
Ec E 0.2
g & *
* 0.1 Ill
L T 0.0- T T
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Figura 4.12. Determinacdo do IC50 para inibidores do metabolismo energético em células DU-
145 e LNCaP cultivadas em diferentes condi¢cBes de pH extracelular. Ambas as linhagens
celulares foram tratadas com diferentes doses de cada composto. A partir da curva de crescimento
celular foi calculada a dose que inibe o crescimento de 50% das células (IC50). 2DG — 2-
deosoxiglicose; 3-BrP — 3- bromopiruvato. Os dados representam a média + desvio padrdo. A
analise estatistica foi realizada usando ANOVA com pods-teste de Tukey considerando
significativo *p<0.05 vs. pH 7,4, #p<0.05 vs. pH 6,8 cronico, ##p<0.01 vs. pH 6,8 cronico de 2
experimentos independentes, em triplicata técnica para cada composto.
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4.10 Alteracao na viabilidade celular frente a drogas metabolicas

Diante dos resultados obtidos no ensaio de citotoxicidade, o efeito dos inibidores
metabdlicos (2DG e 3BrP) e das condicBes de cultivo sobre a viabilidade celular foram
avaliados, o valor de 1C50 obtido para as células cultivadas em pH 7,4, além de incluir
uma condicdo com as duas drogas combinadas. Os resultados mostraram uma diminuigéo
na viabilidade celular de células DU-145 cronicamente expostas a0 meio &cido em
comparagao com o grupo de pH 7,4 e o grupo de exposicao aguda apds 48 h (Figura 4.13).
O tratamento com os inibidores foi eficaz na reducéo da viabilidade das células de todos
0S grupos, em menor grau para a condicdo de exposicdo aguda ao pH 6,8. A 2DG
diminuiu significativamente apos 24 h a viabilidade das células em pH 7,4 e 0 grupo

adaptado ao pH 6,8.
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Figura 4.13. Efeito de inibidores do metabolismo em células DU-145 cultivadas sob diferentes
condigdes de pH extracelular. Avaliagdo de viabilidade celular utilizando o ensaio de MTT em
trés diferentes tempos de tratamento com os inibidores 2-deosoxiglicose (2DG) e 3-
bromopiruvato 3-BrP. Os dados representam a média + desvio padrdo de 2 experimentos
independentes, em triplicata técnica para cada condi¢do. Uma analise estatistica foi realizada
usando ANOVA com p6s teste de Tukey considerando significativo *p<0.05 vs. pH 7,4, **p<0.01
vs. pH 7,4, ***p<0.001 vs. pH 7,4, #p<0.05 vs. pH 6,8 cronico, ##p<0.01 vs. pH 6,8 crbnico e
###p<0.001 vs. pH 6,8 cronico. ¥p<0.05 vs. pH 6,8 agudo, ¥¥p<0.01 vs. pH 6,8 agudo,
¥¥¥p<0.001 vs. pH 6,8 agudo, ***a:p<0.001 vs. 2DG/pH 7,4, ###a:p<0.001 vs. 2DG/pH 6,8
cronico, ¥¥¥a:p<0.001 vs. 2DG/pH 6,8 agudo, ***h:p<0.001 vs. 3BrP/pH 7,4, ###b:p<0.001 vs.
3BrP/pH 6,8 cronico, ¥¥b:p<0.01 vs. 3BrP/pH 6,8 agudo e ¥¥¥b:p<0.001 vs. 3BrP/pH 6,8 agudo.
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O efeito do inibidor 3BrP foi muito eficaz e significativo para a reducédo de células
viaveis em condigdo adaptada (###0b<0,001). O efeito redutor das células viaveis foi ainda
maior quando drogas combinadas foram usadas em comparacdo com células ndo tratadas
ou células tratadas com apenas uma das drogas, para todas as condi¢fes e novamente mais
expressiva para a condicdo adaptada a pH 6,8 (Figura 4.13).

Em contrapartida, o efeito dos inibidores na linhagem LNCaP foi proporcional ao
tempo de tratamento. Ap6s 72 horas na presenga destas drogas podemos observar uma
reducdo da viabilidade celular para todas as condicdes de cultivo, exceto para a droga
3BrP (Figura 4.14). Uma resposta mais eficaz de tratamento foi com a droga 2DG, a qual
proporciona a reducédo de célula vidveis independe da condicdo de pH em que as células
foram cultivadas e esta resposta reflete na influéncia da condic¢des de drogas combinadas
(2DG+3BrP), a qual parece ser a efetora do tratamento, ja que ndo difere da condicdo

com apenas 2DG (Figura 4.14).
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Figura 4.14. Efeito de inibidores do metabolismo em células LNCaP cultivadas sob diferentes
condicBes de pH extracelular. Avaliacdo de viabilidade celular utilizando o ensaio de MTT em
trés diferentes tempos de tratamento com os inibidores 2-deosoxiglicose (2DG) e 3-
bromopiruvato 3-BrP. Os dados representam a média = desvio padrdo de 2 experimentos
independentes, em triplicata técnica para cada condi¢do. Uma analise estatistica foi realizada
usando ANOV A com pos teste de Tukey considerando significativo *p<0.05 vs. pH 7,4, **p<0.01
vs. pH 7,4, ***p<0.001 vs. pH 7,4, #p<0.05 vs. pH 6,8 cronico, ##p<0.01 vs. pH 6,8 crbnico e
###p<0.001 vs. pH 6,8 cronico. ¥p<0.05 vs. pH 6,8 agudo, ¥¥p<0.01 vs. pH 6,8 agudo,
¥¥¥p<0.001 vs. pH 6,8 agudo, ***a:p<0.001 vs. 2DG/pH 7,4, ###a:p<0.001 vs. 2DG/pH 6,8
cronico, ¥¥¥a:p<0.001 vs. 2DG/pH 6,8 agudo, ***b:p<0.001 vs. 3BrP/pH 7,4, ###b:p<0.001 vs.
3BrP/pH 6,8 crénico, ¥¥b:p<0.01 vs. 3BrP/pH 6,8 agudo e ¥¥¥h:p<0.001 vs. 3BrP/pH 6,8 agudo.
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4.11 Efeitos da citotoxicidade com quimioterapicos

A resposta citotoxica frente ao quimioterapico cisplatina (CDDP) foi avaliada
através do ensaio de sulforodamina B (SRB). A partir desses dados foi determinado o
IC50 de cada linhagem celular e em cada condig&o de cultivo. As células em condicdo de
acidose cronica se mostraram mais sensiveis ao farmaco (2,34 UM para DU-145 e 0,064
KM para LNCaP) quando comparadas as células cultivadas em pH 7,4 (9,09 uM para DU-
145 e 0,178 uM para LNCaP) e sob acidose aguda (18,52 uM para DU-145 e 0,489 uM
para LNCaP). As células sob acidose aguda se mostraram mais resistentes (maior 1C50)
ao quimioterapico que as celulas cultivadas em pH 7,4. Sendo assim, as linhagens
adaptadas ao meio acido podem ser cerca de trés a quatro vezes mais sensiveis a acdo da
droga quando comparadas as células cultivadas em pH 7,4, dependendo da linhagem. Por
outro lado, as células sob acidose aguda sdo cerca de duas vezes mais resistentes quando

comparadas as células cultivadas em pH 7,4 (Figura 4.15).
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Figura 4.15. Citotoxicidade da cisplatina em células DU-145 e LNCaP cultivadas sob diferentes
condigdes de pH extracelular. A partir de uma curva de regresséo linear foi obtido o valor de IC50.
Dados representativos foram mostrados para cada condicdo de cultivo para ambas as linhagens. O
grafico mostra a média + desvio padrdo e o ensaio foi realizado em quadruplicata.
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5. DISCUSSAO

A reprogramacgdo metabdlica é um aspecto diferencial nas células cancerigenas,
mas a escolha de captagdo energética adotada pelas células apresenta consequéncias no
ambiente do proprio tumor, o meio extracelular serd acidificado e somente células bem
adaptadas sobreviverdo, ao passo que este agente estressor proporciona vantagens a estas
células adaptadas, garantindo beneficios para a progressao tumoral (KATO et al., 2013).
Neste estudo propusemos avaliar as respostas bioenergéticas das células que se adaptam
a esta condicdo de acidose tumoral, visando as alteracBes no perfil energético e
modificacdes celulares que beneficiam as células tumorais em ambiente &cido, bem como
a resposta destes grupos adaptados a drogas inibidoras de metabolismo glicolitico.

Nesse trabalho, linhagens celulares de céncer de prostata foram adaptadas ao
cultivo sob acidose extracelular. Os achados do nosso trabalho estéo de acordo com outros
estudos que realizaram a adaptacdo de células em meio extracelular acido (CORBET et
al., 2014; DAMAGHI et al., 2015), nos quais as células inicialmente ndo se adaptam ao
meio modificado e a manutencdo do cultivo por longos periodos em meio &cido é
necessaria para que as células atinjam taxas de crescimento iguais as células normais.

A influéncia da acidose extracelular no desenvolvimento do cancer é amplamente
investigada e a condicdo de exposicao aguda e crénica deve ser levada em consideracao.
A resposta bioldgica nos ajuda a entender o processo de adaptacdo celular a uma condicéo
estressora. A reducdo das taxas de crescimento celular sob acidose aguda durante o
periodo adaptativo pode ser interpretada como uma resposta natural da populacéo a um
ambiente adverso e a selecdo de fendtipos resistentes (MOELLERING et al., 2008), e
essa condicdo induzird processos apoptéticos (SMALLBONE; MAINI; GATENBY,
2010; JUSTUS; SANDERLIN; YANG, 2015; DONG et al., 2018).

Cronicamente, o ambiente acidificado atua como um agente estressor que seleciona
as células resistentes a essa condi¢do, as quais recuperam as taxas de crescimento
(JUSTUS; SANDERLIN; YANG, 2015). Para alguns autores, a acidose cronica atua
como uma pressao de selecdo darwiniana, modificando a estabilidade gendmica,
induzindo a evolugdo somatica dessas células (XIAO et al., 2003; WOJTKOWIAK et al.,
2012). Outro fator que reforca este cenario adaptativo, em especial para a linhagem DU-
145, é o tempo de duplicacdo das células. Quando expostas de forma crénica ao ambiente

acido ocorre uma selecéo das células mais resistentes, proporcionando a recuperacao das
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taxas proliferativas, reduzindo ou se assemelhando ao tempo de duplicacdo de células
cultivadas em pH 7,4 (JUSTUS; DONG; YANG, 2013).

A adaptacdo ao meio acido foi acompanhada de modificacbes morfoldgicas em
ambas as linhagens do estudo. Em comparacgdo com as linhagens parentais cultivadas em
pH 7,4, as células cultivadas em meio acido adotaram um morfotipo mais mesenquimal.
Esta mudanca fenotipica, como consequéncia de estados adaptativos ao ambiente
acidificado, vai ao encontro de outros trabalhos que induziram células a acidose
extracelular observando uma alteracdo morfoldgica (DAMAGHI; GILLIES, 2017;
PELLEGRINI et al., 2018).

A remodelacéo celular para um fen6tipo mesenquimal traz & tona o conceito de
“transicdo epitélial-mesenquimal”. Modificagdes no estado morfologico das células
garantem mudancas na motilidade, proliferacdo e interacbes com o ambiente. Neste
cenario, ha a perda de um estado de menor motilidade para um cenario com remodelacéo
citoesquelética e ganho de mobilidade e capacidade para invadir, devido ao morfotipo
fusiforme e projecBes de longos pseuddpodes. Este processo estda intimamente
relacionado as propriedades invasivas e migratorias necessarias para o desfecho
metastatico (KALLURI; WEINBERG, 2009; YE; WEINBERG, 2015; THOMSON;
BALCELLS; CASCANTE, 2019). Em contrapartida, as células DU-145 visualizadas por
imunofluorescéncia apresentam outra dindmica morfoldgica que ndo corrobora com 0s
achados da microscopia dptica.

Ainda como consequéncia do estado proliferativo e morfoldgico das células
cultivadas em meio acido, observamos um perfil migratério diferenciado entre as
linhagens e as condicdes de cultivo. As células DU-145 cultivadas em pH 7,4 e 6,8
crénico apresentaram maior motilidade quando comparadas a condi¢do de pH 6,8 agudo.
Estes achados vao ao encontro de outros estudos que investigaram a relacdo de ambientes
acidos e o aumento da migracdo celular, inclusive com caracteristicas morfotipicas
semelhante as descritas neste estudo, as quais conduziriam a um fendtipo metastatico
(DAMAGHI; GILLIES, 2017; Ll etal., 2017; VANDER LINDEN; CORBET, 2019).

Enquanto isso, a migracdo das células de LNCaP se mostrou reduzida para todas as
condices, especialmente para as células cultivas em meio &cido, fato j& evidenciado por
estudos com outras linhagens celulares, que também apresentam caracteristicas celulares
responsivas aos hormonios andrégenos para promocao de processos proliferativos, ao
passo que a linhagem DU-145 ¢é androgeno independente (CORCORAN et al., 2012;
CUNNINGHAM; YOU, 2015).
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A condicdo de acidificagdo do meio extracelular estimula processos relacionados a
migracdo celular, como a ativacdo de enzimas que degradam e remodelam o MEC, estas
sdo principalmente as MMPs e catepsinas, ou seja, proteases ativadas por pH acido que
dissolvem as aderéncias do substrato celular proporcionando a liberacdo de células
invasivas (BROWN; MURRAY, 2015; YAMAMOTO; MURPHY; TROEBERG, 2015;
BANG-RUDENSTAM; CEREZO-MAGANA; BELTING, 2019).

O fendtipo metabdlico adquirido pelas células expostas a acidose confere uma
vantagem proliferativa significativa, fornecendo biomassa para duplicacdo celular
(PEPPICELLI et al., 2017a). O microambiente estimula alteracdes na resposta celular
possibilitando a progressédo do cancer, promovendo proliferacdo, evasédo de apoptose,
adaptacdo metabolica, migracdo e invasdo, além de regulacdo do ciclo celular
(ROMERO-GARCIA et al., 2011; WEBB et al, 2011; SHARMA; BOISE;
SHANMUGAM, 2019).

Em relacdo ao ciclo celular, as linhagens do estudo apresentaram diferentes
resultados. O efeito do meio acidificado sob o ciclo celular é bem documentado pela
literatura como um fator-chave para a proliferacdo celular (WEBB et al., 2011,
PEPPICELLI et al., 2017a; WHITE; GRILLO-HILL; BARBER, 2017). A linhagem
LNCaP apresentou pouca variacdo entre condi¢des de cultivo, enquanto as células DU-
145 tiveram alteracOes nas fases de duplicacédo celular ao longo do tempo, especialmente
a condicdo adaptada ao pH 6,8. Esta promocdo de entrada em fase G2/M ficou explicita
para a condicdo adaptada de DU-145 apds 48 horas de cultivo, este fenémeno € conduzido
pelo aumento do pH intracelular, devido a atividade de transportadores de préton H* para
0 meio extracelular. Esta alteracdo no ciclo celular pode também estar relacionada a
funcdo do complexo regulador de mitose frente ao ambiente modificado (RESHKIN et
al., 2000; PUTNEY; BARBER, 2003).

A exposi¢do ao meio cido leva a uma diminui¢do do pH intracelular, gerando uma
reducdo da atividade da ciclina B dependente quinase 1 (CDK1), por manter a
fosforilagdo inibitéria de CDK1 em Tyrl5 (Cdk1-pTyrl5) (PUTNEY; BARBER, 2003).
Em contrapartida, a exposicéo prolongada ao ambiente &cido, juntamente com a agdo de
extrusao de prétons por alguns transportadores, leva a um aumento nos niveis da fosfatase
CDC25, a qual desfosfolira Tyr25, conduzindo novamente ao aumento da quantidade de
CDK1 ativa para promover a progressao de fase G2/M (PUTNEY; BARBER, 2004;
WHITE; GRILLO-HILL; BARBER, 2017).
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Em relacdo a morte celular, nossos achados diferem dos trabalhos encontrados na
literatura, nos quais existem uma relacdo do baixo pH extracelular com a resisténcia a
apoptose, apesar das células cancerigenas serem mais suscetiveis & apoptose devido
constante ao estresse (RYDER et al., 2012; PEPPICELLI et al., 2014, 2019). Também foi
possivel observar uma resposta diferenciada entre as linhagens, principalmente quanto a
condicdo de cultivo e tempo de exposi¢do, ocorrendo maior taxa de apoptose nas células
LNCaP adaptadas. Esta grande variacdo nas taxas de morte celular observada nas células
LNCaP expostas ao meio acido, pode estar relacionado a escassez de ATP, devido a falta
de adaptacéo energética ou um ambiente hipoxico estressor (PEPPICELLI et al., 2017a).

Enquanto isso, as células DU-145 também modificaram sua resposta a
sobrevivéncia quando expostas de forma cronica no meio acido. Ao passo que, ndo ha
uma variacdo de morte celular em relacdo ao tempo de cultivo pode ser reflexo da acédo
de expressdo génica de alvos importante na sensibilizacdo a apoptose, que juntamente a
outros genes irdo equilibrar a producdo de espécies reativas de oxigénio (BENSAAD et
al., 2006), as quais induzem a apoptose quando em altos niveis devido a permeabilizacao
da mitocéndria e liberacdo de citocromo c, também sustentada por proteinas da familia
Bcl2 (CAIRNS; HARRIS; MAK, 2011; DANHIER et al., 2017).

Outro fator que pode promover a morte celular de ambas as linhagens € a
desregulacdo da via intrinseca de morte celular, a qual é mediada pelas mitocondrias
(SHARMA,; BOISE; SHANMUGAM, 2019). Sabe-se que membros da familia Bcl-2
regulam esta via, onde em tecidos tumorais ha uma regulacao positiva desta proteina anti-
apoptatica inibido o processo através da supressdo de duas proteinas desencadeantes pro-
apoptaticas (Bax e Bak) (HANAHAN; WEINBERG, 2011; RYDER etal., 2012; RUSSO
et al., 2018). A expressao da proteina Bax na linhagem DU-145 é amplamente discutida
na literatura (CUNNINGHAM; YOU, 2015), enquanto alguns trabalhos comentam sua
expressdo (MU et al., 2013), outros grupos indicam sua auséncia (NUTT et al., 2002), o
que implicaria nos niveis baixos de apoptose mesmo com o passar do tempo de exposicao.

Ao analisar a taxa de consumo de oxigénio (OCR), observamos que as células
cultivadas em meio acido aumentaram o0 consumo de oxigénio em parametros
respiratorios importantes. Nossos achados vado ao encontro dos resultados obtidos por
Khacho et al. (2014), os quais também evidenciam um aumento de parametros como,
consumo basal e respiracdo maxima, aléem da capacidade reserva em células tumorais
cultivadas em meio com pH 6,8, estes autores relacionam este cenario com a manutencao

da funcdo mitocondrial em ambientes hipdxicos, sendo conduzidos pelo estimulo da
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acidose. As variaveis elevadas ou que se mantem estaveis refletem as condicOes
adaptativas das células quando expostas ao meio &cido, configurando o aumento da
demanda de ATP, ao mesmo tempo que demonstram o uso parcial da sua capacidade
respiratoria maxima o que conduz a uma capacidade reserva elevada (CHACKO et al.,
2014; VAYALIL, 2019).

Este perfil bioenergético apresentado em nosso estudo, atrelado ainda a uma
estabilizacdo no vazamento de préton e no consumo ndo mitocondrial, real¢ca a condigédo
saudavel das mitocondrias e a auséncia de estressores nestas células (CHACKO et al.,
2014). A capacidade extra disponivel nas células para produzir energia em resposta ao
aumento do estresse estd diretamente relacionada a sobrevivéncia celular, mesmo na
privacdo de energia, aumentando sua viabilidade (NICHOLLS, 2009; PFLEGER; HE;
ABDELLATIF, 2015). Em nosso estudo, os resultados obtidos nas analises de
respirometria sugerem um estado mais oxidativo por parte das células sob acidose,
mesmo que esse perfil mais oxidativo esteja geralmente associada a perfis ndo
proliferativos ou que a acidose conduza a um estado mais glicolitico, o que vem sendo
discutido por diversos estudos (XIE et al., 2014; VAYALIL; LANDAR, 2015).

O padrédo oncobioenergético adotado pelas mitocdndrias pode variar conforme os
estagios do desenvolvimento tumoral (VAYALIL; LANDAR, 2015). Foi observado que
os fenotipos invasivos agressivos de cancer de préstata apresentam um perfil mais
glicolitico enquanto um aumento na OXPHQOS esta associado a um estado pré-maligno.
Em contrapartida, outras evidéncias estdo moldando este conceito, esbocando uma
escolha metabdlica dual pelas células cancerigenas conforme as condigfes
microambientais. Uma dessas condi¢des € a acidose latica, uma consequéncia do efeito
Warburg que condiciona as células em estado glicolitico para outro mais oxidativo (XIE
etal., 2014).

Apesar deste cenario menos glicolitico, muitas enzimas reguladoras deste perfil
persistem sendo expressas (XIE et al., 2014; WU; YING; HU, 2016). Logo a condicéo de
acidose traz outras vantagens a estas celulas, pois confere uma utilizacdo de glicose de
forma econdmica e assim certa resisténcia a morte induzida por privacao de glicose (WU,
YING; HU, 2016). Levando em consideracdo estes conceitos, nossos achados revelam
uma condicdo oxidativa das células tumorais em meio &cido, corroborando com 0s
preceitos desenvolvidos por estudos atuais, 0s quais denominam o tecido tumoral neste
estado como “tumores oxidativos” (LEHUEDE et al., 2016). Este estado de maior

OXPHOS e o0 metabolismo mitocondrial aumentado inclusive é relacionado ao
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condicionamento de fendtipo metastatico (LEBLEU et al., 2014; PISKOUNOVA et al.,
2015).

O aumento do potencial de membrana mitocondrial (PMM) em ambas as condigdes
acidas corroboram com o perfil mais oxidativo observado para as células DU-145. O
aumento da atividade mitocondrial, mesmo em ambiente acido, demonstrando a atuacédo
de um componente chave no armazenamento de energia durante a OXPHOS em
condigdes estressoras (ZOROVA et al., 2018). O PMM reflete a condigdo da cadeia
transportadora de elétrons, logo a eficiéncia na producdo de ATP. Além disso, esta
manutencdo e alteracdo de atividade das mitocéndrias esta diretamente atrelada ao apoio
a proliferacdo de células cancerigenas (MARTINEZ-REYES et al., 2016). Em modelos
animais, a atividade mitocondrial aumentada avaliada a partir do PMM correlacionou-se
positivamente com o potencial tumorigénico e representa o perfil da maior parte da
células iniciadoras de tumor (VIALE; CORTI; DRAETTA, 2015).

O aumento gradativo de PMM observado em nosso estudo reflete a resposta de
células tumorais a acidose, a qual conduz as células a aumentar a atividade mitocondrial
devido a queda no fornecimento de ATP, pois o potencial de membrana fornece a forca
motriz para a sintese de ATP nas mitocondrias (ZOROVA et al., 2018). Assim como
descrito por Khacho et al. (2014), PMM elevada, apesar da condi¢do acida, manifesta que
a funcdo respiratoria mitocondrial foi preservada ou mantida pela acdo da ATP sintase, 0
que resultaria em consumo de ATP. A reestruturacdo mitocondrial conduzida pela
condicdo estressora também é modulada para evitar a fragmentacdo mitocondrial e morte
celular induzida por hipdxia, promovendo a fusdo mitocondrial e a remodelacéo da crista
(KHACHO et al., 2014).

Os resultados das andlises de expressao génica (RT-qPCR) sugerem uma adaptacdo
metabolica diferencial para as células cultivadas em meio acido de forma aguda e crénica.
Embora ambas as células cultivadas em meio acido tenham apresentado um aumento no
perfil oxidativo de acordo com os ensaios de respirometria, as células adaptadas ao cultivo
crénico em meio acido mostraram uma diminuigdo na expressao de genes associados a
glicolise, enquanto as células expostas de forma aguda ao meio &cido apresentaram um
aumento da expressao desses genes. Estes achados estdo de acordo com trabalhos prévios,
0S quais mencionam a reprogramacao metabdlica sofrida pelas células tumorais adaptadas
a um microambiente acido com reducédo na glicélise e aumento da OXPHOS (CHEN et
al., 2008; XIE et al. 2014; PEPPICELLI et al., 2017b).
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Além disso, nossos resultados demonstram que as células expostas de forma aguda
possuem metabolismo diferente das células adaptadas ao meio acido. O estado hipoxico
é uma condicdo conhecida por favorecer a expressao de diversos genes glicoliticos pela
inducdo de HIF1, o qual encontra-se elevado nas células expostas de forma aguda ao meio
acido e diminuido em células adaptadas ao cultivo em meio acido.

CORBET & FERON (2017) comentam o papel de mediador de HIF1, gene sensivel
a condicOes de O, regulando positivamente genes que também se apresentam elevados
em nosso estudo, como HK2, G6PD, PKM2 e MCT4. Logo, as células apresentam um
cenario favoravel a captacdo e fosforilagdo de glicose, favorecendo o fluxo glicolitico,
mas acidificando 0 ambiente, devido a liberacdo de lactato pelos transportadores MCT4,
0 qual se mostrou fortemente expresso nas células DU-145 com exposicdo aguda a
acidose extracelular induzida. Além disso, a superexpressdo desse gene caracteriza
tumores agressivos (GATENBY et al., 2006; ROMERO-GARCIA et al., 2011).

De acordo com diversos trabalhos publicados e revisados por CORBET & FERON
(2017), este quadro de expressdo de HIF1 reflete um estado de hipdxia do ambiente, o
qual utiliza de artificios moleculares para induzir a captagédo de recursos, proporcionando
o efeito Warburg. Outro fator transcricional com expressdo elevada nas células expostas
de forma aguda ao meio &cido é o c-Myc, também relacionado com a ativacdo de genes
da via glicolitica, principalmente HK2 e PKM2, contribuindo para a produgdo de energia
através da glicolise, mas ao mesmo tempo estd envolvido na transcricdo de alvos que
aumentam a biogénese mitocondrial e a funcdo mitocondrial. Ainda assim, c-Myc € o
principal responsavel pela utilizacdo de glutamina pelas células em proliferacdo (WANG
etal., 2011).

Em contrapartida, um estado de acidose crbnica parece conduzir a respiracdo
mitocondrial nas células cancerigenas, com uma concomitante reducéo da glicélise como
por intermédio da acidose latica, gerando um aumento da dependéncia pela respiracdo
aerobica (CHEN et al., 2008; XIE et al., 2014), o que pode caracterizar o estado das
células adaptadas a exposicdo crénica em ambiente acido. Por outro lado, a expresséo do
gene LDHA se mostrou aumentada nas células adaptadas ao meio acido, ao passo que este
alvo esta menos expresso nas células expostas de forma aguda ao meio com pH 6,8.

DEBERARDINIS et al. (2008) e XIE et al (2014) comentam a importancia do gene
LDHA na conversdo de piruvato para lactato em células metastaticas, bem como
regenerando o NAD" em favor de um fluxo glicolitico. Sua expressdo diferencial em

células adaptadas ao meio &cido pode estar relacionada a ativacao de vias alternativas de
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captacao energética, como o uso de lactato na geracao de intermediarios do ciclo TCA e
seu papel como molécula reguladora da incorporagdo e metabolismo da glutamina (DE
LA CRUZ-LOPEZ et al., 2019).

O aumento no metabolismo deste aminoacido ocorre em situacdes de privacao de
glicose em que as células se adaptam utilizando substratos de outras vias, especialmente
para alimentar o ciclo de Krebs, e em consequéncia da estabilizagdo do HIF1-a pelo
lactato (WARD; THOMPSON, 2012; RAJENDRAM; PREEDY; PATEL, 2015; DE LA
CRUZ-LOPEZ et al., 2019). Quando chega na mitocéndria, a glutamina passa por
diversas conversdes enzimaticas até ser incorporada no ciclo TCA na forma de a-
cetoglutarato, e por fim gerando malato. Este ultimo é exportado para o citoplasma onde
é convertido em piruvato e posteriormente em lactato pela LDHA (RAJENDRAM,;
PREEDY; PATEL, 2015; DE LA CRUZ-LOPEZ et al., 2019).

Apesar disso, as células expostas de forma cronica e aguda ao pH 6,8 apresentam
uma reducdo de GLUDL, sendo significativo para a condicdo aguda. Tais achados véo ao
encontro do estado de proliferagdo das células cancerigenas. O metabolismo de
glutamina, em especial do glutamato derivado deste aminoacido é utilizado para gerar
aminoéacidos ndo essenciais, no entanto o estado celular ird variar o conjunto enzimatico
responsavel pela metabolizacdo. As células altamente proliferativas utilizam enzimas
transaminases glutdmico-oxaloacéticas (GOT1 e GOT2), enquanto as células quiescentes
metabolizam o glutamato através do GLUDJ, para posteriores reacdes de descarboxilacdo
no ciclo TCA (ABREGO et al., 2017; CRAZE et al., 2019).

Ao avaliar os aspecto bioenergéticos e transcricionais que descrevem opcgoes
metabolicas diferentes para as células DU-145 devemos levar em consideragdo a
caracteristica de heterogeneidade de fenotipos metabdlicos, que ocorre tanto entre
tumores como em regides distintas do mesmo tumor, e ainda de acordo com o tecido de
origem (ELIA et al., 2016; HENSLEY et al., 2016). Estudos recentes demonstram uma
forte relacdo entre a acidose local e a aquisicdo de plasticidade metabdlica conduzindo a
reprogramacao metabdlica do tumor, mais especificamente ao obter um fenotipo hibrido
entre glicolise e OXPHOS ou ainda ter a tendéncia para uma das vias (PEPPICELLI et
al., 2016; SHIN; CHEONG, 2019). Este cenario de alternancia entre vias garante a
melhora na sobrevivéncia em condic¢Oes adversas, fornecendo vantagens de crescimento
na presenca de substrato, no caso da glicolise, ao passo que proporciona 0 uso de
substratos alternativos e resisténcia sob privacdo de glicose, devido ao fenétipo OXPHOS
(DAR et al., 2017; PEPPICELLI et al., 2017b).
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O perfil metabdlico empregado pode diferir também de acordo com o ganho de
potencial metastatico das células tumorais. As células tumorais metastaticas fazem uso
desta flexibilidade metabdlica com o intuito de responder com eficiéncia as demandas
que estdo sob constantes mudancgas no ambiente e optar pela via metabdlica que garantira
sua sobrevivéncia (LEHUEDE et al., 2016). Como diferencial, o metabolismo
mitocondrial oxidativo tem se mostrado com um importante regulador da metéstase
tumoral, proporcionando em algumas linhagens celulares o aumento gradativo de
caracteristicas metastaticas conforme a atividade mitocondrial aumenta (MORENO-
SANCHEZ et al., 2007).

As ceélulas epiteliais prostaticas normais, diferentemente das maioria dos outros
tecidos, utilizam mais a via da glicélise. No entanto, ao aparecer as lesdes inicias neste
tecido ocorre a mudanca progressiva para o metabolismo dependente de OXPHOS,
resultando em um fendtipo metabolico misto ao decorrer do processo metastatico, devido
ao metabolismo extremamente energético em cada etapa (ELIA et al., 2016). Desta froma,
este cenario é evidenciado em nossos achados para as células cultivadas em meio acido,
com o perfil das células expostas de forma cronica ao meio acido lembrando o de células
em estado inicial da doenca ou ja em estado metastatico, enquanto as células expostas de
forma aguda ao meio &cido apresentam perfil mais semelhante ao de células em um estado
mais avancado de progressao do tumor.

A reprogramacdo metabdlica atuara nas células cancerigenas como um meio de
processo adaptativo no contexto do microambiente seletivo do tumor. O TME, as
linhagens celulares e as interagdes com células benignas determinam a especificidade
metabdlica das células cancerigenas. Os estresses metabolicos conduzirdo a adaptacdes
metabolicas para o desenvolvimento das caracteristicas malignas das células tumorais
(SHIN; CHEONG, 2019).

Ambas as linhagens adaptadas em ambiente &cido demonstraram uma sensibilidade
significativa a inibidores metabdlicos especificos para a via da glicélise, os quais atuam
principalmente inibindo a hexoquinase 2. Os inibidores, 2DG e 3BrP, representam drogas
ja em fase de implementacéo clinica visando o tratamento de tumores com metabolismo
glicolitico (VANDER HEIDEN, 2011; LI; ZHANG, 2016). Este efeito de sensibilizacdo
a drogas anti-metabdlicas pode estar relacionado com os baixos niveis de transcri¢do do
gene codificador desta enzima nas células adaptadas ao meio &cido. Conforme Sullivan

et al. (2014), o efeito dos inibidor 2DG €é mais pronunciado em linhagens celulares com
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baixa expressdo de hexoquinase, devido a relacdo inibitoria competitiva da glicose para
os sitios cataliticos em HK.

Devido as modificacdes metabdlicas em resposta a necessidade de sustentar altas
taxas proliferativas, as células tumorais sdo altamente dependentes da via da glicolise
(SEYFRIED; SHELTON, 2010; HANAHAN; WEINBERG, 2011). Esta resposta €
extremamente relevante para o direcionamento de novas abordagens terapéuticas,
permitindo uma potencial abordagem sobre enzimas importantes na glicélise (ATTIA et
al., 2015). Os efeitos das drogas 2DG e 3BrP observados em nosso trabalho corroboram
com a literatura, na qual uma diminuicdo significativa da viabilidade celular,
principalmente de células adaptadas ao meio &cido, foi reportada (ATTIA et al., 2015).
PICHLA et al. (2019) comentam ainda a relagéo dos efeitos da 3BrP com a mobilidade
em células cancer de prostata metastatico, no qual esta droga estaria sensibilizando e
atuando como inibidor de metéstase. Estes achados também sdo observados no presente
trabalho, onde as células adaptadas apresentam uma alta capacidade migratéria e sofrem
drastica reducéo de viabilidade frente ao agente alquilante.

As modificacbes no TME conduzidas pela atividade das células cancerigenas
favorecem a acidose tumoral que esta intimamente relacionada a progressao do processo
de tumorigénese, além de representar um importante mecanismo na assimilacdo ou
absorcao de drogas quimioterapicas (TREDAN et al., 2007; KOLOSENKO et al., 2017;
LASFAR et al., 2019). Segundo WOJTKOWIAK et al. (2011), a resisténcia a terapia
pode ndo estar somente relacionada a resisténcia bioguimica, conduzida por mutacdes
em transportadores, mas também a uma condicao fisiol6gica, no caso o pH, como reflexo
de modificacbes microambientais do tumor.

Em nossos achados, as células adaptadas ao meio acido apresentaram um aumento
na sensibilidade a cisplatina e um aumento na resisténcia das células expostas de forma
aguda ao pH acido. Esta resposta em relacdo a droga pode estar relacionada a um
mecanismo ja descrito na literatura, chamado aprisionamento de ions (WOJTKOWIAK
et al., 2011; KOLTAI, 2016). Este fenébmeno é caracterizado por formar uma barreira
fisioldgica para quimioterapicos de acordo com sua caracteristica ionizavel, impedindo
absorcéo de drogas de base fraca (KOLTAI, 2016; PELLEGRINI et al., 2018). Logo, 0
aprisionamento de ions ocorre quando ha uma grande diferenca de permeabilidade entre
0s elementos ionizados e ndo ionizadas de uma droga, que sdo impermeaveis e

permeaveis a membranas, respectivamente (WOJTKOWIAK et al., 2011).
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Como ja mencionado, a resposta das drogas fracamente alcalinas s@o prejudicadas
pelo ambiente acido que impedem a entrada de componentes ionizaveis nas celulas
conferindo resisténcia a tais drogas (PELLEGRINI et al., 2018). Em contrapartida, as
drogas com aspecto fracamente acido tém sua absorcdo favorecida por tal mecanismo,
quando em pH baixo, isto por se tratar de uma droga ndo protonada, a qual tera a sua
permeabilidade facilitada em microambiente &cido (GERWECK; VIJAYAPPA; KOZIN,
2006; KOLTALI, 2016).

A resposta das células sob cultivo acido diferiram quanto a sensibilidade a CDDP.
O mecanismo de aprisionamento de ions pode ndo ser o0 Unico responsavel pela resposta
a terapia, ao invés disso ser uma consequéncia do aspecto bioenergético. Isto porque sabe-
se que a cisplatina pode afetar a fungdo mitocondrial das células (GARRIDO et al., 2008;
MARULLO et al., 2013; CHOI et al., 2015), afetando ainda mais as células adaptadas ao
meio &cido que demonstram um perfil mais oxidativo e maior atividade mitocondrial.

O presente estudo evidenciou os processos adaptativos das células tumorais a um
agente estressor, a acidose extracelular. A partir desta selecdo foi possivel observar
modificacdes nas respostas celulares, em especial a proliferacéo e viabilidade das células.
Ainda que houvesse diferencas nas respostas celulares entre linhagens de cancer de
préstata, o cultivo nesta condi¢cdo acida conferiu também uma selecdo de células com
perfil bioenergético especifico e diferenciado em resposta adaptativa em condigdes
desvaforaveis, seja aguda ou crbnica. Além de demonstrar um perfil mais oxidativo, as
células em meio acido, em especial as cultivadas de forma crbnica, apresentaram uma
resposta sensibilizadora a inibidores metabdlicos. Diante desta resposta as drogas e o
perfil de expresséo de genes associados a via glicolitica podemos especular conceitos de
plasticidade metabdlica e a0 mesmo tempo pensar em modulacdo destas vias a fim de
propor alvos terapéuticos especificos para os grupos celulares que apresentam este perfil
de acidose e modulacdo bioenergética, em uma tentativa para eliminar as células ja em

estado avangado da tumorigénese.
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6. PERSPECTIVAS

Realizar ensaio de citotoxicidade e viabilidade celular com inibidores da rota de
fosforilacdo oxidativa;

Realizar ensaio com marcadores de massa mitocondrial e expressdo génica referente a
biogénese de mitocondrias (PGCla);

Realizar ensaio com marcadores génicos de vias alternativas, como da glutamina e
fosforilacdo de acidos graxos;

Avaliar o potencial de membrana para a linhagem LNCaP, bem como realizar os

ensaios de expressdo dos genes de enzimas metabolicas.
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