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Resumo

O cancro do pulmao, a nivel mundial, constitui uma das principais causas de mortalidade.

Em termos patologicos o cancro do pulmao é uma doenga heterogénea, classicamente
dividida em duas categorias principais, os NSCLC (do inglés, non-small cell lung cancer) e os
SCLC (do inglés, small cell lung carcinoma). Os NSCLC, representam cerca de 85% das
neoplasias malignas do pulmao e subdividem-se em trés subcategorias: adenocarcinoma,
carcinoma de células escamosas e carcinoma de grandes células.

A opcao terapéutica recomendada para o tratamento de qualquer tipo de cancro é
sempre condicionada pelo estadio em que se encontra o tumor no momento do diagnostico
e pelas caracteristicas bioldgicas do mesmo. No cancro do pulmao esta tomada de decisao
torna-se um desafio ainda mais substancial, j4 que a maioria dos doentes sao diagnosticados
em estadios avangados, estimando-se uma sobrevidade 5 anos. A investigagao constante, numa
area de intervengao tao importante como o cancro, € inquestionavelmente necessaria. Uma
dessas areas é a metaboldmica, definida como o estudo de processos bioldgicos envolvendo
compostos de baixo peso molecular (metabolitos), presentes em células ou organismos, que
participam na manutenc¢ao das fungoes celulares.

O principal objetivo deste projeto de investigagao foi compreender as alteragoes do
metabolismo de células de linhas de cancro do pulmao do tipo nao pequenas células, com
recurso a metabolomica. Pretendemos estudar as alteragdes no perfil metabolomico apos
diferentes regimes de tratamento, nomeadamente apos exposicao a farmacos utilizados
regularmente na pratica clinica nos regimes classicos de quimioterapia (QT)
(carboplatina/cisplatina) em que estes sao usados em combinagao com o pemetrexede e a
gemcitabina. Na imunoterapia, nomeadamente os ICPls (do inglés, immune checkpoint
inhibitors), tais como o nivolumab e o pembrolizumab, foram igualmente alvo de estudo, a fim
de tentar revelar potenciais biomarcadores.

A primeira parte do trabalho consistiu na caracterizagdo de duas linhas celulares
tumorais de NSCLC (A549 e HI1299) em termos de morfologia e de imunocitoquimica.
Posteriormente, avaliou-se o efeito dos diferentes fiarmacos e suas combinagoes, na
proliferagao celular, recorrendo ao estudo da atividade metabdlica, por espetrofotometria,
através do ensaio MTT (do inglés, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide).

A segunda parte deste trabalho teve como objetivo quantificar os metabolitos intra ou
intercelulares, face a exposicao das células as diferentes terapias, com recurso a espetroscopia
por ressonancia magnética nuclear. Por dltimo, para apoiar o estudo da metabolomica, foram

avaliadas a viabilidade celular e o perfil de morte celular provocadas pelos diferentes regimes
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terapéuticos, com recurso a dupla marcagao com anexina V e iodeto de propideo, através da
técnica de citometria de fluxo.

A caracterizagao das linhas celulares mostrou que a linha celular H1299 é representativa
do carcinoma de grandes células e a linha celular A549 é representativa de adenocarcinoma.
Ambas as linhas celulares nao expressam o recetor PD-L| (do inglés, Programmed death ligand
I) pelo que nao foi dado seguimento aos estudos com os ICPIs, nivolumab e pembrolizumab,
visto o seu mecanismo de agao estar na dependéncia deste recetor.

Os farmacos e as combinagoes que revelaram maior atividade anti-proliferativa na linha
celular H1299 foram a cisplatina associada a gemcitabina. Por outro lado, na linha celular A549,
concluiu-se que a cisplatina administrada isoladamente foi a que apresentou maior atividade
anti-proliferativa. Assim, a associagdo entre a cisplatina e a gemcitabina é um excelente
candidato a terapia combinada, pois esta associada a efeitos adversos moderados e a
toxicidade esta dependente da concentragao administrada.

O estudo da viabilidade celular permitiu-nos verificar que apenas houve uma diminuigao
de aproximadamente 5% de células viaveis, nao comprometendo a analise metabolémica.

A técnica de espetroscopia por ressondncia magnética permite quantificar diversos
metabolitos e obter o perfil metabolomico das células apos exposicao a diferentes regimes de
tratamento quimioterapéuticos. Além dos constrangimentos existentes devido a pandemia,
questoes técnicas associadas a uma avaria no equipamento de ressonancia magnética nuclear,
no qual estas amostras seriam analisadas, impediram a obtencao dos resultados da analise
metaboldmica. Assim, a continuidade deste trabalho prende-se com a quantificacio dos
metabolitos presentes nas amostras das linhas celulares em estudo e posterior identificagao
de possiveis biomarcadores in vitro, como também a translagao deste estudo pré-clinico para
um estudo clinico, cujo principal objetivo consiste na validagao da identificagao desses
biomarcadores em biofluidos, de forma a perceber se poderao efetivamente ser considerados

biomarcadores especificos para o cancro do pulmao.

Palavras-chave: cancro do pulmao, metabolomica, quimioterapia, biomarcadores.
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Abstract

Lung cancer worldwide is a major cause of mortality.

Pathologically, lung cancer is a heterogeneous disease, classically divided into two main
categories, namely NSCLC (non-small cell lung cancer) and SCLC (small cell lung cancer).
NSCLC represent 85% of malignant lung cancer and are subdivided into three categories:
adenocarcinoma, squamous cell carcinoma and large cell carcinoma.

The therapeutic option chosen for the treatment of any type of cancer is always
dependent on the stage of the tumour at the diagnosis and on its biological characteristics. In
lung cancer, this decision is a substantial challenge, since most of the patients are diagnosed at
advanced stages, with a 5-years survival estimate. Thus, constant research in an area of
intervention as important as cancer is unquestionably necessary. One of these areas is
metabolomics, defined as the study of biological processes involving low molecular weight
compounds (metabolites), present in cells or organisms, which participate in the maintenance
of cellular functions.

The main objective of this research project is to understand the altered metabolism of
NSCLC cell lines, using metabolomics. Thus, it is intended to study changes in the metabolomic
profile after different treatment regimens, namely after exposure to drugs regularly used in
clinical practice within classic QT regimens (carboplatin/cisplatin) in which these are used in
combination with pemetrexed and gemcitabine. In immunotherapy, namely ICPls (immune
checkpoint inhibitors) such as nivolumab and pembrolizumab, to reveal potential biomarkers.

The first part of this work included the characterization of two lung cancer tumour
cell lines (A549 and HI299) in terms of morphological and immunohistochemical
characterization.

Subsequently, the effect of different drugs and their combinations was evaluated on cell
proliferation, using the study metabolic activity, through MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay. The second part of this work aimed to quantify intra
or intercellular metabolites in view of the exposure of cells to different therapies using nuclear
magnetic resonance spectroscopy.

Finally, to support the study of metabolomics, cell viability and the profile of cell death
caused by the different therapeutic approaches studied were evaluated, using double labelling
with annexin V and propidium iodide by flow cytometry.

The characterization of the cell lines showed that H1299 cell line is representative of
large cell carcinoma and A549 cell line is representative of adenocarcinoma. Both cell lines do

not express the PD-L| receptor (Programmed death ligand ), so studies with ICPIs, namely
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nivolumab and pembrolizumab, were not followed up, as their mode of action is dependent
on this receptor.

The drugs and combinations, which showed greater anti-proliferative activity in the
H1299 cell line, were cisplatin associated with gemcitabine. In the A549 cell line, it can be
concluded that cisplatin administered alone showed greater anti-proliferative activity. Thus,
the association between cisplatin and gemcitabine is seen as an excellent candidate for
combination therapy, as it is associated with moderate side effects and toxicity is dependent
on the dose administered.

The study of cell viability did not verify that there was only a decrease of approximately
10% of viable cells, without compromising the metabolomic analysis.

The technique of spectroscopy by nuclear magnetic resonance allows quantifying
several metabolites and obtaining the metabolic profile of cells after exposure to different
chemotherapeutic treatment regimens. In addition to the existing constraints due to the
pandemic, technical issues associated with a failure in the nuclear magnetic resonance
equipment in which these samples would be analyzed hampered the obtaining of the
metabolomics results. Thus, the continuity of this work comprises the quantification of the
metabolites present in the samples of the cell lines under study and subsequent identification
of possible biomarkers in vitro and the translate this preclinical study into a clinical study, whose
main objective is to validate the identification of these biomarkers in biofluids, in order to

understand if they could be considered specific biomarkers for lung cancer.

Keywords: lung cancer, metabolomics, chemotherapy, biomarkers.
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Capitulo l. Introducao

I. Conceitos Gerais

Hoje em dia, com o avango cientifico e tecnologico, é possivel entender, de uma
maneira geral, o que acontece quando as células se tornam cancerigenas (Hanahan, Weinberg,
& Francisco, 2000). O corpo humano é composto por milhes de células, que apresentam um
ciclo de vida normal, ou seja, tém a capacidade de crescer, multiplicarem-se e morrerem,
renovando os tecidos. O processo carcinogénico inicia-se, quando os genes que normalmente
controlam esse ciclo, perdem a capacidade, quer de controlar, quer de reparar os danos caso
haja mutagoes (Pitot, 1993). Devido a acumulagao dessas mutagoes, por falhas nos mecanismos
de reparagao, as células entram num processo de crescimento e multiplicagao descontrolado,
acabando por destruir e invadir as células e os tecidos adjacentes, dando assim origem ao
cancro (Torgovnick & Schumacher, 2015). Este designa um grupo vasto de doengas que pode
afetar qualquer parte do organismo, sendo também denominado por tumores malignos ou
neoplasias. Como ja referido, o cancro resulta das acumulagoes de mutagdes que ocorrem
nos oncogenes que, quando mutados, poderao iniciar processos carcinogénicos, ou nos genes
supressores tumorais, que sao responsaveis por controlar o ciclo celular impedindo o
progresso do crescimento celular de células mutadas (Corps, 201 1).

Contudo, nao é possivel encontrar uma razao especifica e exata do que leva ao
desenvolvimento do cancro (Nagy, 201 I). Sabe-se que as células sao influenciadas por diversos
fatores ambientais, fisicos, quimicos e genéticos, ou simplesmente por mutagoes ocasionais,
que influenciam e se tornam decisivos para despoletar a malignidade celular (Torgovnick &
Schumacher, 2015). Assim, o cancro torna-se numa das maiores problematicas a nivel da satude
da nossa sociedade (Hanahan et al,, 2000).

O cancro ira ser uma das principais causas de morte a nivel mundial no século XXI,
apesar de as doengas cardiovasculares ainda ocuparem o primeiro lugar. As taxas de incidéncia
e de mortalidade relativamente ao cancro estao a aumentar. As razoes sao diversas, mas
centram-se principalmente no envelhecimento da populagao, bem como nas alteragoes da
prevaléncia e distribuicao dos principais fatores de risco para esta doen¢a, tais como
hormonais, hereditarios, ou doencas metabdlicas e autoimunes. Os fatores extrinsecos
também influenciam na prevaléncia desta doenga, como por exemplo, o tabaco, o consumo

de alcool, o tipo de dieta alimentar, a exposi¢ao a radiagao ou infegoes, como sao exemplos



as infe¢oes por HPV (do inglés, human papilloma virus), por HBV (do inglés, hepatitis B virus),

ou por HIV (do inglés, human immunodeficiency virus)(Bray et al., 2018) (Saeed et al., 2019).
Em 2018, a nivel mundial contabilizaram-se 18,| milhoes de novos casos e 9,6 milhoes

de mortes. Em 2040, estima-se que o nimero de novos casos aumente para 29,5 milhoes e

que esta doenca seja responsavel por 16,5 milhoes de mortes (Cancer, 2019).

2. Cancro do Pulmao

Apesar de todos os progressos cientificos quer a nivel do tratamento, quer a nivel do
diagnostico desenvolvidos nos ultimos anos, o cancro do pulmao continua a ser um dos
cancros mais frequentes, sendo responsavel por um numero elevado de mortes em todo o
mundo, tornando-se um problema com um grande impacto nao sé na medicina mas também
a nivel economico e social (Haznadar et al,, 2016b; Nasim, Sabath, & Eapen, 2019). Face a estas
problematicas, a busca constante por novas abordagens terapéuticas nesta area torna-se

imprescindivel.

2.1 Anatomia Pulmonar

O sistema respiratorio € constituido por dois tipos de vias aéreas, de acordo com a
sua fungao principal, sendo elas, as vias aéreas de condugao e a zona de trocas gasosas
(Figura 1). As vias aéreas de condugao, sao compostas pelas fossas nasais, a faringe, a laringe,
a traqueia, os brénquios e os bronquiolos, e sdo responsaveis por transportar a mistura gasosa
até a zona de trocas gasosas. Para além disso, garantem o aquecimento, o humedecimento e
a filtragao do ar inspirado, purificando-o de particulas e de agentes patogénicos que possam
entrar pelas cavidades nasais ou boca. A zona de trocas gasosas abrangem os bronquiolos
respiratorios, os canais alveolares, o saco alveolar e os alvéolos pulmonares, e a sua func¢ao
principal consiste nas trocas gasosas (Hollenhorst, Richter, & Fronius, 2011; Soleas, Paz,

Marcus, McGuigan, & Waddell, 2012).
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Figura | — Representacdo ilustrativa do epitélio pulmonar adaptado de (BéruBé et al,
2010). O sistema respiratério é constituido por dois tipos de vias aéreas principais: as vias
aéreas de condugdo, onde se incluem as fossas nasais, a faringe, a laringe, a traqueia, os
brénquios e os bronquiolos; e a zona de trocas gasosas que abrangem os bronquiolos
respiratorios, os canais alveolares, o saco alveolar e os alvéolos pulmonares.

As vias aéreas de condugao sao revestidas essencialmente pelo epitélio respiratorio,
um epitélio pseudoestratificado ciliado, o qual, para além das células ciliadas, apresenta uma
variedade de outras células como as células caliciformes células basais indiferenciadas, células
de Clara, e células intermediarias. Ao longo do trato respiratorio, o tipo de célula, a sua
quantidade e distribuicao variam. Os cilios das células ciliadas permitem que o muco e as
particulas estranhas sejam direcionados para a faringe onde, posteriormente, sao removidas
quer por degluticao ou quer pela expetoragao. As células caliciformes sao responsaveis por
segregar muco para o limen das vias aéreas, o qual é responsavel por lubrificar a superficie
epitelial, humedecendo o ar e por reter particulas estranhas que possam ser prejudiciais. As
células basais sao células indiferenciadas que permitem manter a homeostase do epitélio
normal, apés uma lesao ou durante a propria renovagao tecidual. As células de Clara, sao
caracterizadas por nao serem ciliadas e segregam substancias glicoproteicas, nomeadamente
mucinas e peptideos antimicrobianos, para o limen da via aérea com o intuito de proteger o
epitélio bronquiolar. Para além disso apresentam a capacidade de renovarem o epitélio
bronquiolar. Por ultimo, as células intermedidrias, apesar da sua fungao nao estar bem
elucidada, apresentam microvilosidades na superficie celular apical, detetando compostos
estranhos que possam estar nas vias aéreas. Os alvéolos pulmonares sao constituidos por dois
tipos de células; os pneumocitos do tipo |, cuja fungao principal consiste na formagao de uma

barreira que favorece as trocas gasosas e impede a passagem de fluidos e os pneumocitos do
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tipo Il, que sintetizam o surfactante pulmonar, substancia fundamental durante a respiragao,
que diminui a tensao superficial do liquido que reveste os alvéolos pulmonares, impedindo o

seu colapso (BéruBé, Prytherch, Job, & Hughes, 2010; Knight & Holgate, 2003).

2.2 Epidemiologia e Etiologia

No século XXl, o cancro do pulmiao evoluiu de uma doenga incomum e
incompreendida para o cancro mais incidente e prevalente no mundo, sendo a principal causa
de morte por cancro (Berndt, 1966). Em 2018 foram detetados 2,1 milhdes de novos casos e
esta neoplasia foi responsavel por |,8 milhoes de mortes. Em 2040 prevé-se que sejam
diagnosticados 3,6 milhoes de novos casos e que haja aproximadamente 3,1 milhdes de mortes

devido a esta doencga (Globocan Observatory, 2019b) (Figura 2)

a) 2018 2040
fiee T11ERE
o) 2018 2040

Figura 2 — Representagdo grdfica relativamente aos dados epidemiolégicas de incidéncia e mortalidade de cancro de
pulmdo em termos de a) taxa de incidéncia a nivel mundial em 2018 face a 2040 e de b) taxa de mortadlidade a
nivel mundial de 2018 face a 2040. As figuras azuis representam as mudangas demogrdficas em 2040 relativamente
ao ano de 2018. Adaptado de (Cancer, 2019).

A nivel mundial, o cancro do pulmao é o mais incidente, seguindo-se o cancro da mama
e o cancro colorretal (Figura 3a). Relativamente a mortalidade, também se classifica em
primeiro lugar, seguindo-se o cancro colorretal e o cancro do estomago (Figura 3b) (Globocan

Observatory, 2019a).
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Figura 3 — Representacdo esquemdtica dos dados epidemiolégicos dos diversos tipos de cancro a nivel mundial. a)
Representacdo esquemadtica e respetivas percentagens dos novos casos detetados. b) Representacdo esquemadtica e
respetivas percentagens do nimero de mortes provocadas por cancro. Adaptado de Globocan Observatory, 2019.

Relativamente ao género, mundialmente, o cancro do pulmao afeta principalmente o
masculino, apresentando taxas de incidéncia e mortalidade maiores face ao feminino. No
género masculino, o cancro do pulmao esta em primeiro lugar, registando 1,4 milhoes de
novos casos por ano e |,| milhoes de mortes. Relativamente ao género feminino, em termos
de incidéncia encontra-se em terceiro lugar registando 725 mil novos casos, e em termos de
mortalidade classifica-se em segundo lugar registando 576 mil mortes (Globocan Observatory,
2019a).

Em Portugal, no ano de 2018 foram detetados cerca de 58 mil novos casos de cancro,
sendo que esta doenga foi responsavel por 28 mil mortes. O cancro do pulmao esta em quarto
lugar, registando cerca de 5 mil novos casos detetados (Figura 4a) e sendo responsavel por 4
mil mortes. No género masculino o cancro do pulmao esta em terceiro lugar registando 3,9
mil novos casos (Figura 4b) e no género feminino esta em quarto lugar registando 1,2 mil

novos casos (Figura 4c) (Globocan Observatory, 2019b).
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Figura 4 — Representagdo esquemdtica e respetivas percentagens dos dados epidemiologicos dos diversos tipos de
cancro em Portugal, relativamente a a) novos casos detetados; b) novos casos detetados do género masculino; c)
novos casos detetados do género feminino (Globocan Observatory, 2019).

2.3 Histologia

O cancro do pulmao pode ser classificado patologicamente segundo uma abordagem
histoldgica ou citologica. No entanto, a classificagao histologica associada ao estadiamento é
um critério relevante na tomada de decisao do tratamento a eleger perante o diagnostico
(Travis, 2011).

O cancro do pulmao é classificado em duas grandes classes, de acordo com as
diferengas histologicas ao nivel dos tecidos, na capacidade de metastizagao e na resposta ao
tratamento. Posto isto, temos o carcinoma do pulmao de pequenas células (SCLC, do inglés
small cell lung carcinoma) e carcinoma do pulmao de nao pequenas células (NSCLC, do inglés
non small cell lung carcinoma) (Alberg, Brock, Ford, Samet, & Spivack, 2013; Larsen & Minna,
201 1; Travis, 201 1; Zheng, 2016).

O SCLC é menos comum, quando comparado com o NSCLC, e é caracterizado por
crescer rapidamente e muitas vezes apresenta metastases, contudo, apresenta uma boa
resposta a quimioterapia (QT) (Travis, 201 1). Este carcinoma ¢é definido por ser um tumor
maligno epitelial. Por outro lado, o NSCLC em comparagao com o SCLC, nao apresenta um
potencial metastatico tao elevado, contudo, nao responde a QT de uma maneira tao eficaz

(Larsen & Minna, 201 1).



O NSCLC é subdividido histologicamente em trés subclasses principais sendo elas: o
adenocarcinoma, o carcinoma de células escamosas e o carcinoma de grandes células (Larsen
& Minna, 201 I; Travis, 201 1).

Ao longo desta dissertagao apenas sera abordada a classe do carcinoma do pulmao de
nao pequenas células, visto ser o tipo de cancro de pulmao mais frequente na populagao

mundial.

2.3.1Cancro do Pulmdo de Ndo Pequenas Células

2.3.1.1 Adenocarcinoma

O adenocarcinoma, normalmente, inicia-se a partir de uma hiperplasia adenomatosa
atipica, que depois tende a progredir para um carcinoma podendo tornar-se invasivo. E
importante realgar que nem todos os carcinomas deste tipo surgem de uma hiperplasia e que
nem todos os adenocarcinomas se tornam invasivos (Wistuba & Gazdar, 2006). E definido
como sendo um tumor epitelial maligno com diferenciacao glandular ou produgao de mucina
(Travis, 201 1). Este subtipo é considerado o tipo de tumor pulmonar maligno mais comum,
manifestando-se maioritariamente no género feminino e na populagao nao fumadora (Travis,
2011). Este tipo de tumor é também caracterizado por apresentar diversos padroes
histologicos sendo eles, acinar, papilar, bronquioalveolar e sélido com produgao de mucina.
Os adenocarcinomas de padroes mistos, sao caracterizados por apresentarem diferentes
padroes histoldgicos, o que se torna um verdadeiro desafio no que diz respeito ao tipo de
tratamento mais adequado (Terasaki et al, 2003). Também sao caracterizados por expressar
diversos marcadores moleculares tais como a napisina A, TTF-1 (do inglés, thyroid transcription
factor-1), CK7 (do inglés, cytokeratin 7), CK5/6 (do inglés, cytokeratin 5/6) (. Wang, Wang, Xu,
Li, & Liu, 2020).

Este tipo de carcinoma é caracterizado por apresentar lesdes mais periféricas e crescer
mais lentamente. A sua metastizagao € considerada ampla e precoce, ja que atinge as vias de
drenagem linfatica, apresentando metastases a nivel do cérebro, dos ossos, do figado e das

glandulas suprarrenais (Kawano et al, 2012).

2.3.1.2 Carcinoma de Células Escamosas

O carcinoma de células escamosas (SCC, do inglés squamous cell carcinoma),
representa 25-35% da classe NSCLC. Este subtipo é caracterizado devido a transformagao do

epitélio bronquico e o principal fator de risco associado € o tabagismo. O SCC origina-se nas
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vias aéreas bronquicas de médio calibre o que difere do adenocarcinoma que se origina nos

bronquios de menor calibre (Berardi et al., 2015).
2.3.1.3 Carcinoma de Grandes Células

O carcinoma de grandes células é caracterizado por apresentar um perfil celular
indiferenciado (Travis, 201 1). Este tipo de tumor apresenta diferentes variaveis, sendo a mais
comum do subtipo neuroendécrino. O carcinoma de grandes células é caracterizado por
crescer muito mais rapido, relativamente a outros subtipos de carcinomas, razao pela qual
doentes diagnosticados com este subtipo apresentam um mau prognostico (lyoda et al., 2001;

Travis, 201 1).

2.4 Estadiamento e Diagnéstico

Uma das classificagoes mais frequentes dos tumores baseia-se no sistema TNM, que
avalia a extensao e dimensao do tumor primario (T), a auséncia ou presenca de ganglios
linfaticos regionais (N) e ainda se existem metastases (M) (Figura 5) (Lababede, Meziane, &
Rice, 201 I; Mirsadraee, 2012). Posteriormente, com base neste sistema, definiram-se quatro
estadios clinicos. O principal objetivo, que se prende com estas duas classificagoes, é fornecer
ao clinico uma extensao da doenga mais precisa, que ajude na avaliagao do prognostico e na

tomada de decisao relativamente ao plano de tratamento (Tabelal) (UyBico et al., 2010).

Tabela | — Estadiamento anatémico. Adaptado de Uybico et al., 2010.

Estadiamento anatémico

Carcinoma Oculto TX, NO, MO
Estadio 0 Tis, NO, MO
Estadio IA Tla/b, NO, MO
Estadio IB T2a, NO, MO
Estadio IIA T2b, NO, MO

Tla/b, NI, MO

T2a, NI, MO
Estadio IIB T2b, NI, MO

T3, NO, MO
Estadio IlIA Tla/b, N2, MO

T2a/b, N2, MO

T3, NI/2, MO

T4, NO/1, MO
Estadio l1IB T4, N2, MO

Qualquer T, N3, MO
Estadio IV Qualquer T, qualquer N, Mla/b




Tumor primdrio (T)

Tx

TO
Tis
m

T2

T3

T4

Tia
Tib

T2a
T2b

O tumor priméario ndo pode ser localizado, ou o tumor é comprovado pela presenca de células neoplasicas na
expectoracao ou em lavados brdnquicos, porém ndo é visualizado por imagiologia ou broncoscopia, ou
qualquer outro método.

Nenhuma evidéncia de tumor primario

Carcinoma insitu.

Tumor com menos de 3cm no seu maior diametro, circundado por pleura ou tecido pulmonar em toda a sua
extensdo e sem evidéncia de invasdo mais proximal do que a um brdnquio lobar (ou seja, ndo o brénquio
principal) na broncoscopia. (Nota: O tumor superficial, independentemente da sua dimensdo, com a sua
componente invasiva limitada a parede brdnquica e com possivel invasdo proximal do brénquio principal,
também é caracterizado T1)

Tumor com maior didmetro <2cm

Tumor com> 2cm e <3cm no seu didmetro maior

Tumor com didmetro maior> 3 cm, mas <que 7 cm ou envolvendo brdnquio principal mas esta, pelo menos,
2cm distal em relagdo a carina ou invade a pleura visceral ou provoca atelectasia ou pneumonite obstrutiva
que se estende a regido hilar, mas ndo envolve todo o pulmdo.

Tumor com maior didmetro > 3cm mas <5cm

Tumor com maior didmetro > 5cm mas <7 cm

Tumor com mais de 7 cm ou com invasao directa da parede tordcica (incluindo tumores do sulco superior), 0
diafragma, pleura mediastinica ou pericardio parietal ou tumor no brdnquio principal distantes <2 cm da
carina, mas sem envolvimento da carina ou tumor com atelectasia ou pneumonite obstrutiva de todo o
pulmado ou tumor assoclado a nodulo pulmonar independente no mesmo lobo.

Tumor de qualquer dimensao, com invasdo do mediastino, coragdo, grandes vasos, traqueia, eséfago, corpo
vertebral ou carina ou tumor cursando com nddulos tumorais separados no mesmo pulmao,

Nédulos linfaticos regionais (N)

NX
NO
N1

N2
N3

Metastases em nodulos linfaticos ndo demonstravels

Auséncia de metastases em nodulos linfaticos

Metastases em nédulos linfaticos da regido peribrdnquica e/ou nédulos linfaticos Ipsilaterais e
intrapulmonares, incluindo envolvimento por extensdo directa do tumor primario

Metastases em nédulo(s) linfatico(s) mediastinicos homolaterais e/ou subcarinal

Metastases em nodulos linfaticos mediastinicos contralaterais, hilares contralaterais, no escaleno e
supraclaviculares Ipsi ou contralaterais.

Metastases a distancia (M)

MX
MO
M1

7

E importante definir que o diagndstico, tem sempre por base a historia clinica do
doente, avaliando os seus habitos, o ambiente envolvente e a histéria familiar de cancro. O
diagnostico é ainda complementado com recurso a analises bioquimicas e histologicas e ainda
imagiologia médica (Bepler et al,, 2010). De acordo com a Tabela |, o estadiamento ¢ feito da
seguinte forma: no carcinoma oculto nao se consegue localizar o tumor, nao sendo identificado
por técnicas de imagiologia, nao apresenta metastases nos ganglios linfaticos ou noutros locais.
Os tumores classificados como estadio 0, sao tumores localizados (in situ) e nao apresentam
metastases. O estadio | divide-se em trés subestadios variando apenas no tamanho do tumor
e na presenca de metastases linfaticas. O estadio lll divide-se em dois subestadios, o tamanho

do tumor ¢é superior a 7 cm, havendo também a presenga de metastases. O estadio IV é

Mla

M1b

Metastases @ distdncio ndo demonstraveis

Auséncia de metastases a distdncia

Presenca de metastases a distdncia

Nédulos tumorals separados no pulmdo contralateral ou derrame pleural (ou pericardico) cito ou
histologicamente provado

Metdstases a distdncia extra toracica.

Figura 5 — Defini¢coes da classificacdo TNM, retirado de Lababede, Meziane & Rice, 201 I.

caracterizado devido a presencga de metateses em locais distantes.

2.5 Tratamento

O plano de tratamento é amplamente definido com base na histologia e estadio do

tumor. Uma das maiores problematicas do tipo NSCLC é que sé é diagnosticado em fases



mais tardias. A terapia sistémica continua a ser a base do tratamento destes carcinomas, no
entanto os resultados sao insatisfatorios. Posto isto, o NSCLC torna-se um dos cancros mais
dificeis de tratar (C.-Y. Huang, Ju, Chang, Muralidhar Reddy, & Velmurugan, 2017).

A primeira linha a considerar para o NSCLC nos estadios iniciais (I e Il) geralmente é
a cirurgia, para prevenir recidivas, e a radioterapia e a QT sao utilizadas como co-adjuvantes
(Vansteenkiste et al,, 2013). Por outro lado, para estadios mais avancados (lll e V), os doentes
sao tratados com QT como primeira linha, sendo que os farmacos mais utilizados sao a
cisplatina ou carboplatina podendo ser usados em associagio com o pemetrexede ou a
gemcitabina. Nos casos de tumores que apresentem marcadores moleculares especificos,
opta-se pela utilizagao de terapias dirigidas a alvos moleculares em monoterapia ou em

associagao com a quimioterapia (Vansteenkiste et al., 201 3).

2.5.1 Quimioterapia

A QT ¢é considerada como a introdugao de agentes quimicos ou fairmacos com a
capacidade de eliminar as células cancerigenas, apresentando uma vasta gama de efeitos
sistémicos (C.-Y. Huang et al, 2017). Atualmente existem varias classes farmacologicas
anticancerigenas, baseadas no seu mecanismo de agao, e incluem as seguintes: os agentes
alquilantes, os antimetabolitos, os antibioticos antitumorais, os inibidores das topoisomerases,
e os inibidores mitoticos (Sak, 2012).

Apesar dos melhores regimes de tratamento disponiveis, o prognostico para doentes
com NSCLC avangado continua a ser uma problematica. Face a essa adversidade, a terapia
combinada torna-se uma mais valia. Varias combinagoes sao passiveis de uso, sendo a mais
promissora a que associa um complexo de platina, onde se inserem a cisplatina e a
carboplatina, e um outro citotdxico, como € o caso do pemetrexede e da gemcitabina (C.-Y.
Huang et al,, 2017).

Este trabalho apenas abordara os agentes alquilantes, mais especificamente os
complexos de platina, na qual se insere a carboplatina e a cisplatina, e os antimetabolitos mais
especificamente, os antifolatos onde se insere o pemetrexede, e os analogos de purinas onde

se inclui a gemcitabina.

2.5.1.1 Agentes Alquilantes

Em Oncologia, o termo agente alquilante, refere-se a qualquer composto
antineoplasico, que se liga de forma irreversivel a uma diversidade de biomoléculas suscetiveis,

como acidos nucleicos, proteinas, aminoacidos e nucledtidos. Esta interagao desencadeia a
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morte celular, devido a uma interferéncia na estrutura e formacao dessas biomoléculas,
provocando a inativagao de enzimas de reparagao do acido desoxirribonucleico (DNA, do
inglés deoxyribonucleic acid) e causando danos na membrana (Oronsky, Reid, Knox, & Scicinski,
2012).

Os agentes alquilantes podem ser classificados em diferentes grupos, na qual se inserem
os analogos de platina, como a cisplatina e a carboplatina (Figura 6), que se ligam ao alvo

através do atomo de platina (Oronsky et al., 2012).

2.5.1.1.1 Cisplatina

A cisplatina ou cis-diaminodocloroplatina (Il) é um dos agentes quimioterapéuticos
mais eficaz e amplamente utilizado no tratamento de tumores sélidos, nomeadamente
carcinomas da bexiga, cabega e pescogo, pulmao, ovario e testiculo (Dasari & Tchounwou,
2014). E um composto a base de platina que forma ligagdes com as cadeias de DNA,
interferindo nos mecanismos de reparagao, pelo que se torna um potente indutor da paragem
do ciclo celular, induzindo apoptose nas células tumorais (Figura 6a) (Dasari & Tchounwou,
2014). Contudo, a cisplatina esta associada a ocorréncia de varios efeitos adversos
indesejaveis, tais como gastrointestinais (nauseas e vomitos), disturbios eletroliticos graves,
nefrotoxicidade, hepatoxicidade, cardiotoxicidade, gastrotoxicidade, ototoxicidade e
mielossupressao. Além disso, a maioria dos doentes diagnosticados com carcinoma do pulmao,
acaba por desenvolver novamente tumores (recidivas), devido ao desenvolvimento de
mecanismos de resisténcia por parte das células malignas (Dasari & Tchounwou, 2014). Para
superar essa problematica, tem-se recorrido frequentemente ao uso de terapias combinadas

com outros farmacos, com vista a reduzir também a toxicidade.

2.5.1.1.2 Carboplatina

A carboplatina, tal como a cisplatina também é um agente anticancerigeno, muito
utilizado para diversos tipos de cancro. Este agente é um derivado da cisplatina, possuindo um
mecanismo de agao semelhante, no entanto, apresenta estrutura e toxicidade diferentes
(Figura 6b). O principal alvo é o DNA, no qual o firmaco se liga fortemente, inibindo a
replicacao e a transcrigao (Sousa, Wlodarczyk, & Monteiro, 2014).

A semelhanca da cisplatina, a carboplatina também esta associada a resisténcia por
parte das células cancerigenas, tais como, mecanismos envolvidos na propria reparagao do
DNA, transportadores intracelulares e nos mecanismos de desintoxicagao, nomeadamente na

biotransformagao e extrusao destes agentes quimioterapéuticos (Sousa et al., 2014).
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Figura 6 — Representacdo esquemdtica da estrutura quimica dos agentes alquilantes: a) Cisplatina e b) Carboplatina

2.5.1.2 Antimetabolitos

A QT recorrendo ao uso de antimetabolitos, é também uma das estratégias
terapéuticas mais utilizadas no tratamento de doencas neoplasicas. Os antimetabolitos podem
ser definidos como andlogos de compostos naturais que interferem com vias metabolicas
essenciais. Embora os enzimas inibidos por estes antimetabolitos estejam presentes nas células
normais, € possivel que apresentem uma seletividade em relagao as células cancerigenas,
devido as suas elevadas taxas de replicagao. A maioria destes compostos interfere na sintese
de acidos nucleicos, dificultando a sintese de DNA, ou do acido ribonucleico (RNA, do inglés
ribonucleic acid) (Avendafo & Menéndes, 2008).

Os primeiros farmacos deste tipo que demonstraram eficacia foram os derivados de
intermediarios na sintese dos folatos. Atualmente fazem parte desta familia 17 farmacos
diferentes. Estes farmacos tém como alvo uma enzima metabolica especifica e, geralmente, sao
caracterizados por serem bem tolerados e por apresentarem respostas notaveis em cancros
de estadio avangado, podendo levar a remissao completa em alguns casos (Mehrmohamadi,
Jeong, & Locasale, 2017). Os antimetabolitos encontram-se subdivididos em diferentes classes
farmacoldgicas, sendo elas os antagonistas dos folatos, os analogos das purinas e os analogos
das pirimidinas (Mehrmohamadi et al., 2017).

Nesta dissertacao sera dado énfase a classe farmacologica dos antagonistas dos folatos,
onde se insere o pemetrexede, e a classe farmacoldgica dos analogos das purinas, onde se

insere a gemcitabina.

2.5.1.2.1 Antagonistas dos Folatos: Pemetrexede

O folato é um nutriente essencial necessario para a replicagio do DNA e apresenta-
se como um substrato essencial para diversas reagcoes enzimaticas envolvidas na sintese de

aminoacidos (Thatcher et al, 2015).
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O pemetrexede (Figura 7) € um antagonista exclusivo do folato que inibe a timidilato sintetase
(TS, do inglés thymidylate synthase), a dihidrofolato reductase (DHFR, do inglés dihydrofolate
reductase) e a enzima sintética glicinamida ribonucletidica formiltransferase (GARFT, do inglés
phosphoribosylglycinamide formyltransferase). Estes enzimas, por sua vez, estao envolvidos na sintese

das purinas e das pirimidinas, pelo que ao serem inibidas comprometem a sintese de DNA e de

RNA (Yang et al, 2013).
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Figura 7 — Representagdo esquemdtica da estrutura quimica do pemetrexed

2.5.1.2.2 Analogos das Purinas: Gemcitabina

A gemcitabina (Figura 8) é um antimetabolito dos andlogos das pirimidinas e ¢
considerada um dos novos agentes citotoxicos mais promissores. Este antimetabolito € muito
potente e especifico, ja que é estruturalmente semelhante a citidina. Durante a replicagao de
DNA, este analogo insere-se na cadeia de DNA. Como os nucleosideos nao o reconhecem,
nao se irao ligar e, consequentemente, a sintese de DNA fica comprometida e a célula sofrera
apoptose, sendo inibido o crescimento do tumor (Hayashi, Kurata, & Nakagawa, 201 |; Toschi,

Finocchiaro, Bartolini, Gioia, & Cappuzzo, 2005).
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Figura 8 — Representagdo esquemdtica da
estrutura quimica da gemcitabina.

2.5.2 Imunoterapia

A imunoterapia tornou-se um dos pilares estabelecidos para o tratamento das doengas
neoplasicas, melhorando o prognéstico de muitos doentes. As principais estratégias nas quais
a imunoterapia se baseia sao os inibidores dos checkpoints imunitario (ICPIs, do inglés Immune-

Checkpoint inhibitors) e as células T contendo um recetor de antigénio quimérico (CAR T cells,
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do inglés Chimeric antigen receptor T cells). A importancia da imunoterapia foi reconhecida pelo
prémio Nobel da Fisiologia ou Medicina em 2018, pela descoberta da proteina associada aos
linfocitos T citotoxicos (CTLA-4, do inglés cytotoxic T-ymphocyte-associated antigen 4), da
proteina de morte celular programada | (PD-1, do inglés programmed cell death protein ) e do
seu recetor, o ligando da proteina de morte celular programada | (PD-LI, do inglés
programmed death-ligand 1) (Kruger et al,, 2019).

Atualmente, os ICPIs sao a classe de imunoterapia mais estudada. A estratégia do uso
de ICPIs mais comum é o bloqueio da interagcao PD-1/PD-LI (Riley, June, Langer, & Mitchell,
2019).

O recetor PD-1 é expresso em diferentes células, incluindo os linfécitos CD4", CD§8",
os linfocitos B, as células NK (NK cells, do inglés natural killer cells) e as células T reguladoras
(Treg cells, do inglés regulatory T cells). Os ligandos de PD-1| incluem os PD-LI e os PD-L2. Os
PD-L| s3ao expressos em células T e B, células dendriticas e macréfagos, sendo também
expressos em células tumorais. Os PD-L2 também interagem com o PD-I inibindo a fungao
efetora das células T, mas ao contrario dos PD-L| que estao maioritariamente expressos nas
células T, os PD-L2 estio expressos principalmente em macréfagos e células dendriticas,
sugerindo que o PD-L2 é menos eficaz na regulagao da resposta periférica das células T
(Sundar, Cho, Brahmer, & Soo, 2015).

Fisiologicamente, os checkpoints imunitarios sao responsaveis por proteger os tecidos
saudaveis, impedindo que estes sejam afetados e destruidos pelo sistema imunitario. Quando
as células T sao ativadas, por exemplo em resposta a uma inflamagao, estas expressam PD-|
o que lhes permite reconhecer células anormais e cancerigenas. As células tumorais, para
evitar esse reconhecimento e impedir a sua eliminagao, expressam PD-LI, o qual se liga ao
PD-1 das células T inativando-as (Figura 9a). Posto isto, o uso de farmacos imunoterapéuticos
direcionados especificamente para o bloqueio desta interagao PD-1/PD-LI| favorece uma
resposta imunitaria antitumoral funcional mediada pelas células T, e que leva a morte das
células tumorais (Figura 9b). Sao exemplos desses farmacos o pembrolizumab e o nivolumab

(Benson & Agarwala, 2018).
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Figura 9 — Representagdo ilustrativa do mecanismo de acdo dos fdrmacos inibidores de PD-1/PD-LI. Em a) a
sobreexpressdo de PD-LI nas células tumorais leva a ligacdo de PD-LI ao recetor PD-| das células T inativando-as,
resuftando numa resposta imune antitumoral disfuncional. Em b) o uso farmacolégico dos inibidores de PD-1/PD-L|
impede a interacdo entre o recetor PD-1 das células T e o PD-LI das células tumorais, favorecendo uma resposta
imunitdria antitumoral funcional. Adaptado de (Benson & Agarwala,2018).

2.5.2.1. Pembrolizumbab e Nivolumab

O pembrolizumab é um anticorpo monoclonal da imunoglobulina G4 (IgG4, do inglés
Immunoglobulin G4) humanizado. O nivolumab é um anticorpo monoclonal 1Gg4 totalmente
humano. Ambos apresentam o mesmo mecanismo de agao, ou seja, centram-se na inibigao do
recetor PD-I, impedindo a ligagao do recetor PD-1 das células T com os seus ligandos PD-
LI/PD-L2 e evitando a inativacao das células T. Estes medicamentos atualmente estao
aprovados para o tratamento do melanoma avangado e para o NSCLC. Diversos estudos
publicados demonstram que estes fairmacos sao seguros e tém eficicia nestes doentes,
resultando na diminuigao do crescimento do tumor (Bunney, Zink, Holm, Billington, & Kotz,
2017a; Guo, Zhang, & Chen, 2017).

Contudo, € importante realgar que o pembrolizumab apenas foi aprovado para doentes
que expressem PD-LIl, contrariamente ao nivolumab que podera ser utilizado
independentemente da expressao do PD-LI. Face a este desafio, encontram-se atualmente em
estudo alvos moleculares para além do PD-L| que possam ser uma mais valia no tratamento

deste tipo de neoplasia (R. Chen et al, 2018).

3. Metabolomica

As células cancerigenas tém a capacidade de adaptar o seu metabolismo com o principal
objetivo de crescer, sobreviver e proliferar, o que as torna diferentes das células normais. As
alteragoes metabolicas envolvidas fazem com que haja um interesse consideravel em as

explorar para o desenvolvimento de novas terapias (Mehrmohamadi et al,, 2017).



3.1 Hallmarks of Cancer

O ambiente que envolve o desenvolvimento de determinado tumor é responsavel por
caracteristicas bioldgicas especificas que as células cancerigenas adquirem, designadas por
hallmarks (Figura 10). Sao elas: a sinalizagao proliferativa sustentada, a evasao aos supressores
tumorais, o escape ao sistema imunitario, o potencial replicativo ilimitado, a promogao da
inflamagao, a invasao e a metastizacao, a indugao da angiogénese, a instabilidade genémica, a

resisténcia a morte celular e a reprogramagao metabodlica (Hanahan & Weinberg, 201 1).
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Figura 10 — Caracteristicas bioldgicas especificas adquiridas pelo tumor.
Adaptado de (Hanahan & Weinberg, 201 1).

As células tumorais surgem devido a varias alteragoes genéticas e metabolicas, que
contribuem para o seu desenvolvimento. As ligagdes entre o metabolismo e o cancro sao
multifacetadas, a reprogramagao metabolica como a glicélise aerdbia aumentada, as alteragoes
nas enzimas metabdlicas constituintes do ciclo de Krebs e a dependéncia do metabolismo
lipidico e da glutamina sao caracteristicas-chave das células cancerigenas. Posto isto, a
compreensao dessas alteragdes metabolicas é crucial para o desenvolvimento de novas
terapéuticas e identificagao de novos biomarcadores (Sreedhar & Zhao, 2017).

Ao longo desta dissertacao, dar-se-a énfase a reprogramagao metabolica.



3.2 Metabolismo

O metabolismo celular é descrito como um conjunto de reagdes ou processos
quimicos que convertem nutrientes ou moléculas endogenas em produtos necessarios a
sobrevivéncia celular, nomeadamente acidos nucleicos, proteinas e lipidos (Yu, Li, & Zhang,
2017). A molécula que mobiliza todas estas reagoes é a adenosina trifosfato (ATP, do inglés
adenosine triphosphate) (Quintas, Freire, & Halpern, 2008).

O metabolismo, atualmente, tem despertado um particular interesse para o
desenvolvimento de novos alvos terapéuticos, ja que neste processo intervém oncogenes e
genes supressores tumorais que tém como fungao principal o controlo do crescimento e a
divisao celular (Dang, 2012). As células tém a capacidade de utilizar nutrientes que se
encontram disponiveis na corrente sanguinea em favor da sobrevivéncia, crescimento e
multipliccao. A glicolise é uma das principais vias metabdlicas da qual as células adquirem
energia para sustentar o crescimento, a divisao e o controlo do potencial redox (DeBerardinis
& Cheng, 2010; Levine & Puzio-Kuter, 2010). Para que a ocorréncia destes processos seja
bem-sucedida, é necessario sintetizar substratos essenciais para a constituigao celular,
nomeadamente para os acidos nucleicos, proteinas e membranas (Levine & Puzio-Kuter,

2010).

3.2.1 Metabolismo da Glicose

A glicose é considerada a molécula mais importante para os organismos vivos, visto
que dela dependem para obter energia, para que ocorram todos os processos celulares e
metabdlicos. Existem trés processos, através dos quais é possivel obter energia a partir da
glicose: a glicolise, que ocorre em condigoes anaerdbias, a fosforilagao oxidativa, que ocorre

em condigoes aerodbias e, por Ultimo, a via das pentoses fosfato (X. Li, Gu, & Zhou, 2015).

3.2.1.1Glicélise

A glicolise (Figura 1), que ocorre no citoplasma, é a via metabdlica responsavel por
converter a glicose em piruvato obtendo-se como produtos finais desta reagao, 4 moléculas
de ATP, 2 moléculas de NADH (do inglés, nicotinamide adenine dinucleotide reduced form) e 2
moléculas de piruvato (Quintas et al, 2008). Como representado na Figura || diferentes
intermediarios desta via metabdlica poderao levar a producao de nucleétidos, através da via

das pentoses fosfato, a produgao de acetil-coenzima A e a formacgao de lactato. Sob condi¢oes



de hipoxia, ou seja, quando os niveis de oxigénio sao baixos, o piruvato € posteriormente

convertido em lactato (Dang, 2012).
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Figura | | — Representagdo esquemdtica do metabolismo da glicose. A glicélise é uma via metabdlica na qual
intervém diferentes enzimas especificas, na qual a glicose é catabolizada em piruvato, NADH e ATP.
Legenda: G-6-P: Glicose-6-fosfato; F-6-P: Frutose-6-fosfato; F-1,6-P: Frutose-I,6-bifosfato; DHAP: Fosfato de
di-hidroxiacetona; G-3-P: Gliceraldeido-3-fosfato; 1,3-BPGA: 1,3-bifosfoglicerato; 3-PGA: 3-fofsfoglicerato; PEP:
Fosfoenolpiruvato; HK: Hexocinase; PGI: Fosfoglucoisomerase; PFK-|: Fosfofrutocinase I; TPI: Triose fosfato
isomerase; GAPDH: Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; PGK: Fosfogliceratocinase; PK: Piruvato cinase;
LDH: Lactato desidrogenase adaptado de (Munoz-Pinedo, El Mjiyad, & Ricci, 2012).

3.2.1.2 Fosforilagdo Oxidativa

As células normais dependem principalmente da fosforilagao oxidativa (OXPHOS, do
inglés oxidative phosphorylation) (Figura 12) mitocondrial para gerar ATP. A via metabdlica
OXPHOS gera ATP pela transferéncia de eletrées ao longo de uma série de complexos
proteicos transmembranares que se localizam na membrana interna mitocondrial, conhecido
como cadeia de transporte de eletroes ou ETC (do inglés, electron transport chain). O NADH,
FADH2 e o succinato atuam como doadores de eletroes, a medida que os eletroes passam
através dos diferentes complexos proteicos (I-1V), da matriz mitocondrial para o interior do
espaco intermembranar. Quando esta via se encontra ativa, ha um alto gradiente de protoes
que fluem através da membrana interna para a matriz mitocondrial pelo complexo V, havendo
uma elevada sintese de ATP pela ATP sintetase. O oxigénio atua como aceitador terminal de

eletroes (Ashton, McKenna, Kunz-Schughart, & Higgins, 2018).
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Figura |2 — Representagdo esquemadtica da via da fosforilagdo oxidativa. A via metabdlica OXPHOS, gera ATP devido ao
transporte de eletrdes através de uma série de complexos de proteinas transmembranares localizados na membrana
mitocondrial interna, denominada também por ETC. A linha tracejada indica o fluxo de eletroes através do complexo |,
complexo Il, coenzima Q 10 (Q), complexo I, citocromo ¢ (C) e complexo IV, atuando o O, como aceitador final de
eletroes. Adaptado de (Ashton et al., 2018).

No entanto, a maioria das células cancerigenas usa como principal via metabdlica a
glicolise, produzindo piruvato e lactato como metabolitos finais. Embora a glicolise seja
ineficiente na produgao de ATP, as células cancerigenas em proliferagio sob condi¢oes
nutridas, utilizam a glicose para produzir biomassa (aminoacidos, nucleétidos e lipidos) para
sustentar as novas células (Cho, Cha, Kim, Kim, & Yook, 2018). Relativamente a via metabdlica
OXPHOS, em determinados tipos de cancro a sua atividade encontra-se diminuida, podendo
estar relacionada com mutagdes ao nivel do DNA mitocondrial (mtDNA) ou a reduzida
quantidade de mtDNA, nomeadamente no cancro da mama, no cancro gastrico, no carcinoma
hepatocelular e no NSCLC. Por outro lado esta descrito que em alguns cancros, o mtDNA ¢é
um dos requisitos para a génese tumoral das células cancerigenas, mediando a resisténcia a
farmacos citotoxicos, ja que na maioria dos casos, o metabolismo mitocondrial e a produgao
de ROS (do inglés, reactive oxygen species) sao essenciais para a tumorigenicidade (Ashton et

al, 2018).

3.2.1.3 Via das Pentoses Fosfato

A via das pentoses fosfato (PPP) (Figura 13) compreende uma etapa inicial que é
oxidativa, na qual promove a descarboxilagio oxidativa da glicose-6-fosfato (G-6-P)
produzindo a ribulose-5-fosfato (Ru-5-P) a qual, por sua vez, é isomerizada em ribose-5-fosfato
(R-5-P), que sera o precursor dos nucledtidos e de muitas coenzimas nomeadamente o
NADPH, FADH e a coenzima A. Por outro lado, através da etapa nao oxidativa, a R-5-P é
metabolizada para produzir a frutose-6-fosfato (F-6-P) e o gliceraldeido-3-fostato (G-3-P) que
também sao fornecidos pela via glicolitica. De um modo geral a etapa oxidativa ocorre no

sentido de converter o NADP em NADPH, enquanto que a etapa nao oxidativa recicla as
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pentoses fosfato originando a G-6-P. A energia proveniente da oxidagao da glicose, através
desta via, € armazenada sob a forma de NADPH e nao de ATP, como acontece na via glicolitica,
visto que o NADPH ¢ essencial na eliminagao das espécies reativas de oxigénio. Tanto a
glicolise, como a via das pentoses fosfato, ocorrem no citosol e encontram-se interligadas
através dos intermediarios comuns, nomeadamente a G-6-P, a F-6-P e o G-3-P. Assim, estas
duas vias desempenham um papel muito importante no apoio a sobrevivéncia e crescimento
de células cancerigenas, produzindo pentose fosfato para a sintese de acidos nucleicos e

fornecendo NADPH, necessario para a sintese lipidica (Cho et al, 2018; Jin & Zhou, 2019).
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Figura |3 — Representacdo esquemadtica das vias da glicélise e pentose fosfato (PPP). As vias da glicdlise (representada a
vermelho) e das pentoses fosfato (PPP) (representada a verde). As setas unidirecionais indicam etapas enzimdticas
irreversiveis, enquanto que as setas bidirecionais indicam reagoes reversiveis. As setas representadas a vermelho dizem
respeito a via glicolitica e as setas a verde continuas dizem respeito a via oxidativa das PPP enquanto que as setas a
tracejado e verde dizem respeito a via ndo oxidativa das PPP. Legenda: G-6-P: glicose-6-fosfato; F-6-P: frutose-6-fosfato;
F-1,6-P:frutose- |,6-bifosfato; G-3-P: gliceraldeido-3-fosfato; PEP: fosfoenolpiruvato; 6-PG: é-fosfoglucolactona; R-5-P: ribose-
5-fosfato; HK: hexoquinase; PFK-1: fosfofructocinase-I; FBP-I: fFrutose-1,6-bifosfatase; PK: piruvato-quinase; G6PD:
glicose-6-fosfato desidrogenase; 6-PGD: 6-fosfogluconato desidrogenase. Adaptado de (Jin & Zhou, 2019).

3.2.2 Ciclo de Krebs

O ciclo de Krebs, ciclo do acido citrico ou ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCA, do
inglés, tricarboxylic acid cycle) (Figura 14) envolve uma série de reagoes quimicas que produzem
energia através da oxidagao do piruvato. Ele é responsavel por fornecer precursores para a
biossintese de biomoléculas, como os aminoacidos e NADH. Este ultimo é utilizado pela
cadeia de transporte de eletroes, convertido em NAD+ (do inglés, Nicotinamide adenine
dinucleotide) e, posteriormente, produz energia na forma de ATP. O TCA ¢é considerado o
centro metabdlico mais importante da célula e ocorre principalmente nas mitocondrias, em

contraste com a glicolise que ocorre no citosol. O ciclo de Krebs envolve uma sequéncia de
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etapas catalisadas por diferentes enzimas. Pequenas mutagoes ou alteragoes nos genes que
codificam esteas enzimas podem levar ao desenvolvimento do processo carcinogénico (Ryan

et al, 2019; Sreedhar & Zhao, 2017).
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Figura 14 — Ciclo de Krebs. O ciclo de krebs é uma via metabélica que ocorre na matriz mitocondrial. Um ciclo completo
é catalisado por uma serie de reagdes enzimaticas, catalizadas por diferentes enzimas, tais como a citrato sintetase (CS),
isocitrato desidrogenase (IDH), aconitase (ACO2), a-cetoglutarato desidrogenase (OGDH), succinil-CoA sintetase,
succinato desidrogenase (SDH), fumarase (FH) e a malato desidrogenase (MDH). A sua fungdo principal é fornecer
precursores para a biossintese de biomoléculas. O NADH por sua vez serd utilizado pela cadeira de transporte de eletroes
(ETC) e convertido em NAD" para produzir ATP através da via oxidativa fosforilativa (OXPHOS). Retirado de (Ryan et
al, 2019).

3.3 Reprogramaciao Metabodlica

A reprogramagao metabolica é considerada um dos hallmarks do cancro. As células
cancerigenas sao caracterizadas por apresentarem um fendétipo comum que consiste na
proliferacao celular desregulada. No entanto, para que este processo ocorra de forma
eficiente e garanta a sua sobrevivéncia, precisam de produzir energia e nutrientes. Para que a
célula cancerigena se possa dividir e multiplicar descontroladamente é necessario que ocorram
alteragoes metabolicas como, por exemplo, eventos oncogénicos sucessivos onde se inserem
a ativagao de determinados oncogenes e/ou a perda ou mutagao de genes supressores

tumorais, o que comprometera as vias metabolicas e, consequentemente, alterara todo o
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microambiente celular. O microambiente tumoral é caracterizado por apresentar niveis baixos
de oxigénio e escassez de nutrientes, pelo que as células tumorais se terao de adaptar,
reprogramando as suas vias metabodlicas de modo a produzir o maximo de energia possivel e
obter, com eficiéncia, os nutrientes necessarios a sua sobrevivéncia (Beloribi-Djefaflia,
Vasseur, & Guillaumond, 2016).

Os eventos adaptativos com maior destaque ao nivel do metabolismo das células
cancerigenas centram-se na captagao exacerbada de glicose, levando ao aumento da producao
de lactato; e na dependéncia da glutamina, que é necessaria para a biossintese dos aminoacidos,
dos nucledtidos e dos lipidos. Deste modo, destaca-se a importincia de estudar o
metabolismo da glicose, dos aminoacidos e dos lipidos no cancro, visto que estes nutrientes
intervém em diferentes vias e o seu metabolismo é regulado por diversos genes (Beloribi-
Djefaflia et al, 2016; Cheng et al, 2019). A capacidade de adaptagao de uma célula
relativamente a privagao de determinado nutriente depende de diversos fatores de regulagao,
como por exemplo de proteinas supressoras tumorais e alteragoes genéticas e metabolicas
que apresentam, depende da glicose e da sintese dos lipidos e aminoacidos para obterem os
nutrientes necessarios a sua sobrevivéncia (Kaelin & Thompson, 2010; Miranda-Gongalves,

Lameirinhas, Henrique, & Jeronimo, 2018).

3.3.1 Efeito Warburg

Em condigoes aerobias, as células normais produzem o piruvato a partir da gliclise no
citosol, que posteriormente sera encaminhado para o ciclo de Krebs na mitocondria. Dessa
reagao resultara o NADH, que promove a fosforilagao oxidativa para produzir ATP, e uma
quantidade minima de lactato. Contudo, em condicoes de hipoxia, ou seja, baixas
concentragoes de oxigénio, as células normais produzem grandes quantidades de lactato a
partir do piruvato, através da via da glicolise (Liberti & Locasale, 2016).

As células tumorais apresentam uma caracteristica particular, na medida em que
preferem converter o piruvato em lactato, ou seja preferem a via da glicolise, em vez de
prosseguir para a préxima etapa, mesmo em condigoes aerdbias normais, sendo este processo
designado de glicdlise aerdbia ou efeito de Warburg (Figura 15) (Coelho, Fortunato, &
Carvalho, 2018; X. Li et al, 2015).

A proliferagao desregulada que desencadeia o processo tumorigénico é iniciado devido
a ajustes no metabolismo energético como, por exemplo, a ativagao ou inativagao de algumas
vias de sinalizagao molecular, com o objetivo de estimular o crescimento e a divisao celular,

adaptando-se as condigoes adversas presentes no ambiente. Entre as vias mais frequentemente
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alteradas temos a via PI3K (do inglés, Phosphatidylinositol-3-kinase), que é ativada quando
ocorrem mutagoes nos genes supressores tumorais, favorecendo a proliferagao das células
alteradas (Amorim, Vieira, Gongalves, Rhana, & Rodrigues, 2018).

Resumindo, as células cancerigenas, tornam-se capazes de produzir grandes
quantidades de lactato, independentemente da presenga ou auséncia de oxigénio (Hanahan &

Weinberg, 201 |; Vander Heiden, Cantley, & Thompson, 2009).
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Figura 15 — Representacdo esquemdtica das diferencas entre a fosforilacdo oxidativa e
glicélise anaerdbia nas células normais e o efeito de Warburg nas células tumorais. O
metabolismo das células cancerigenas é caracterizado pela predomindncia da via glicolitica
face a oxidacdo fosforilativa, havendo elevada produgdo de lactato. Adaptado de Heiden,
Cantley & Thompson, 2009.

3.3.2 Glicélise Aerébia

As células normais, dependem maioritariamente do metabolismo oxidativo para obter
a energia necessaria para as suas fungoes e para o seu crescimento, metabolismo esse
responsavel por converter a glicose em didxido de carbono e dgua e produzir energia na forma
de ATP. Assim sendo, a glicose é entao convertida em piruvato pela via da glicolise, obtendo-
se 4 moléculas de ATP, tendo em consideragao que duas destas sao consumidas nesta reagao.
O piruvato, por sua vez, ira integrar o ciclo de Krebs nas mitocondrias obtendo-se 36
moléculas de ATP. Assim sendo, numa célula normal, a partir de uma Unica molécula de glicose,
obtém-se 38 moléculas de ATP (Stubbs & Griffiths, 2010).

Nas células tumorais isto nao acontece, dado que a oxidagao do piruvato € substituida
pela produgao de lactato, catalisada pela LDH (do inglés, lactate dehydrogenase), sem produgao
de ATP; assim, uma molécula de glicose origina apenas 2 moléculas de ATP, pelo que as células
malignas apresentam taxas de glicélise elevadas com o intuito de aumentar a produgao de ATP
(X. Li et al, 2015). Deste modo, uma das principais caracteristicas que define as células
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tumorais € o elevado consumo de glicose e o aumento da produgao da quantidade de lactato
relativamente as células normais. Esta adaptagao deve-se ao uso continuo da via metabolica
glicolitica, mesmo na presenca adequada de oxigénio (Gatenby & Gillies, 2007; Stubbs &
Griffiths, 2010). A produgao minima de ATP, que é proporcionada pela glicolise relativamente
a fosforilagao oxidativa mitocondrial, que ocorre nas células cancerigenas, € compensada em
parte pela regulagao positiva dos transportadores de glicose, nomeadamente os GLUTs (do
inglés, glucose transporter), resultando num aumento de importagao de glicose para o
citoplasma. Pensa-se que estas adaptagoes glicoliticas que as células malignas adquirem estao
relacionadas com a ativagao dos oncogenes RAS e MYC e com a inativagio de genes
supressores tumorais, como o TP53 (do inglés, tumour protein p53); bem como com a alteragao
de outras vias metabdlicas, da glutamina, da sintese de acidos nucleicos e de lipidos (Dang,
2012; Diaz-Ruiz, Rigoulet, & Devin, 2011) Como referido anteriormente, a maioria das
células cancerigenas depende da glicolise aerdbia para a produgao de ATP e, a enzima LDH,
que catalisa a conversao do piruvato em lactato, é a chave para determinar o fendtipo
glicolitico das células cancerigenas. Assim, a LDH é um alvo promissor para a terapia
antitumoral, indicando que a capacidade seletiva da gliclise nestas células representa uma

potencial abordagem eficaz no tratamento de diferentes cancros (Sreedhar & Zhao, 2017).

3.3.3 Via metabdlica dos aminodcidos

Os aminoacidos sao considerados combustiveis essenciais para reagoes biossintéticas,
pelo que estao intrinsecamente envolvidos no metabolismo celular. Como mencionado, as
células cancerigenas sao caracterizadas por apresentarem um metabolismo alterado, com
diversas modificagoes em multiplas vias metabdlicas. Os aminoacidos sao imprescindiveis as
células cancerigenas, ja que contribuem para a sua proliferagao, pois fornecem nutrientes
(Zhang, Pavlova, & Thompson, 2017).

A glutamina, apesar de nao ser um aminoacido essencial, é crucial para a proliferagao
celular, nao s6 porque é o aminoacido que existe em maior quantidade no corpo humano,
como também é utilizado como fonte primaria de carbono para a produgao de energia, como
também para a sintese de outras macromoléculas, nomeadamente nucleotidos, aminoacidos e
lipidos. Algumas células tumorais sao caracterizadas como sendo dependentes de glutamina,

exibindo elevadas taxas de captagao deste aminoacido (Suzannec Klimberg & McClellan, 1996).
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3.3.3.1Glutaminélise

A glutamindlise ou metabolismo da glutamina, que cataboliza a glutamina para produzir
ATP e lactato, é uma via metabdlica que envolve a desaminagao inicial da glutamina pela GLS
(do inglés, glutaminase), que resulta na produgao do glutamato e amonia. O glutamato ¢
convertido em alfa-cetoglutarato, um intermediario do TCA, para produzir ATP e carbonos
para a sintese de aminoacidos, nucleétidos e lipidos. Além do seu papel critico no
fornecimento de carbono e nitrogénio para a sintese destas macromoléculas, a glutaminolise
também tem um papel importante na regulagao do equilibrio redox, na sinalizagao celular e
nos mecanismos de apoptose e autofagia (Figura 16) (Bunney, Zink, Holm, Billington, & Kotz,

2017b).

Figura 16 — Glutamindlise. A glutamina é transportada através de transportadores, para integrar a via
da glutamindlise. A via da glutamindlise envolve uma desaminagdo inicial da glutamina pela GLS,
resuftando na produgdo de glutamato e amoénia. Por sua vez, o glutamato é convertido em a-KG, que
produzird ATP e carbonos para a sintese de outras macromoléculas. GLS: glutaminase; a-KG: o-
cetoglutarato; TCA: ciclo de Krebs. Adaptado de Jin, Alesi, & Kang, 2017.

A alteragio do metabolismo deste aminoacido, nomeadamente a nivel dos seus
recetores tem sido demonstrada em diversos tipos de cancro, nomeadamente no cancro do
pulmao (Sierra, Cordova, Chen, & Rajadhyaksha, 2015).

A importancia da glutamina no metabolismo tumoral deriva de caracteristicas
partilhadas com a glicose, pois ambos os nutrientes sao considerados os mais essenciais, dado
que, do ponto de vista energético, fornecem a maior parte da energia necessaria para sustentar
o crescimento e a divisao celular, e ainda participam como intermediarios para a sintese de
macromoléculas. De facto, a glutamina esta envolvida em numerosas vias anabdlicas, tais como
dos acidos nucleicos, podendo ser degradada no ciclo de Krebs que, posteriormente, fornecera
precursores para a biossintese de outras macromoléculas e para a produgao de energia

(DeBerardinis & Cheng, 2010; Hodge & Apkarian, 1990).
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Altas concentragoes extracelulares de glutamina estimulam o crescimento tumoral
promovendo a proliferagao celular, inibem a morte celular e sao essenciais na transformagao
metabolica. Além disso, o fluxo de enzimas mitocondriais envolvidas na oxidagao da glutamina
e do glutamato é elevado nas células tumorais quando comparado com as células normais
(Bunney et al., 2017b).

Deste modo, o bloqueio do metabolismo da glutamina, que é uma via obrigatoéria para
a proliferagao de células tumorais, interferira com a captagao de glicose. A inibicao pode ser
eficaz em restringir o crescimento de células do cancro através da limitagao da disponibilidade
de um nutriente essencial para o crescimento celular. Como tal, a inibicio combinada da
glicolise e da glutamindlise, pode ser especialmente eficaz na identificacao das células tumorais

altamente glicoliticas, sendo vista como um possivel alvo terapéutico (Dang, 2012).

3.3.4 Via Metabdlica dos Lipidos

A investigagao cientifica focada no metabolismo lipidico (Figura 17) das células
cancerigenas tem gerado evidéncias de que este apresenta alteragoes especificas. Essas
modificagoes podem afetar a disponibilidade de lipidos estruturais para a sintese de
membranas, como também a sintese e a degradagao de lipidos que contribuem para a
homeostase energética e, consequentemente, afetam os processos de sinalizagao celular que

posteriormente se refletem na desregulagao do crescimento e proliferagao celular (Santos &

Schulze, 2012).
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Figura 17 — Representagcdo esquemdtica simplificada das principais vias metabdlicas lipidicas alteradas nas células
cancerigenas. Os dcidos gordos sdo obtidos através da dieta (dcidos gordos exégenos) ou sintetizados de novo (lipogénese),
ou seja, sintese de triglicerideos e colesterol. O citrato pode ser derivado da glicose (glicélise) e/ou da glutamina (glutamindlise).
Os dcidos gordos em excesso podem se armazenados em LDs (Lipid dropplets) ou libertados na corrente sanguinea (HDL).
As células cancerigenas sGo capazes de absorver estes dcidos gordos para obter energia podendo também absorver colesterol
exogeno, transportado por LDL e lipoproteinas de baixa densidade (VLDL). Adaptado de (Beloribi-Djefaflia et al., 2016).
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Os lipidos sao considerados uma das principais classes de moléculas bioldgicas, na qual
se inserem os triacilglicerideos, fosfoglicerideos, esterois e os esfingolipidos, sendo a sua
caracteristica particular o facto de serem moléculas insoliveis em agua. Para além disso,
desempenham papéis importantes a nivel celular e estrutural. Os acidos gordos sao os
principais componentes da sintese de triacilglicerideos que sao usados principalmente para o
armazenamento de energia. Por outro lado, os fosfolipidos, os esterdis e os esfingolipidos sao
os principais componentes estruturais das membranas. Os lipidos também desempenham
fungoes importantes na sinalizagdo celular (Beloribi-Djefaflia et al, 2016; Muro, Atilla-
Gokcumen, & Eggert, 2014).

Devido as suas fungoes diversificadas, os lipidos contribuem para varios aspetos da
biologia do tumor, quer a nivel do crescimento, da produgao de energia e homeostasia, como
também na disseminagao das células cancerigenas. A elevada proliferagao destas células requer
nao sé energia, como também uma rapida sintese de lipidos para formar as novas membranas
celulares. Estudos realizados, a nivel da expressao génica, revelam que as células cancerigenas
apresentam expressoes elevadas das enzimas envolvidas nas vias de lipogénese e sintese de
colesterol, como por exemplo acetil-CoA, a carboxilase, a FASN (do inglés, fatty acid synthase)
e a citrato liase (ACLY do inglés, ATP citrate lyase), com o intuito de aumentar as taxas de
captacao de lipidos e colesterol, bem como ativar a sintese endogena destas macromoléculas
(lipogénese) (Beloribi-Djefaflia et al., 2016).

Assim, estudar todo o metabolismo celular torna-se imprescindivel para compreender
toda a mecanistica tumoral envolvente, pela busca de um diagnéstico e, posteriormente, num
tratamento mais adequado para cada tipo de tumor.

De um ponto de vista geral, quando uma via metabdlica esta alterada,
consequentemente, todas as outras vias metabolicas subjacentes vao sofrer alteragoes, ja que
existe uma interligagao entre todo o metabolismo da célula, tornando-se de extrema
importancia a compreensao dos mecanismos que levam a essa reprogramagao metabdlica nas
células cancerigenas (Sreedhar & Zhao, 2017).

O aumento do consumo de glicose, a produgao de lactato, as taxas elevadas da sintese
de aminoacidos, lipidos, nucledtidos e a capacidade proliferativa acentuada, sao fatores
caracteristicos do perfil metabdlico de quase todos os tipos de células cancerigenas, que

sustentam o seu rapido crescimento celular.
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3.4 Metaboléomica na Clinica Oncolégica

Na ultima década, o conhecimento sobre o metabolismo tumoral tem vindo a tornar-
se uma mais valia, sendo amplamente inferido a partir de alteragoes na expressao de genes e
proteinas. Contudo, esta abordagem nao integra fatores como modificagoes pos-traducionais
ou compartimentagao metabdlica, fornecendo um quadro incompleto do fenotipo metabdlico
maligno. Com o avango cientifico e o desenvolvimento de técnicas analiticas como a
espetroscopia de ressonancia magnética nuclear (NMR, do inglés Nuclear Magnetic Resonance),
tem sido possivel a avaliagao direta do metabolismo e dos respetivos metabolitos, quer a nivel
dos tecidos, quer nos fluidos biologicos, fornecendo informagoes importantes e que se tornam
imprescindiveis para um melhor entendimento face ao metabolismo tumoral (Fiehn, 2002;
Markley et al, 2017; Rocha et al, 201 |; Ruiying et al, 2020). A metaboldmica, integra a area
das “O6micas” e tem por objetivo complementar conceitos que a genomica, a transcriptomica
e a protedmica fornecem. Desta forma, a metaboldmica tem permitido a identificagao de
novos biomarcadores de diagnostico, de progndstico e de recidiva e de possiveis alvos
terapéuticos e, eventualmente facilitar a interpretagao de fenétipos celulares (Markley et al,
2017; Nicholson, Lindon, & Holmes, 1999).

A metabolomica é descrita como o estudo de processos bioldgicos que se baseia na
identificagao e quantificagao de todos os metabolitos, presentes nas células, que participam no
crescimento e na manutengao das fungoes celulares (Fiehn, 2002). Por outro lado, a
metabondmica consiste na medigao quantitativa de uma determinada resposta metabolica por
parte dos sistemas constituintes de um organismo face a estimulos fisiopatoldgicos ou devido
a modificagoes genéticas (Nicholson et al,, 1999).

De uma maneira geral, o estudo do perfil metaboldmico passa pela identificagao de
mais de um alvo, por exemplo, de metabolitos que podem ser caracteristicos de uma doenga,
ou que se expressam de acordo com os efeitos bioquimicos de um farmaco (Brennan, 2014).

Os metabolitos sao moléculas de baixo peso molecular, envolvidas no metabolismo
intermediario em que a sua concentragao influencia modificagbes e expressoes de
determinadas proteinas. Esta concentragao pode depender de fatores constituintes do proprio
genoma, do estilo de vida e do meio-ambiente envolvente. Posto isto, a interagao entre o
genoma e o ambiente influencia o metaboloma que, por sua vez, se reflete no estado fisiologico
geral de um organismo (Markley et al,, 2017).

A relagao entre as alteragoes metabdlicas e o aumento da glicdlise e a diminuigao da
fosforilagao oxidativa (o “efeito Warburg”) no cancro estao bem documentadas. Posto isto, o

principal interesse foca-se nos componentes da via glicolitica, na sintese de nucleotideos,
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aminoacidos e acidos gordos (Miyamoto et al, 2015). Atualmente, o conhecimento do
metabolismo do cancro do pulmao ¢é limitado e amplamente deduzido apenas da alteracao da
expressao de genes ou proteinas e, por essa razao, a aplicagao da metabolomica ao estudo do
cancro de pulmao tem-se intensificado ao longo dos anos (Noreldeen, Liu, & Xu, 2020).

Podem ser utilizados diferentes tipos de amostras em estudos metabdlicos, incluindo
células em cultura, tecidos e biofluidos (ex. a urina e o sangue). Mais de |50 metabolitos,
detetados em diversas matrizes biologicas por diferentes plataformas analiticas
metaboldmicas, tém sido relacionados com o metabolismo alterado do cancro de pulmao.
Alguns resultados foram consistentes em varios estudos publicados; no entanto, ha uma clara
variabilidade entre os artigos e nao ha resultados definitivos sobre o efeito da terapia na
evolugao do perfil metabolémico (L. Huang et al,, 2020; Merz & Serkova, 2009).

Assim, o estudo do perfil metabolémico torna-se imprescindivel na monitorizagao e
identificacdo de diferentes metabolitos intervenientes em diferentes vias metabdlicas, que
possam ser reconhecidos como alvos terapéuticos caracteristicos do cancro do pulmao,

fornecendo informacgoes relevantes na identificagao de possiveis biomarcadores.
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Capitulo Il. Objetivos

Um dos principais desafios com que a comunidade médica se debate atualmente
relativamente ao cancro do pulmao é que mais de 61% dos doentes sao diagnosticados nos
estadios avangados lll e IV, quando as opgoes terapéuticas sao limitadas e a sobrevida a 5 anos
pode ser tao baixa quanto 4%. Em contraste, a sobrevida a 5 anos de doentes com cancro de
pulmao em estadio inicial e localizado é de cerca de 50%. Embora tenha havido grandes
avangos no tratamento do cancro do pulmao nos ultimos 10 anos, esta continua a ser uma
doenga para a qual novas estratégias de tratamento sao urgentemente necessarias. Essas
estatisticas fornecem forte motivagao para a procura de biomarcadores que possam auxiliar
na deteciao precoce do cancro de pulmao. Até ao momento, esses biomarcadores nao sao
clinicamente utilizados (Haznadar et al,, 2016a).

Perante o enorme desafio que é tratar o doente, e tendo em linha de conta todos os
constrangimentos assinalados, € impreterivel procurar resposta na investigagao de fatores de
natureza biologica e clinica, suscetiveis de identificar alvos moleculares passiveis de
intervengao terapéutica, tanto a montante, em termos de prevengao e prognostico, como de
uma terapéutica dirigida com um carater curativo e claramente personalizada. Estes sao, em
linhas gerais, os resultados e a aplicabilidade pratica que se pretende alcancar com esta
dissertacao.

Um dos objetivos inicialmente propostos para esta dissertagao de mestrado seria
caracterizar o perfil metabolomico de células de cancro do pulmao do tipo NSCLC,
previamente expostas aos regimes terapéuticos QT ou ICPIs, com vista a identificagao de
metabolitos e vias metabdlicas responsaveis pelos mecanismos que promovem a progressao
tumoral, recidiva e, eventualmente, resisténcia a terapia. Contudo, devido aos
constrangimentos relacionados com a pandemia da COVID-19 e devido a questoes técnicas
associadas a uma avaria no equipamento de ressonancia magnética nuclear, no qual seriam
analisadas as amostras acima indicadas, nao foi possivel a obtengao dos resultados da
metaboldmica e, por conseguinte, nao se conseguiu alcangar este objetivo.

Os objetivos secundarios incluem a determinagao das curvas de proliferagio com
posterior determinagao da concentragao inibitoria média de farmaco (ICsy, do inglés half
maximal inhibitory concentration) para depois proceder a otimizagao do tempo e das
concentragoes de exposigao aos diferentes regimes terapéuticos nas diferentes linhas celulares
de cancro de pulmao do tipo NSCLC a usar nos estudos subsequentes. Seguidamente,

pretende-se comparar os perfis metaboldmicos das diferentes linhas celulares de NSCLC de

31



culturas controlo e de culturas expostas aos regimes terapéuticos, tanto de QT como dos
ICPIs, com o intuito de identificar novos biomarcadores que possam apresentar utilidade para
o desenvolvimento de novas terapias.

Em conclusao, este estudo pretende nao sé destacar o potencial da metabolémica para
melhorar a compreensao atual do metabolismo alterado do cancro de pulmao e tentar revelar
novos perfis de marcadores com valor de progndstico, mas também contribuir para o
desenvolvimento de novas técnicas e terapias que possam ajudar no tratamento desta

neoplasia.
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Capitulo Ill. Materiais e Métodos

O presente capitulo descreve os materiais e os procedimentos experimentais
utilizados ao longo deste trabalho, incluindo a cultura de células, os ensaios experimentais, a
preparagao de amostras para analise, aquisicao de dados de RMN e a respetiva analise dos

mesmos recorrendo aos métodos estatisticos.

|I. Culturas Celulares

Esta secgao descreve as respetivas linhas celulares e os protocolos de propagagao

celular utilizados nesta dissertagao.

I.1 Linhas Celulares

Duas linhas celulares tumorais humanas foram usadas ao longo deste trabalho, sendo
elas A549 (ATCC® CCL-185™) e HI1299 (ATCC® CRL-5803™).

A linha celular A549, foi iniciada em 1972 por D. ]. Giard, através da cultura de
explantes do tecido carcinomatoso pulmonar de um doente caucasiano do género masculino
com 58 anos de idade. Esta linha celular é representativa de NSCLC do subtipo
adenocarcinoma que representa as células basais do epitélio alveolar, sendo classificadas como
células alveolares do tipo Il ou pneumodcitos do tipo Il. As células A549 apresentam
positividade para a imunoperoxidase, para a queratina e sintetizam lecitina com percentagem
elevada de acidos gordos, através da via da difosfocolina citidina (Giard et al,, 1973).

A linha celular NCI-H 1299, designada por H1299, é uma linha de células epiteliais de
NSCLC, que foram obtidas a partir de tecido isolado de um ganglio linfaitico de um doente do
género masculino de 43 anos de idade, caucasiano. As células desta linha sao capazes de
sintetizar o peptideo neuromedina B (do inglés peptide neuromedin B) (Phelps et al,, 1996).

E importante realcar que as células da linha celular A549 expressam o gene TP53 na

forma normal (TP53wt), enquanto as células da linha celular H1299 nao expressam (TP53null).
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2. Ensaios laboratoriais

2.1 Manutencio das Culturas Celulares

A linha celular A549 foi cultivada em meio RPMI-1640 (do inglés Roswell Park Memorial
Institute, Sigma, R4130), e a linha celular HI1299 foi cultivada em meio DMEM (do inglés
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Sigma, D5648). Ambos os meios foram previamente
suplementados com soro bovino fetal a 5% (FBS, do inglés fetal bovine serum, Sigma, F7524),
|% de antibiotico (Sigma, A5955; 100 U/mL de penicilina e 10 pg/mL estreptomicina), | mM
de piruvato de sodio (Gibco, 11360) para o RPMI e 0,25 mM de piruvato de sédio para o
DMEM. Estas linhas celulares foram cultivadas e mantidas em monocamada aderente a 37°C

em atmosfera humidificada com 95% de ar e 5% de CO, em incubadora (Binder).

2.2 Caracterizacao das Linhas Celulares

O desenvolvimento da biologia molecular e a evolugao das técnicas utilizadas, permitiu
aos patologistas classificar os diferentes tipos de cancro, tornado uma mais valia na
compreensao do mecanismo do cancro de pulmao, facilitando o diagnostico mais precoce e a
prescricao de tratamento mais adequada. Posto isto, tornou-se essencial confirmar o tipo
histoloégico das linhas celulares utilizadas nesta dissertagao. Assim recorre-se a
imunocitoquimica que utiliza um conjunto de anticorpos especificos para a caracterizagao e
diferenciagao histologica dos diversos tipos e subtipos de cancro.

Diversos estudos sugerem que a napisina A, TTF-1, CK7, CK5/6 sao marcadores
moleculares representativos de adenocarcinoma de pulmao (J. Wang et al,, 2020).

As linhas celulares foram submetidas a caracterizagao morfologica e imunocitoquimica.
Foram centrifugadas numa citocentrifuga (Shandon Cytospin Il),a 767xG durante 3 minutos,
posteriormente centrifugou-se o material remanescente com recurso a uma centrifuga
(Heraeus Sepatech Labofuge Ae), a 102IxG durante 5 minutos, para coloragio com
Hematoxilina e Eosina (H&E) e estudos imunocitoquimicos.

A caracterizagao imunocitoquimica foi efetuada numa plataforma dedicada (Ventana
Marker Platform Bench Mark ULTRA IHC/ISH), com recurso a um sistema de detegao
multimérico indireto conjugado com biotina, livre de biotina (Optiview DAB IHC Detection
Kit, Ventana Medical Systems), com temperatura otimizada a 36°C.

A tabela 2 indica os respetivos anticorpos utilizados.
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Tabela 2 — Anticorpos utilizados na caracterizagdo imunocitoquimica.

Antigénio Clone Diluicao Recuperacio Fonte
antigénica
CK5/6 D5/16B4 1:200 Ultra CCI Dako
CK7 OV-TLI12/30 1:150 Ultra CCI Dako
Napsina A IP 64 1:100 Ultra CCI Novocastra
Ki67 MIB-| 1:50 Ultra CCI Dako
TTFI SP141 Pronto a usar Ultra CCI Ventana
PD-LI 22C3 1:40 Ultra CCI Dako

2.3 Avaliacao da Citotoxicidade
2.3.1 Ensaio de Exclusdo do Azul de Tripano

O método de exclusao do azul de tripano é usado como um método padrao para a
quantificacao de células vivas. Este método baseia-se principalmente na integridade das
membranas celulares. As células vivas sao caracterizadas por possuir membranas celulares
intactas, desta forma o corante azul de tripano nao atravessa as membranas, enquanto as
células que apresentam um comprometimento na membrana, aparecem coradas de azul
quando observadas ao microscopio (Lamego, 2015).

As linhas celulares utilizadas sao aderentes, portanto necessitam de ser destacadas do
frasco de cultura, recorrendo a métodos enzimaticos, com o intuito de preparar as suspensoes
celulares. Assim, inicialmente descartou-se o meio de cultura e procedeu-se a lavagem das
culturas celulares com uma solugao salina de tampao fosfato (PBS, do inglés fhosphate buffer
saline', e incubaram-se a 37 °C (temperatura 6tima para a atuagao da solugio enzimatica) com
2 mL de uma solugao de TrypLE Express™ (Gibco, 12605-028). Apods inativagao da solugao
enzimatica adicionando-se 4 mL de meio de cultura, procedeu-se a determinagao da
concentragao da suspensao celular. Para tal, recorreu-se ao método de exclusio do azul
tripano (0,02%), com a finalidade de obter a concentracao de células vivas da suspensao celular.
Procedeu-se entao da seguinte forma: diluiram-se 20 pL da suspensio celular obtida
inicialmente em igual volume de azul tripano e realizou-se a contagem num microscépio
invertido (Motic, AE31) com a ampliagao ocular de 10 vezes, utilizando um hemocitometro

(Figura 18). Apos efetuar os calculos segundo a Equacao |, determinou-se o nimero de células

I PBS: 137 mM de NaCl (Sigma, S7653), 2,7 mM de KCI (Sigma, P9333), 10 mM de NaH2PO4 (Sigma, S5011) e 1,8 mM de
KH2PO4 (Sigma, P0662), pH 7,4.
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por mL. Por dltimo, adicionou-se meio de cultura a suspensao celular de forma a obter a

concentragao celular pretendida, de acordo com o estudo a realizar.

[ 11

|
| |
I 111101 -

Figura 18 — Representagdo ilustrativa da cdmara de Neubauer. Para determinar a
concentragdo da suspensdo celular é necessdria uma cdmara de Neubawer na qual
se faz a contagem de células viaveis recorrendo ao método de exclusdo do azul
tripano. A contagem faz-se como indicado pelas setas pretas, procedendo do mesmo
modo em todos os quadrantes (QI, Q2, Q3 e Q4) e por fim calcula-se a média.

[Celular] = x x 2 x 10000

Equagao | — Calculo da concentragdo celular (n° cellmL), em que x é a média das células contadas nos 4 quadrantes
do hemocitémetro.

2.3.1.2 Tratamento das Culturas

Neste topico, sera abordado o procedimento relativamente a exposi¢cao das células
aos farmacos, com o objetivo de tragar curvas de proliferacao. Primeiramente, avaliou-se o
efeito dos farmacos isoladamente e, por ultimo, testaram-se as combinagoes que normalmente
se usam na pratica clinica para o tratamento do cancro do pulmao. A carboplatina
(Carboplatina Accord 10 mg/mL) e a cisplatina (Cisplatina Accord Img/mL) s3ao farmacos
usados isoladamente ou em combinagio, por outro lado, o pemetrexede (ALIMTA® 25
mg/mL) e a gemcitabina (Gemcitabina Hikma 40 mg/mL) sao farmacos que se usam apenas em
associagao com outros farmacos.

Os farmacos utilizados no procedimento experimental desta dissertagao foram cedidos

pela Farmacia do Centro Hospitalar Universitario de Coimbra.

2.3.1.2.1 Monoterapia

Para as experiéncias de exposi¢io a um firmaco, semearam-se 5% 10* células por mL
de A549 ou H1299 em placas de 48 pogos. Apos esperar 24 horas para a adesao das células,
os ensaios foram iniciados, adicionando um volume conhecido de farmaco de forma a obter

as concentracoes descritas na Tabela 3. Em monoterapia, para obter as diversas
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concentragoes, variou-se o volume da solugao stock, consoante o tipo de linha celular. Na
Tabela 3 estao apresentadas as gamas de concentragoes de farmacos testadas em monoterapia,
com o objetivo de tragar as respetivas curvas de dose-resposta e, posteriormente, determinar
os valores de ICs, e ICy, que ¢ definida como a concentragao necessaria para matar ou inibir

o crescimento celular em 20%.

Tabela 3 — Gamas de concentragdo dos fdrmacos utilizadas em regime de monoterapia.

Farmacos/Linha Celular A549 H1299
Carboplatina 10 uM- 1200 uM 10 uM — 1400 uM
Cisplatina | uM- 400 uM 10 uM - 500 uM

2.3.1.2.2 Terapia Combinada

De igual forma para ensaios em regime de terapia combinada, também se semearam
5% 10*células por mL das respetivas linhas celulares em placas de 48 pogos. Apos esperar 24
horas para a adesao das células, os ensaios foram iniciados. Variou-se apenas a concentragao
dos farmacos cisplatina e carboplatina, fixando-se uma concentragio dos farmacos
pemetrexede e gemcitabina, visto que estes dois ultimos sao usados frequentemente em
associagao e nunca isoladamente, de acordo com as guidelines de tratamento (Besse et al.,
2014).

O pemetrexede e a gemcitabina foram previamente sujeitos em contexto de
laboratorio a diluigoes em NaCl a 0,9% de modo a obter as concentragoes de 0, pMe | yM
para o pemetrexede e 0,5 pM e 5 yM para a gemcitabina. Para a cisplatina e carboplatina, tal
como referido anteriormente, apenas se variou o volume retirando diretamente da solugao
stock. As escolhas das concentragoes referidas anteriormente tém por base ao que se usa na
pratica clinica.

Na Tabela 4 estao apresentadas as gamas de concentragoes usadas em combinagao.
Variaram-se as concentragoes da cisplatina e da carboplatina e fixou-se a concentragao dos
farmacos pemetrexede e gemcitabina.

E de realcar que nio se testou a gemcitabina na linha celular A549, pelo facto desta
linha celular ser representativa de adenocarcinoma e, segundo as guidelines da ESMO para o
tratamento deste tipo de carcinoma, este firmaco nao é uma opgao (Besse et al, 2014;

Planchard et al,, 2018).
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Tabela 4 — Concentragées ou gama de concentragbes dos farmacos usados em regime de combinagdo.

Farmacos/Linhas

Celulares
Cisplatina 10 uM — 400 uM 10 uM — 400 uM
+ + +
Pemetrexede 0,1 uM ou IuyM 0, yMou | uM
Cisplatina 10 uM - 400 uM
+ sk +
Gemcitabina 0,5 uMou 5 uM
Carboplatina 50 uM - 1200 uM 100 uM — 1400 uM
+ + +
Pemetrxede 0, uMe | uM 0, yMe | uM
Carboplatina 100 uM — 1400 uM
+ ok +
Gemcitabina 0,5uMe5uM

2.3.1.2.3 Tratamento para o RMN e para os Estudos de Viabilidade Celular

Para os estudos de viabilidade celular e para a quantificagio dos metabolitos pela
técnica de RMN, as células foram tratadas com concentragoes correspondentes ao 1Cy, dos
diferentes farmacos e as respetivas combinagdes, ou seja, uma condigao controlo (auséncia de
farmaco), os farmacos administrados isoladamente (carboplatina ou cisplatina) e as
combinagoes (cisplatina e pemetrexede; cisplatina e gemciatabina; carboplatina e pemetrexede

ou carboplatina e gemcitabina) como referido na Tabela 5.

Tabela 5 — Concentragdes utilizadas para a Espetroscopia por Ressondncia Magnética Nuclear.

Condic¢oes/ Linha celular HI1299

Cisplatina 7,28 uM
Cisplatina + Gemcitabina 7,28 yM + 5 uM
Cisplatina 30,2 uM
Cisplatina + Pemetrexed 30,2 uyM + | uM
Carboplatina 141,46 uM
Carboplatina + Gemcitabina 141,46 yM + 5 uM
Carboplatina 616,35 yM
Carboplatina + Pemetrexede 616,35 uM +0,1 uM
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2.3.2 Avaliagdo da Proliferacdo Celular pelo Ensaio de MTT

A avaliagio da proliferagao celular foi realizada através do estudo da atividade
metabolica, por espetrofotometria, através do ensaio MTT. Este ensaio, possibilita calcular a
percentagem de células metabolicamente ativas, através da quantificagao de cristais de
formazano produzidos (Stockert, Blazquez-Castro, Canete, Horobin, & Villanueva, 2012).

Para garantir que o efeito citotoxico é apenas proveniente dos firmacos, e nao de
qualquer fator externo que possa condicionar esses resultados, também se utilizou um
controlo negativo, no qual as células nao foram expostas a farmaco.

O MTT é um sal de tetrazolio solivel em agua, de cor amarela, utilizado na avaliagao
da viabilidade e da fungao mitocondrial em culturas celulares. Este tem como fungao principal
detetar a atividade da enzima desidrogenase, que tem a capacidade de protonar o anel
tetrazolio do MTT e formar cristais de formazano de cor azul-escura (Figura 19). Estes cristais
podem ser solubilizados e quantificados por meios espetrofotométricos. Assim, a quantidade
de cristais obtidos é diretamente proporcional a quantidade de células metabolicamente ativas

(Batista, 2015).

MTT MTT formazan

Figura 19 — Conversdo do MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiliazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio] em em formazano. Retirado de (Stockert et al., 2012).

Este ensaio foi utilizado para estimar os valores de ICs, ou seja, a concentragao
necessaria para inibir ou matar 50% das células e o IC,y, que é a concentragao necessaria para
inibir ou matar 20% das células, para a carboplatina e cisplatina isoladamente e para as
respetivas combinagoes com o pemetrexede e com a gemcitabina.

Apos a incubagao das células com os diferentes farmacos durante 48h, descartaram-se
os meios de cultura e adicionou-se PBS com o intuito de lavar as células removendo restos
de meio, e descartou-se o PBS. Em cada pogo adicionou-se 150 yL de MTT (0,5 mg/mL: Sigma,
M2128) e foram incubadas durante 3h. Passado o tempo de incubagao, adicionaram-se 150 pL
de uma solugao de 0,04 M de acido cloridrico (Sigma-Aldrich, 435570) em isopropanol (Sigma-

Aldrich, 19516) com o proposito de dissolver os cristais de formazano formados
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anteriormente, com ajuda de um agitador de placas. Depois de dissolvidos os cristais,
transferiram-se 200 pL desse conteludo para uma placa de 96 pogos (Sarstedt, Alemanha).
Finalizando-se, recorreu-se a um espetrofotometro (ELISA (Biotek®, Synergy HT)) onde foram

colocadas as placas para medigao das absorvancias, usando comprimentos de onda de 570 nm

e de 620 nm (Figura 20).

3. Descartar
1. Semear 24h 48h meio, lavar
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Figura 20 — Protocolo do ensaio do MTT. I: semearam-se 5% |0*/mL de células numa placa de 48 pocos. 2: apés 24h,
as células foram expostas ds diferentes concentracdes dos farmacos. 3: apés 48 h, iniciou-se o ensaio do MTT, em que
se descartou o meio e se lavaram as células com PBS. : adicionaram-se 150 yL de MTT em cada poco. : incubaram-se as
respetivas placas entre 2h-4h a 37°C, formando-se os cristais de formazano. 6: adicionaram-se |50 ulL de isopropanol
com HCl em cada pogo, para dissolver os cristais de formazano e colocaram-se as placas num agitador de placas. 8:
procedeu-se a leitura das mesmas num espetrofotémetro com os comprimentos de onda de 570 nm e de 620nm.

Sendo assim, este ensaio possibilitou a quantificagao da atividade metabdlica como
medida da proliferagao celular, expressa em percentagem, relativamente as culturas celulares
nao tratadas. Os resultados foram expressos em percentagem de atividade metabolica das
células tratadas com os farmacos em relagao as células nao tratadas de acordo com a

Equagao 2.

(Abs 570 nm — Abs 620 nm)(células tratadas com os farmacos)

% atividad tabblica =
% atividade metabolica (Abs 570 nm — Abs 620 nm)(células sem tratamento)

X 100

Equagcdo 2 — Calculo da percentagem de atividade metabdlica de células tratadas com os diferentes fdarmacos
relativamente a células sem tratamento.

Apos a determinagao das curvas de proliferagao, com o intuito de obter os valores de
ICso e ICy, através do programa graphpad, recorrendo a uma regressao nao linear, procedeu-

se aos estudos metabolicos por espetroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear.
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A razao da escolha do ICy, e a sua posterior utilizagdo prendem-se com o facto de

perceber se a viabilidade celular justifica o avango para a analise metabolomica.

2.4 Avaliacao da Viabilidade Celular

Paralelamente aos estudos de metabolomica, a viabilidade e o perfil de morte celular
foram avaliados. Esta analise foi feita com o objetivo de confirmar qual o efeito das
concentragoes de farmaco(s) testadas na viabilidade das células, informagao importante para
a interpretacao dos resultados obtidos na andlise do perfil metabolomico. Desta forma, as
concentragoes usadas nos ensaios de citometria de fluxo foram as mesmas que foram usadas
nos estudos de metaboldmica (Tabela 5 da sec¢ao 2.3.1.2.3 — Terapia usada para a
Espetroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear). Assim, 1x10°de células por condicio
foram tratadas com o(s) farmaco(s) durante 48h.

Para estudar o efeito citotoxico dos diferentes regimes terapéuticos na viabilidade
celular recorreu-se a técnica de citometria de fluxo.

Esta técnica é utilizada com a finalidade de analisar varios parametros simultaneamente,
através de um aparelho de deteciao otico-eletronico (citometro de fluxo), o que permite
caracterizar quantitativa e qualitativamente um conjunto de células em suspensao, medindo os
sinais de dispersao de luz (frontal e lateral) e fluorescéncia emitidos por cada amostra. Um
citometro de fluxo pode fornecer informagoes de caracteristicas celulares a nivel extrinseco
ou intrinseco. As caracteristicas intrinsecas incluem o tamanho, a forma, a densidade e a
granulosidade da célula. Por outro lado, as caracteristicas extrinsecas incluem medidas em que
€ necessario adicionar sondas fluorescentes que permitem avaliar a composi¢ao ou a sintese
do DNA, modificagoes estruturais da membrana celular, processos de morte por apoptose
e/ou por necrose, parametros fisiologicos como o fluxo de calcio, alteragdes de pH, o
potencial de membrana mitocondrial, entre outros (Amaral, 2014; Moo-Young et al., 1986).

Neste trabalho foi utilizado um citédmetro FACSCalibur (Becton Dickinson) equipado
com um laser de argon que emite um feixe de luz com um comprimento de onda de 488 nm.

O citémetro de fluxo (Figura 21) emite um feixe de luz de comprimento de onda Unico
que é direcionado para um sistema em fluxo onde é colocada a amostra. Cada particula
suspensa interseta o feixe e dispersa a luz de uma determinada forma. Os compostos quimicos,
utilizados para marcagao da amostra, podem ser excitados emitindo luz de menor frequéncia;
essa combinacao de luz dispersa pelas células/particulas com a fluorescéncia emitida pelos

fluoroforos € direcionada por espelhos/filtros dicroicos para detetores apropriados.
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Analisando as flutuagoes de brilho é possivel entao explorar varios tipos de informagao sobre
a estrutura quimica e fisica de cada particula individualmente (Tavares & Tavares, 2009).

Apos o tratamento e o respetivo tempo de incubagao, as células foram destacadas dos
frascos recorrendo-se a métodos enzimaticos (descritos anteriormente: seccao 2.3.1) de
modo a obter uma suspensao celular. Para todos os ensaios de citometria de fluxo efetuados
neste trabalho, comegou-se por colocar a suspensao celular num tubo de falcon, centrifugou-
se a |000xG durante 5 minutos e descartou-se o sobrenadante. Posteriormente adicionou-se
PBS e distribuiu-se pelos respetivos tubos de citometria assegurando que em cada tubo sao
colocadas |*10° células para marcagio e anilise.

Suspensdo celular

l Nucleo central

Revestimento
para fluido
') Fltros dicroicos

\ :
v
Celulas \ . o B Detector de fluorescincia

Detector de dispersdo latesal (90%)

Lo I - @ ’ w FS  Detector de dugersho frontsl |0-10%
h

Figura 2| — E squema de um citémetro de fluxo Fonte: (Moo-Young et al., 1986)

A avaliagao da integridade da membrana é essencial para a avaliagio da viabilidade
celular. Esta pode ser avaliada de varias formas, nomeadamente através de ensaios capazes de
evidenciar o dano que ocorre nas células, quer por apoptose quer por necrose.

Estes dois tipos de morte podem ser distinguidos através de caracteristicas
morfoldgicas ou bioquimicas como, por exemplo, compactagao e fragmentagao da cromatina
nuclear, perda da assimetria membranar, contragao do citoplasma, entre outros (Amaral,
2014).

As sondas fluorescentes utilizadas na citometria de fluxo para a analise da viabilidade
celular, foram a AnV (do inglés, Annexin V) acoplada ao FITC (do inglés, fluorescein-5-
isothiocyanate) e o Pl (do inglés, propidium iodide). A AnV é uma proteina anticoagulante que se
liga com elevada afinidade a fosfolipidos anionicos, tais como a fosfatidilserina. O Pl é um
corante com a capacidade de se intercalar no DNA e no RNA (de cadeia dupla), permitindo
avaliar a integridade da membrana (Tavares & Tavares, 2009).

Em células viaveis, a fosfatidilserina encontra-se no folheto interno da bicamada lipidica.
Quando se ativa a apoptose, a fosfatidilserina move-se para o folheto externo, podendo ser

identificada através da incubagao das células com AnV-FITC. Este evento ocorre quando a
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membrana celular ainda esta intata, sendo caracteristico de estados apoptoticos iniciais (Figura
22) (Kamentsky, 2001; Peng, Jiang, & Bradley, 2001). Por outro lado, em células viaveis, o PI
nao consegue atravessar a bicamada lipidica, sendo capaz de intercalar DNA ou RNA de cadeia
dupla apenas quando a membrana da célula esta danificada, o que se verifica quando as células

se encontram em necrose (Kamentsky, 2001; Peng et al., 2001).

Fluoréforo

~ Célula Viavel Célula Apoptética

i
d Anexina V

Extracelular P P k(\r(f(\)
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Plasmatica

Intracelula

Fosfatidilserina

Figura 22 — Marcagdo da fosfatidilserina pela anexina V adaptado de_(Sarmento, 2016).

Assim, a dupla marcagao com AnV e Pl permite distinguir quatro populagoes de células:
as células viaveis (negativo para ambas as marcagoes), as células em apoptose inicial (marcagao
positiva para AnV-FITC, mas negativa para a marcagao com Pl), as células que estao em
apoptose tardia/necrose (positivas para ambas as marcagoes) e as células que estao em

necrose (marcagao negativa para AnV-FITC e positiva para IP) (Tabela 6).

Tabela 6 — Classificagdo das células de acordo com a intensidade de marcagdo com AnV e IP

O . A A D - odeto de

Viaveis - -

Apoptose inicial + -

Apoptose tardia/necrose

Necrose - +

A cada tubo com aproximadamente |x10° células adicionaram-se 100 pL de tampao
de ligacio frio® (Sigma, C4901), 2,5 uL de AnV (Immunostep, ANXVF) e | uL de PI (DY634,
Kit Immunostep). Incubaram-se as suspensdes celulares durante |5 minutos no escuro, a
temperatura ambiente e, por fim, adicionaram-se 400 pL de tampao de ligagao frio e agitou-
se suavemente com o auxilio do vértex. A detecao foi posteriormente realizada com os

comprimentos de onda de emissao de 525 nm para a AnV e de 640 nm para o PI.

20,01 de Hepes (Sigma, H7523), 0,14M de NaCl, 0,25 mM de Ca Cl> (Sigma, C4901)
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Os resultados sao apresentados em percentagem de células de cada subpopulagao.
2.5 Quantificacao Metabolémica por RMN

A escolha da técnica analitica depende dos objetivos da anilise, do tipo de metabolitos
que se pretende analisar e da amostra biologica.

A espetroscopia de RMN surgiu nos anos 40 e, desde entao, esta técnica tem sofrido
melhorias, apresentando-se, atualmente, com um papel de lideranga na area cientifica. Esta
técnica é utilizada para caracterizar perfis metabdlicos, quer in vivo como in vitro, beneficiando
ainda de apresentar um perfil nao destrutivo e altamente reprodutivel. Baseia-se,
principalmente, na exploracao das propriedades propriedade fisicas ou quimicas das moléculas,
fornecendo-nos informacoes detalhadas sobre a sua estrutura, dindmica, estado de reacao e
o ambiente quimico, permitindo-nos estudar as vias metabolicas especificas (Malloy, Sherry, &
Jeffrey, 1988; Nicolas et al, 2008). Posto isto, esta curiosidade nao s6 por estudar as vias
metabolicas, como também os metabolitos extracelulares e intracelulares produzidos,
possibilita a descoberta de novos biomarcadores, que possam ser fundamentais para a
oncologia quer ao nivel do tratamento, como também no diagnostico precoce e prognéstico
das neoplasias (Markley et al., 2017).

A espectroscopia por 'H-RMN de alta resolucio, é capaz de identificar qualquer
molécula organica, ja que possui protoes (nlcleos de hidrogénio). A posicao espetral ocupada
por cada um desses nucleos depende do ambiente eletronico, assim torna-se possivel
distinguir diferentes grupos quimicos quer intramoleculares ou intermoleculares e assim
identificar e quantificar os inUmeros metabolitos presentes em extratos ou fluidos bioldgicos.
Resumindo, um espectro RMN é capaz de mimetizar uma impressao digital quimica da amostra
bioldgica, mostrando possiveis alteragoes que ocorrem nos perfis metabolicos indicando uma
potencial fonte de biomarcadores fisiologicos (Griffin & Shockcor, 2004).

Esta técnica, quando associada a marcagao isotopica, ou seja, ao uso de substratos
enriquecidos com marcadores isotdpicos, surge como uma ferramenta poderosa para a
elucidagio de mecanismos bioquimicos, tornando possivel quantificar os diversos
intermediarios metabdlicos mais abundantes, nomeadamente a glicose, o glutamato e o lactato,
com a finalidade de analisar os fluxos metabolicos gerados (Abrantes, 2013). Para estudos in
vitro, o substrato enriquecido mais comumente utilizado ¢é a glicose marcada com carbono-13,
em que o atomo "’C se localiza em diferentes posi¢des na molécula de glicose, ou seja a glicose
pode estar marcada na posicio | ([I- *C]glicose), nas posicoes | e 6 ([1,6- *C2]glicose), ou
em todas as posicoes, ou seja glicose uniformemente marcada ([U"Cglicose). A utilizacio de

glicose marcada com carbono-13 permite a analise da via glicolitica, do ciclo de Krebs e da
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interacao entre estas duas vias metabdlicas de acordo com a analise das taxas de
enriquecimento de metabolitos intermediarios das duas vias (Abrantes, 201 3).

Como dito anteriormente, a glicolise tem por base a conversao da glicose em duas
moléculas de piruvato. Ao utilizarmos a glicose marcada com "*C, o piruvato produzido sera
por sua vez um resultado da marcagao feita inicialmente; outro exemplo esta relacionado com
a enzima LDH, esta vai converter o piruvato previamente formado em lactato que também
tera a mesma marcagao. Posto isto, é entao possivel determinar, através da quantificagao do
lactato, o consumo de glicose uniformemente marcada por via indireta e entender a
intensidade da via da glicdlise nas células em estudo consoante as diferentes terapias
(Gongalves, 2014).

Uma mais valia deste tipo de marcagao, é que nos permite distinguir o lactato
proveniente de metabolitos que nao foram marcados, endégenos ou presentes no meio de
cultura. Deste modo, ao analisar o meio de cultura em fun¢ao do tempo de incubagao permite
quantificar o lactato produzido, de forma indireta, ou seja, o fluxo glicolitico (Abrantes, 201 3).

E importante realcar que o piruvato nio é apenas convertido em lactato, participando
em 4 vias distintas: este pode seguir para a mitocondria e ser convertido em acetil-CoA por
acao da enzima PDH (do inglés, pyruvate dehydrogenase), onde por oxidagao no ciclo de Krebs
resulta na produgao de CO, e de redutores que participam na cadeia transportadora de
eletroes; quanto maior a quantidade de NADH citosélica resultante do processo glicolitico, a
LDH torna-se mais ativa na conversao de piruvato em lactato; por outro lado, quando os
niveis de NADH sao reduzidos, o piruvato, pela agao da ALT (do inglés, alanine
aminotransferase), € convertido em alanina e por ultimo, forma-se o oxaloacetato, um
intermediario do ciclo de Krebs, reagao de carboxilagao catalisada pela PC (do inglés, pyruvate
carboxylase) (Gongalves, 2014).

O piruvato ao apresentar marcagao nos seus carbonos, por consequéncia os seus
intermediarios resultantes também serao marcados. Para se poder avaliar esta integragao
recorre-se ao glutamato, que é caracterizado como sendo um dos aminoacidos mais
abundantes no nosso organismo. Este, apesar de nao fazer parte do ciclo de Krebs, encontra-
se em equilibrio com um intermediario, o a-cetoglutarato. Deste modo, a quantificagao de
glutamato, ainda que seja uma avaliagao indireta da incorporagao da marcagao, torna-se
imprescindivel, uma vez que, devido a sua maior concentragao intracelular, a detecao pela
técnica de RMN, torna-se facilitada. Logo € possivel inferir que com o aumento do numero de
voltas do ciclo, maior é a incorporacio de carbono-13 nos intermediirios e,
consequentemente, de glutamato. Com a continuagao da atividade do ciclo, cada vez surgem

mais intermediarios multi-enriquecidos e, assim, uma medicdo da razao entre os
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intermediarios multi-enriquecidos e duplamente enriquecidos permite uma avaliagao da
velocidade do ciclo (Abrantes, 2013; Gongalves, 2014; Pereira et al., 201 ).

A medida que o ciclo de Krebs avanca, o glutamato vai apresentando os carbonos
marcados. Recorrendo ao espetro de *C-RMN dos extratos de metanol/cloroférmio das
células é possivel quantificar a abundancia destas marcagdes no glutamato. A ressonancia do
carbono 4 do glutamato, possui um dupleto (D45) que reflete as moléculas com marcagao
simultanea nos carbonos 4 e 5, e um quarteto/pseudoquarteto (Q), que reflete a marcagao
simultanea nos carbonos 3, 4 e 5 (Pereira et al, 201 1). Posto isto, quanto maior for a razao
Q/D45 dos multipletos, maior a velocidade do ciclo, maior a oxidacio da [U'’C]glicose nas
células e maior o recurso ao ciclo de Krebs para a obtengao de equivalentes redutores que
irdo produzir energia pela cadeia respiratoria mitocondrial (Pereira et al, 201 1). Também a
partir do glutamato marcado é possivel determinar outra razao importante, que nos indicara
o envolvimento dos intermediarios do ciclo de Krebs, noutras vias biossintéticas, ou seja,
denominado anaplerose. Tal como dito anteriormente, o piruvato pode ser convertido em
oxaloacetato, portanto a marcagao de glutamato sera mais intensa nos carbonos 2 e 3 devido
ao resultado do turnover unico do ciclo de Krebs. Assim para avaliar a intensidade de anaplerose
recorreu-se a razao c3-Glu/c4-glu, cujo o aumento indicara também o aumento deste fluxo
(Abrantes, 201 3).

Outra razao que é importante determinar consiste na razao entre a marcagao do
carbono 3 do lactato e a do carbono 4 do glutamato, a qual mede o acoplamento entre a
glicolise e o ciclo de Krebs, permitindo-nos inferir que quanto menor for esta razao, maior
sera o acoplamento e menor sera a dependéncia das células do processo glicolitico para a
obtengao de energia (Pereira et al, 201 1).

Por dltimo, a partir da marcagao do carbono 3 do lactato com a marcagao do carbono
3 da alanina, é possivel determinar outra razao que permite avaliar os diferentes estados redox
no citosol (Pereira et al, 201 1).

Em suma, todas as razoes referidas servem para comparar o efeito da quimioterapia e
da imunoterapia nas mesmas, comparando-se assim as razoes nas células incubadas com os
diferentes farmacos relativamente as das células controlo, com o intuito de determinar o

efeito dos mesmos na atividade metabdlica das células de cancro de pulmao.

2.4.1 Procedimento para a realizacdo dos Extratos para Avaliacdo

Para este trabalho experimental, prepararam-se placas de petri onde foram semeadas

2,5 milhoes de células. Também foram preparados meios, de acordo com a linha celular usada,
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sendo que DMEM (Gibco, | 1966-025) para a linha celular H1299 e RPMI-1640 (Sigma, R6504)
para a linha celular A549. Apods 24h, ou seja, o tempo necessario para que estas adiram as
placas, preparam-se meios DMEM (Sigma D5030-10L) e RPMI (Sigma, R1383) sem glucose, em
que a estes se adicionou glicose uniformemente marcada com "*C [U'*Cé] (Cambridge Isotope
Laboratories, CLM-1396-10). Antes da adicao do meio com glicose marcada, aspirou-se o
meio das placas de petri previamente preparadas e adicionou-se 10 mL do novo meio. De
seguida as células foram tratadas com concentragoes indicadas na tabela 5 da secgao 2.3.1.2.3
- Tratamento para o RMN e para os Estudos de Viabilidade Celular, havendo uma condicao
controlo (auséncia de farmaco), os farmacos administrados isoladamente (carboplatina ou
cisplatina) e as combinagoes. Aos 30 minutos, as |, 2, 4, 6, 8, 24 e 48 horas retiraram-se
amostras de 600 uL de meio para eppendorfs devidamente identificados, as quais foram de
seguida conservadas a -80°C.

A medicao do fluxo glicolitico é feita de forma indireta mediante a quantificagao do
aparecimento de lactato no meio de cultura. A metabolizagio da [U"’C] glicose conduz ao
aparecimento de [U"C] lactato no meio de cultura que é, como referimos anteriormente,
distinguivel do lactato nao marcado.

Apos as 48 horas procedeu-se a extragao celular. Para isso, descartou-se o meio e
seguiram-se 2 lavagens com 2 mL de PBS. Em seguida, adicionou-se PBS e raspou-se
gentilmente com um raspador de células, transferindo-se seguidamente a suspensao celular
para um falcon. Lavou-se por centrifugagao a 1000xG durante 5 minutos, descartando o PBS
e mantendo o pellet. Adicionou-se |,5 mL de uma solugao fria previamente preparada de
metanol e cloroférmio na proporgao 2:l, e procedeu-se a homogeneizagao em vortex.
Posteriormente, as amostras foram sonicadas durante |5 minutos, com o intuito de romper
todas as membranas. Por fim, adicionou-se 500 pL de cloroférmio e 500 pL de agua ultrapura,
centrifugando-se novamente a 1000xG durante |5 minutos. Esta centrifugagao permitiu a
separacgao das amostras em 3 fragoes: a fase aquosa, sobrenadante onde se encontram todos
os metabolitos sollveis em agua, ou seja os metabolitos polares; a fase organica, onde se
encontram os metabolitos apolares; e o pellet que é constituido por componentes
membranares. As fragoes sao posteriormente colocadas separadamente em eppendorfs e
conservadas a -80°C. De seguida as amostras de meio recolhidas ao longo de varios tempos
foram analisadas a 14.] Tesla por '"H-RMN com uma sonda de banda larga de 3 mm. Para a
preparagao das amostras para analise, adicionaram-se 160 pL das amostras de meio a 40 L
de uma solugao de fumarato de sédio na concentragao de 10 mM em D,0O (99,9%), usada

como padrao interno para efeitos quantitativos.
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Devido aos constrangimentos existentes relacionados com a pandemia da COVID-19
e devido as questoes técnicas associadas a uma avaria no equipamento de ressonancia
magnética nuclear, no qual seriam analisadas as amostras acima indicadas, nao foi possivel a

obtencao dos resultados da metaboldmica.

3. Analise Estatistica

A determinagio dos valores de ICsye IC,, bem como a anilise estatistica dos valores
experimentais da proliferagcao celular, foi realizada usando o software GraphPad 6.0. Os
resultados sao apresentados como a média + desvio-padrao de, pelo menos, trés experiéncias
independentes realizadas em triplicado. Para determinar os valores de ICs, e 1C,, foi feito um
ajuste das curvas dose-resposta segundo uma regressio nio linear’, segundo a equagio
Y=(100-0/(1+107((LoglCso-X)*HillSlope).

A significancia das diferengas dos valores experimentais da proliferagao celular foi
analisada comparando os intervalos de confianga das condigoes, com nivel de significancia de
0,05. Diferencas significativas foram consideradas quando os intervalos de confianga nao se
cruzam.

A avaliacio da viabilidade celular foi realizada através do software IBM® SPSS® 23.0
(IBM Corporation, Armonk, Nova lorque, EUA). Os resultados foram apresentados sob a
forma de médiatdesvio-padrao, sendo a sua representacao grafica efetuada recorrendo ao
software GraphPad Prism 6.0. A andlise das variaveis quantitativas, nomeadamente a
normalidade de distribuicao foi realizada segundo o teste de Shapiro-Wilk, sendo avaliada a
homogeneidade de variancias segundo o teste de Levene. No caso de uma distribui¢ao normal
das variaveis quantitativas utilizaram-se testes paramétricos e testes nao paramétricos na
auséncia de normalidade na distribuicao destas variaveis. Para a comparagao entre o controlo
e as diferentes condicoes em cada um dos tratamentos em estudo recorreu-se ao teste
ANOVA quando se observou uma distribuicao normal e homogeneidade de variancias ou, em
caso contrario, usou-se o teste nao paramétrico Kruskal-Wallis. As comparagoes multiplas
entre condigoes foram realizadas com recurso ao teste de Games-Howell, na presenca de

variancias nao presumidas, ou pela correcao de Bonferroni, em caso contrario.

31Cso é a concentragao do farmaco para o qual a resposta é 50% do efeito entre o limite maximo e minimo; o hillSlope indica
a inclinagio das curvas; Top e Bottom referem-se aos valores minimo e maximo no eixo dos y; o valor de Y é o valor de
percentagem do efeito e o valor de X é o logaritmo da concentragao do farmaco para a percentagem correspondente.
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Capitulo IV. Resultados e Discussio*

|I. Caracterizacdao das Linhas Celulares

Com o intuito de confirmar o subtipo histoldgico das linhas celulares utilizadas ao longo
desta dissertagao, recorreu-se a utilizagdo de um conjunto de anticorpos especificos para
proteinas do citoesqueleto (Tabela 7). Esta tarefa foi realizada com o apoio do Servigo de

Anatomia Patolégica do Centro Hospitalar Universitario de Coimbra.

Tabela 7 — Caracterizacdo das linhas celulares de cancro do pulmdo de ndo pequenas células, A549 e H1299.

Linha CK7 Napsina A CK5/CKé6 PD-LI (clone
celular pyiex)
A549 Positivo Negativo  Negativo Negativo Negativo 80%
HI1299 Negativo  Negativo  Negativo Negativo Positivo para 5% 90%
das células
tumorais

Quanto a histopatologia foi possivel confirmar que a linha celular A549 é representativa
de adenocarcinoma devido a expressao do marcador molecular CK7 e devido a auséncia da
expressao do CK5/6, pois este € um marcador que permite distinguir os adenocarcinomas
dos carcinomas escamosos. Por outro lado, a linha celular HI1299 nao expressa nenhum dos
marcadores moleculares e apresenta um indice proliferativo (KI67)de 90%, o que indica que
esta linha apresenta uma taxa de proliferacao elevada, indicativa do subtipo histoldgico
carcinoma de células grandes (lyoda et al,, 2001; Travis, 201 I; J. Wang et al., 2020).

Quanto a expressao do clone 22C3 do recetor PD-L1, a linha celular A549 apresenta
uma expressao negativa, enquanto a linha celular H1299 apresenta uma expressao positiva em
5% das células tumorais. Os estudos de imunoterapia previstos incluiam o uso de nivolumab
e pembrolizumab, cujo mecanismo de agao se baseia na inibicao do recetor PD-1, impedindo
a ligacao do recetor PD-| das células T com os seus ligandos PD-LI/PD-L2 e evitando a
inativagao das células T (Bunney et al, 2017a; Guo et al, 2017). A expressao nula ou reduzida
do recetor PD-LI nas linhas celulares A549 e H1299, respetivamente, nao justifica o uso da
imunoterapia como tratamento de primeira linha, pelo que também nao justifica a prossecugao
dos estudos com os farmacos ICPs. Por essa razao, os estudos apresentados nesta dissertagao

incluiram apenas a cisplatina, a carboplatina, a gemcitabina e o pemetrexede.

4 Os resultados apresentados ao longo deste capitulo foram obtidos em co-autoria com a Mestre Daniela Madama
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2. Avaliacao da Proliferacao Celular

Lidar com diferentes firmacos, que apresentam atividade citotoxica distinta, requer
ensaios preliminares para determinar a concentragao capaz de induzir danos celulares, quer
seja por morte celular (atividade citotdxica), ou apenas por inibicao do crescimento celular
(efeito citostatico). Estes estudos permitem tragar curvas dose-resposta e, por conseguinte,
determinar as concentragoes inibitorias de interesse, ou seja, os valores de 1Cy, ou ICs, que
representam a concentragao de firmaco que inibe em 20% ou 50%, respetivamente, inferindo
indiretamente a proliferagao celular, para um determinado periodo de exposigao ao respetivo
farmaco (Brito et al, 2012).

No contexto do presente trabalho, a determinagao da proliferagao celular teve dois
objetivos principais. O primeiro foi a avaliagao do efeito dos farmacos nas linhas celulares de
NSCLC. Esta analise permitira uma melhor interpretagao dos dados da metabolomica e a sua
translagao para a clinica. Em segundo, a determinagao das curvas dose-resposta foi
imprescindivel para a determinagao dos valores de ICs, e ICy, com o intuito de selecionar as
concentragoes adequadas aos estudos subsequentes para a analise por RMN.

A avaliagao da proliferagao celular foi realizada através do estudo da atividade
metabolica, por espetrofotometria, pelo ensaio MTT. Este ensaio possibilitou a obtengao de
valores de proliferagao celular, em percentagem, relativamente as culturas celulares controlo.
Com os valores obtidos, foi possivel tracar as respetivas curvas dose-resposta
correspondentes a cada linha celular, recorrendo ao software GraphPad. Assim, foi possivel
determinar os valores de ICs, e de IC,, ou seja, a concentragao de composto necessaria para
inibir 20% da proliferacao celular. Inicialmente, as culturas celulares de cancro do pulmao
foram tratadas com concentragoes crescentes dos diferentes farmacos e respetivas
combinagoes durante 48h.

A Figura 23 apesenta as curvas dose-resposta correspondentes a linha celular H1299
em resposta a incubagao com a cisplatina ou carboplatina e respetivas combinagoes, durante
48 horas e a Tabela 8 apresenta os valores de IC,, e ICs, os intervalos de confianga a 95%
referentes ao ICs, e os coeficientes de determinacio das curvas de ajuste (r’). Sendo

importante enfatizar que a atividade metabdlica € uma medida indireta de proliferagao.
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Figura 23 — Curvas de dose-resposta correspondentes a atividade metabdlica (em percentagem de proliferagdo) da linha
celular tumoral H1299 apés a incubagdo de 48h com a cisplatina ou carboplatina e as respetivas combinagées terapéuticas.
Os resultados sdo apresentados como a média * desvio-padrao de, pelo menos, trés experiéncias independentes realizadas
em triplicado (n29).

Com os valores percentuais obtidos foram tragadas as curvas dose-resposta que foram
ajustadas a uma fungao considerando o melhor ajuste relativamente aos resultados
experimentais. Através destas curvas, foi possivel calcular a concentragio do composto
necessaria para inibir 20% e 50% da proliferacao celular, ou seja, os valores de ICy, e ICs,
respetivamente, apresentados na Tabela 8.

Dos farmacos e combinagoes testadas, na linha H1299 a cisplatina administrada em
combinagao com a gemcitabina é a que apresenta uma maior inibicao da proliferagao, sendo
visivel pelas curvas dose-resposta que apresenta. E também possivel verificar que quando a
cisplatina é administrada em combinagao com a gemcitabina tem um efeito citotoxico muito
mais evidenciado do que comparativamente a sua administragao isolada. Em comparagao com
a sua combinagao com o pemetrexede, para concentragoes mais baixas, observa-se que a
combinacgao cisplatina com gemcitabina induz um efeito proliferativo mais acentuado. Assim, a
cisplatina em combinagao com a gemcitabina torna-se a combinagao de eleigao, visto que
apresentou o efeito anti-proliferativo mais notorio. Relativamente a carboplatina é possivel
verificar que quando administrada em combinagao com a gemcitabina é muito mais eficaz do

que quando associada ao pemetrexede.
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Tabela 8 — Valores de ICy e ICso dos farmacos e as combinagées testadas na linha celular H1299, apés 48h de
incubagdo, assim como os valores de r e intervalos de confianca a 95% (IC 95%) referentes ao ICso,

Farmacos/Parametros IC 95% (M)

Cisplatina 21,4 59,8 53,2 - 67,4 0,98
Cisplatina + Gemcitabina 0,5 yM 6,6 4477 22,8-87,3 0,88
Cisplatina + Gemcitabina 5 yM 7,3 41,0 29,1-57,7 0,97
Cisplatina + Pemetrexede 0,1 yM 43,7 120,6 94,1-154,6 0,98
Cisplatina + Pemetrexede | uM 30,2 109,8 83.1-145.0 0,98
Carboplatina 3294 1337 1099-1627 0,93
Carboplatina + Gemcitabina 0,5 yM 69,1 759,5 559,7-1031 0,94
Carboplatina + Gemcitabina 5 yM 141,5 699,1 591,5-826,2 0,98
Carboplatina + Pemetrexede 0,1 uyM 616,4 1291 1047-1593 0,96
Carboplatina + Pemetrexede | uM 597,1 1628 1094-2423 0,92

Analisando os parametros estatisticos obtidos dos ajustes a curva dose-resposta
(tabela 8), verifica-se que o ICs, da cisplatina quando presente em combinagao com a
gemcitabina é inferior ao |ICs, obtido quando a cisplatina é administrada em monoterapia,
contudo, nao apresentando diferengas estatisticamente significativas. O ICs, da cisplatina em
monoterapia € de 59,8 yM (IC95% = 53,2; 67,4), sendo superior ao obtido quando presente
em combinagao com 0,5 pM de gemcitabina (44,7 uM; 1C95% = 22,8; 87,3) e com 5 pM de
gemcitabina (41,0 pyM, 1C95% = 29,1; 57,7) nao havendo diferengas estatisticamente
significativa. Por outro lado, quando a cisplatina é combinada com o pemetrexede o valor do
ICs, € superior, ou seja, para o pemetrexede na concentragao de 0,1 pM, o ICs, da cisplatina
é de 120,6 uyM (IC95% = 94,1;154,6) e para o pemetrexede a uma concentragao de | yM, o
ICso € de 109,8 uM (IC95% = 83,1;145,0), o que demonstra que in vitro a presenga do
pemetrexede nao aumenta a eficacia anti-proliferativa da cisplatina.

Relativamente a carboplatina, o ICs, obtido em regime de monoterapia foi 1337 yM
(1C95% = 1099; 1627), sendo 20 vezes superiorao ICs, da cisplatina quando esta é administrada
no mesmo regime de monoterapia (59,8 uM; 1C95% = 53,2; 67,4). Quando a carboplatina é
administrada em combinagao com a gemcitabina, o seu valor de ICs, é estatisticamente inferior
ao obtido em monoterapia, apresentando valores de 759,5 yM (1C95% = 559,7;1031) e 699,
puM (IC95% = 591,5; 826,2) quando a gemcitabina esta presente a uma concentragao de 0,5
MM e 5 pM, respetivamente.

Estes resultados mostram que a gemcitabina é um farmaco bastante vantajoso quando
usado em associagdo com outros farmacos. No que diz respeito ao pemetrexede, a
sobreposi¢ao dos intervalos de confianga dos ICs, da carboplatina em monoterapia (1337 pM,

IC95% = 1099;1627) e em associagio com pemetrexede a 0, yM (1291 pM; IC95% =
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1047;1593) ea | uM (1628 uM; IC95% = 1094; 2423) indica que, in vitro, o regime terapéutico
em associagao nao aumenta o efeito anti-proliferativo da carboplatina.

Concluindo, para a linha celular HI1299, a combinagao de eleigao é a cisplatina com a
gemcitabina. Contudo, a associagao de carboplatina com gemcitabina, apesar de nao ter um
efeito anti-proliferativo tao notoério, constitui uma opgao terapéutica de extrema importancia,
visto que na clinica ha um niumero elevado de doentes que nao toleram os tratamentos a base
de cisplatina, pelo que a combinagao de carboplatina com gemcitabina é uma possivel opgao
nestes doentes.

Os valores do IC,, como ja foi mencionado, tém como objetivo principal perceber se
a viabilidade celular obtida justifica o avan¢o para os estudos de quantificagao metabolomica.
Contudo, a cisplatina é administrada numa massa de 75 mg/m” na clinica o que equivale a
0,0237 pM, comparando com o ICy, obtido no ensaio (21,4 pM), é possivel dizer que a massa
administrada in vitro foi superior a ue é usualmente administrada na clinica. O mesmo se pode
dizer em relagdo a carboplatina que é administrada numa massa de 240 mg/m’ e que equivale
20,0614 uM, o valor de ICy, (329,4 uM) também foi superior comparativamente ao que se usa
na clinica. Este resultado pode ser explicado pelo facto de a linha celular em questao testada
ser representativa do subtipo histolégico células grandes (lyoda et al., 2001; Phelps et al., 1996;
Planchard et al,, 2018; Travis, 201 1; J. Wang et al,, 2020).

A Figura 24 apresenta as curvas dose-resposta correspondentes a linha celular A549
em resposta a incubagiao com a cisplatina ou a carboplatina e respetivas combinagoes, durante
48h, e a Tabela 9 apresenta os valores de ICy e ICs, os intervalos de confianga a 95%
referentes ao ICs, e os coeficientes de determinagio das curvas de ajuste (r?), apds o

tratamento durante 48 h.
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Figura 24 — Curvas de dose-resposta correspondentes d atividade metabdlica (em percentagem de proliferacdo
celular) da linha celular tumoral A549 apéds a incubagdo de 48h com cisplatina ou carboplatina e as combinagdes.
Os resultados sdo apresentados como a * desvio-padrdo de, pelo menos, trés experiéncias independentes
realizadas em triplicado (n29).
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Na linha A549, através da interpretacao dos graficos representados na Figura 24,
verifica-se que a cisplatina administrada isoladamente obteve o resultado mais notério em
termos de inibicio da proliferagao celular. Relativamente a carboplatina, quando esta é
associada ao pemetrexede verifica-se uma diminuicao bastante acentuada da proliferagao
celular de modo dependente da concentragao de pemetrexede usada. Este resultado é
bastante valido numa perspetiva clinica, uma vez que a carboplatina € um farmaco de opgao
para doentes que nio sio tolerantes ao tratamento com a cisplatina. E importante realcar
que nesta linha celular nao se testou a gemcitabina, uma vez que este firmaco nao é de eleicao
para o adenocarcinoma, de acordo com as guidelines da ESMO (Planchard et al,, 2018).

Analisando os parametros estatisticos obtidos dos ajustes a curva dose-resposta
(Tabela 9) verifica-se que todos os regimes terapéuticos estudados induzem uma diminuigao
da proliferagao celular. Quando a cisplatina é administrada em combinagao com o
pemetrexede, em qualquer das concentragoes (para 0,1 uM 1C5,=29,6 uM, 1C95% = 17,1;51,3);
para | uM 1C5,=22,5 uM, IC95% = 7,8; 64,8) o efeito anti-proliferativo é semelhante ao obtido
quando esta é administrada isoladamente (IC5=13,1 yM, IC95% = 6,1; 28,4), tendo em conta
que os intervalos de confianga dos respetivos valores de IC;, se sobrepoem. Relativamente a
carboplatina, quando associada com o pemetrexede a 0,1 pM e a | uyM, o IC;, é de 230,7 yM
(1C95% = 197,6; 269,3) e 1657 uM (IC95% = 133,1; 206,2) respetivamente, sendo estes
valores estatisticamente inferiores ao da carboplatina isoladamente, o qual é de 608,0 M
(1C95% = 554,3;666,9). Estes resultados indicam que as combinagdes se tornam mais eficazes
do que quando a carboplatina é administrada isoladamente.

Posto isto, a cisplatina continua a ser o farmaco de elei¢ao, contudo quando esta é
associada com o pemetrexede o seu efeito in vitro nao mostrou potenciar o seu efeito. Por
outro lado, quando o pemetrexede esta associado com a carboplatina, efetivamente ha uma
redugao que torna esta combinagao mais eficaz na inibigao da proliferagao celular.

Relativamente aos valores do I1Cy, a cisplatina clinicamente é administrada numa massa
de 75 mg/m?, o que corresponde a 0,0237 uM, comparando com o ICy, obtido no ensaio (1,6
puM), é possivel dizer que a massa administrada in vitro foi superior a que é usualmente
administrada na clinica. O mesmo se pode dizer em relagao a carboplatina que é administrada
numa massa de 240 mg/m? e que equivale a 0,06 14 uM, o valor de ICy (182,1uM) foi também
superior comparativamente ao que se usa na clinica. Apesar de o valor de ICy da cisplatina
ser ligeiramente superior ao administrado na clinica, esta bastante mais proximo, visto que
este farmaco é usado comumente em monoterapia pata tratar doentes com adenocarcinoma.
Relativamente a carboplatina, o valor de IC,, € superior ao administrado na clinica, o que pode

ser explicado pelo facto de a carboplatina nao ser tao eficaz quando comparada com a
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cisplatina. Assim, € possivel concluir que os resultados obtidos in vitro estao em concordancia
com os valores da clinica; contudo, é importante realgar que existem fatores, nomeadamente
ao nivel da biodisponibilidade do farmaco administrado, que podem influenciar esses

resultados (Planchard et al., 2018; Shaito et al,, 2020).

Tabela 9 — Valores de ICy e ICso dos farmacos e as combinagées testadas na linha celular A549, apés 48h de
incubagdo, os intervalos de confianca a 95% (IC 95%) referentes ao ICs e os valores de r*

Farmacos/Parametros IC 95%

Cisplatina 1,6 13,1 6,1 —284 0,71
Cisplatina + Pemetrexed 0,| yM 10,4 29,6 17,1 -51,3 0,91
Cisplatina + Pemetrexed | yM 5,0 22,5 7,8 - 64,8 0,75
Carboplatina 182, 1 608,0 554,3 — 666,9 0,98
Carboplatina + Pemetrexed 0,1 uM 113,4 230,7 197,6-269,3 0,99
Carboplatina + Pemetrexed | yM 71,5 165,7 133,1-206,2 0,99

Comparando as duas linhas celulares, podemos concluir que para a linha celular A549,
a cisplatina administrada isoladamente apresentou maior eficacia, visto que o seu ICs, é de
13,1 uM (IC95% = 6,1;28,4), e o obtido para a linha celular H1299 foi estatisticamente superior
59,8 uM (1C95% = 53,2; 67,4). Contudo, a carboplatina associada ao pemetrexed podera ser
uma opgao, visto que nesta linha esta associagao apresenta um efeito mais notorio. Ja para
doentes que apresentem o tipo histologico representativo da linha H1299, o tratamento de
eleicao ¢ a cisplatina associada a gemcitabina.

De uma maneira geral, e com base nos resultados obtidos, podemos inferir que a linha
celular H1299 apresenta valores de ICs, superiores aos valores obtidos na linha A549, pelo
que é mais resistente, sendo esta representativa do subtipo histoldgico carcinoma de grandes
células. Posto isto, podemos afirmar que a inibigao da proliferagao celular nao sé depende da
dose de farmaco administrada como também do tipo histoldgico, pelo que cada tipo de
tratamento devera ser adequado ao perfil de cada doente.

O cancro do pulmao é um dos tumores malignos com maior incidéncia global e taxa
de mortalidade, sendo que cerca de 85% dos diagnosticos sao NSCLC (Y. Li, Wang, Chen,
Lou, & Zhang, 2014). A quimioterapia no tratamento do cancro do pulmao tornou-se um alvo
de investigagao ao longo de décadas. Recentemente, a quimioterapia recorrendo a combinagao
da cisplatina com outros agentes quimioterapéuticos tem demonstrado um beneficio na
qualidade de vida dos doentes, como por exemplo na melhoria dos sintomas, ja que a cisplatina
quando administrada isoladamente esta associada a efeitos secundarios severos, tais como

nefrotoxicidade, neurotoxicidade, ototoxicidade, nauseas e vomitos (Kang et al, 2015). Posto
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isto, a gemcitabina é vista como um excelente candidato a terapia combinada, pois esta
associada a efeitos colaterais moderados e a toxicidade é dependente da massa administrada.

Segundo os autores Tang, Wang and Teng, de acordo com os resultados obtidos in
vitro, foi possivel demonstrar que a quimioterapia com gemcitabina associada a cisplatina
exerce efeitos sinérgicos, sendo muito mais eficaz relativamente a administragao isolada da
cisplatina, o que demonstra ser consistente com varios estudos in vitro ja realizados; além
disso, estes dois farmacos exibem mecanismos complementares e efeitos colaterais nao
sobrepostos (Tang, Wang, & Teng, 201 3).

O mecanismo de agao da gemcitabina baseia-se no bloqueio da sintese dos acidos
nucleicos e das enzimas envolvidas na biossintese dos nucleotidos, inibindo a sintese de DNA
e o seu processo de reparagao (Mey et al, 2006; Moorsel et al, 1999). Atualmente este
farmaco é considerado um dos agentes quimioterapéuticos mais eficientes pois inibe a
proliferacao celular impedindo a progressao das células da fase Gl para a fase S, sendo a
terapia de eleicao para este tipo de cancro (Tang et al, 2013). Contudo, estudos clinicos
revelaram uma grande disparidade na eficacia da quimioterapia com a gemcitabina, onde apenas
para um pequeno niimero de doentes é vantajoso, sendo que apenas em 20% a 40%, a duragao
média da sobrevida é de 8 a 10 meses e a taxa de sobrevida em cinco anos ¢ inferior a 15%
(Y. Li et al, 2014). Assim, com base nestes estudos é importante nao sé investigar os efeitos
dependentes da sequéncia do tratamento, como também de uma possivel pratica de medicina
personalizada, ja que este tipo de cancro estd relacionado com o desenvolvimento de
resisténcia aos farmacos. Outro fator importante realcado por outros autores é o facto de
tratamentos com cisplatina associada a gemcitabina apresentarem resultados muito mais
relevantes do que quando associada ao pemetrexede (Hu et al,, 2016).

O pemetrexede também tem sido amplamente usado para tratar o NSCLC. Como ja
foi mencionado, este farmaco € um antagonista dos folatos. Os folatos contribuem para a
biossintese de purinas, timidina e, portanto, do DNA. Assim, ao administrar pemetrexede este
interrompe o metabolismo dos folatos, inibindo a sintese de DNA e, por conseguinte,
impedindo o crescimento das células tumorais. No entanto, apesar da sua eficacia, este esta
associado a uma elevada quimiorresisténcia, o que prejudica a eficacia clinica apos o uso a
longo prazo. Essa resisténcia podera ocorrer a diferentes niveis, ou seja, ao nivel da reparagao
do DNA, na propria replicagao e sintese de DNA, nas alteragoes bioquimicas do tumor.
Contudo, o pemetrexede nao foi testado como um agente Unico, pelo que as caracteristicas
de resisténcia podem estar associadas a propria combinagao do pemetrexede com os outros

agentes quimioterapéuticos (Liang, Lu, Chen, Zhan, & Wang, 2019).
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Portanto, para compreender melhor os mecanismos associados aos agentes
quimioterapéuticos e as respetivas combinacoes € necessario recorrer a medicina
personalizada, ja que cada doente apresenta caracteristicas diferentes o que nos pode fornecer
informagoes mais precisas acerca do tipo de tratamento.

Também é importante realgar que estes fairmacos nao siao usados apenas no cancro
do pulmao, sendo também administrados noutros tipo de cancro, pelo que o uso de
biomarcadores especificos para cada tipo de cancro também facilita na escolha do tipo de
tratamento a utilizar (Liang et al., 2019).

Relativamente a carboplatina que é um agente alquilante, esta mata as células
principalmente por meio da indugao de aductos de DNA e a gemcitabina especificamente no
ciclo celular, matando principalmente as células em sintese de DNA na fase S; esta associagao
€ uma mais valia, contudo serao sempre necessarias doses mais elevadas destes farmacos, o
que podera induzir maior toxicidade. (S. Wang, Zhang, Cheng, Evans, & Pan, 2010).

O uso concomitante de medicamentos quimioterapéuticos como a gemcitabina e o
pemetrexede com farmacos quimioterapéuticos de primeira linha, onde se inclui a cisplatina e
a carboplatina, pode prolongar a sobrevida e melhorar a qualidade de vida destes doentes. A
detecao de genes, proteinas e outros indicadores biologicos pode facilitar a selecao de
individuos ou grupos para cada tipo de tratamento. Esta triagem facilitara uma terapia
individualizada e melhorara os resultados individuais, reduzindo os efeitos colaterais e a

toxicidade (Hu et al, 2016).

3. Avaliacao da Viabilidade Celular

Com base nos resultados obtidos e discutidos anteriormente, as condi¢coes escolhidas
para proceder com os estudos de viabilidade celular foram as representadas na Tabela 5. A
avaliagao da viabilidade e tipos de morte celular induzida foi efetuada através de citometria de
fluxo, recorrendo-se a uma dupla marcagao com AnV e IP, permitindo a distingao de quatro
populacoes de células: células viaveis (V), células em apoptose inicial (Al), células em apoptose
tardia (AT) e por fim, células em necrose (N).

Na Figura 25 estao apresentados os resultados da viabilidade celular obtidos apos

exposicao das células H1299 a cisplatina e respetivas combinagoes.
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Figura 25 — Viabilidade celular apresentada em percentagem (%) de células vidaveis (V), em apoptose inicial (Al), em
apoptose tardia (AT) e necrose (N) na linha celular H1299. As células foram incubadas durante 48h, sob quatro condigées:
um controlo (Ctl); cisplatina isoladamente, na concentracdo igual a utilizada quando em combinagdo com o pemetrexede
(CisP); cisplatina em combinagdo com o pemetrexede (Cis+P); cisplatina isoladamente, na concentragdo igual a utilizada
quando em combinagdo com a gemcitabina (CisG); cisplatina em combinagdo com a gemcitabina (Cis+G). Os resultados
estdo apresentados sob a forma de média * erro-padrdo de, pelo menos, trés experiéncias independentes realizados em
duplicado (n26). As diferencas estatisticamente significativas estdo apresentadas por: ** para p<0,01 e *** para
p<0,001.

Na linha celular H1299, a populagao de células viaveis do controlo é de 94,1610,41%,
condicao que apresenta uma diminuicio de aproximadamente 0% desta populagio em
relacio a todas as restantes condigoes de cisplatina, havendo diferengas estatisticamente
significativas (p<0,001).

Apesar da diminuicao da viabilidade celular de todas as condigoes em relagao ao
controlo ser de apenas aproximadamente 10%, esta foi acompanhada de uma forma geral por
um aumento da populagio de células em necrose. Este aumento foi estatisticamente
significativo para todas as condi¢des em relagio ao controlo (p<0,0l), contudo nao
ultrapassou os 15%. A percentagem de células em apoptose inicial é bastante reduzida (<5%)
nao havendo diferengas estatisticamente significativas entre as condi¢goes. Na populagao de
células em apoptose tardia, para qualquer condigao, a percentagem de células foi inferior a 3%,
havendo significado estatistico entre as células de controlo e as células tratadas com 7,28 yM
de cisplatina e 5 pM de gemcitabina (p<0,01).

A Figura 26 representa os resultados da viabilidade celular respetivamente a
carboplatina e as suas combinagoes, revelando o tipo de morte celular mais predominante de

acordo com as diferentes combinagdes na linha celular H1299.
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Figura 26 — Viabilidade celular apresentada em percentagem (%) de células viaveis (V), em apoptose inicial (Al), em
apoptose tardia (AT) e necrose (N) na linha celular H1299. As células foram incubadas durante 48h, sob quatro condigées:
um controlo (Ctl), concentragdes de I1C;o nomeadamente o valor da carboplatina quando associada ao pemetrexede, s6
que a carboplatina isoladamente (CarbP); a carboplatina associada ao pemetrexede (Carb+P); o valor da carboplatina
quando associada a Gemcitabina, sé que a ciarboplatina isoladamente (CarbG); a cisplatina associada a Gemcitabina
(Carb+G); Os resultados estdo apresentados sob a forma de média t erro-padrdo de, pelo menos, trés experiéncias
independentes realizados em duplicado (n=6). As diferengas estatisticamente significativas estdo apresentadas por: * para
p<0,05, ** para p<0,01 e *** para p<0,001.

Apos exposicao das células H1299 as combinagoes com base na carboplatina, verificou-
se uma diminui¢ao de 15% na populagao de células viaveis relativamente ao controlo, havendo
diferencas significativas em relagao a todas as condi¢oes (p<0,001). Relativamente a populagao
de células em apoptose inicial verificou-se uma diminuicao de aproximadamente 5% em todas
as condicoes, apenas sendo estaticamente significativo a condicao da carboplatina
relativamente ao pemetrexede (p<0,05). Para a populacio de células em apoptose tardia
verificou-se uma diminuicao de 2%, havendo apenas diferengas estatisticamente significativas
para a condi¢ao da carboplatina em combinagao com a gemcitabina (p<0,01).

No geral, a diminui¢ao da viabilidade celular foi acompanhada por um perfil de morte
celular por necrose, a qual se explica pelo proprio mecanismo de agao da cisplatina e da
carboplatina. A necrose € um tipo de morte celular que estd normalmente associado a
exposi¢ao a um determinado estimulo que pode ter sido desencadeado pela produgao de
espécies reativas, assim como danos no DNA (Peres & da Cunha, 2013).

Como ja foi referido a cisplatina exerce a sua atividade citotoxica pela formagao de
ligagoes cruzadas no DNA. Estas ligagoes ativam diversas respostas celulares, que impedem a
normal replicagao e transcricao, resultando na paragem do ciclo celular e, eventualmente,
apoptose. O alvo da apoptose causando dano ao DNA é mediado pelo gene supressor
tumoral, TP53, que ativa genes pro-apoptoticos e reprime genes antiapoptoticos. A linha

celular HI299 nao expressa este gene, permitindo concluir que, como os mecanismos
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inerentes a apoptose nao sao ativados, a necrose passa a ser o tipo de morte mais acentuado.
Além do DNA nuclear, a cisplatina interage com DNA mitocondrial e outros componentes
celulares, tais como RNA, proteinas e fosfolipidos e varias evidéncias cientificas indicam que a
cisplatina esta principalmente associada a produgao de ROS geradas na mitocondria (Peres &
da Cunha, 2013).

Paralelamente, e como ja foi mencionado anteriormente, a carboplatina tem menos
efeitos secundarios em comparagao com a cisplatina; contudo, o seu mecanismo de agao é
semelhante, o que podera igualmente explicar o aumento da populagao de células em necrose.
(Sousa et al, 2014).

Em termos globais, este tudo permitiu-nos verificar que a diminuigao da viabilidade
celular nao comprometera a analise metabolomica, possibilitando a quantificagao dos

metabolitos celulares.

4. Analise Metabolomica

Com o intuito de avaliar o fluxo glicolitico das linhas celulares em estudo e a atividade
metabolica, iria recorrer-se a espetroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear. Porém, face
as limitagoes ja mencionadas previamente, nao foi possivel revelar os resultados relativamente
a este topico.

Contudo, de acordo com a literatura, o metabolismo em doentes com cancro de
pulmao é caracterizado pelo aumento dos niveis de glicose e diminui¢ao dos niveis de lactato
(Louis et al., 2016). Estes dados estao de acordo com os resultados obtidos por Chen e seus
colaboradores, estudo no qual avaliaram o metaboloma sérico de doentes com cancro de
pulmao, referindo que houve um aumento da gliconeogénese nas células cancerigenas (Y. Chen
et al, 2015). Para além disso, outro estudo, no qual se incubaram células de cancro de pulmao
com '"*C3-lactato, com o intuito de avaliar a conversio de metabolitos ao longo da via
gliconeogénica, confirma os mesmos resultados obtidos pelo autores mencionados
previamente (Leithner et al, 2015). Mais especificamente, os autores demonstraram que o
lactato atua como um precursor da gliconeogénese e que a fosfoenolpiruvato carboxicinase,
a enzima gluconeogénica que converte o oxaloacetato em fosfoenolpiruvato, € ativa em células
de cancro de pulmao. Estes resultados indicam que as células de cancro do pulmao utilizam,
pelo menos, algumas etapas desta via com a finalidade de se adaptarem as condigoes de baixa
glicose, como resultado do fluxo sanguineo insuficiente (Louis et al, 2016). Um estudo da

autoria de Bamiji-Stocke e colaboradores sugere que doentes com este tipo de cancro também
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apresentam niveis elevados de glutamina. A glutamina pode ser convertida em glutamato, cuja
desaminagao leva a produgao de a-cetoglutarato, um intermediario do ciclo de Krebs. Para
além disso, esta também pode ser convertida em aspartato, que forma o oxaloacetato, malato,
e piruvato por meio do TCA; interessa ainda ressalvar que a glutamina esta envolvida na
sintese de nucleodtidos. Por estas razoes, a glutamina é essencial para a proliferagao e
crescimento das células cancerigenas (Bamiji-Stocke, van Berkel, Miller, & Frieboes, 2018).

As alteragoes da glutamina e do glutamato podem ser interpretadas de acordo com o
seu mecanismo metabdlico. A glutamina é um metabolito essencial no metabolismo anabdlico
nas células tumorais, o que a torna um metabolito indispensavel para a sobrevivéncia das
células cancerigenas. As células cancerigenas usam a enzima glutaminase para converter a
glutamina em glutamato e formar precursores para os processos de anaplerose, sintese de
glutationa e produgao de acidos gordos que favorecem a tumorigénese. A propria glutamina
também é uma importante fonte de energia para as células tumorais quando a glicose é
limitada. Além disso, os niveis elevados de glutamina sao uma mais valia para as células
tumorais, uma vez que esta € considerada como uma fonte de carbono e nitrogénio, que
sustentara a biossintese e a homeostase celular e, consequentemente, o crescimento celular
tumoral (Berker et al, 2019).

Da mesma forma, para o aminoacido essencial valina, estudos mostram que tumores
de cancro de pulmao apresentam um aumento na sua captagao, visto que este aminoacido é
essencial para a biossintese de proteinas (Berker et al, 2019).

Outro aminoacido importante € a glicina. Tal como a glutamina, a glicina também é
uma fonte de carbonos que abastece o metabolismo para a sintese de proteinas, lipidos e
acidos nucleicos; assim, o consumo deste aminoacido também se encontra elevado em
doentes com carcinoma do pulmao (Berker et al, 2019).

Embora em niveis mais reduzidos, a histidina e a treonina sao outros metabolitos
utilizados nas vias da glicina, serina e treonina. A treonina é essencial para a producgao de
colagénio e elastina que sao os principais constituintes da matriz extracelular e a histidina é
um fator importante na diferenciagao celular, estando presente em muitos tipos de cancro,
nomeadamente no cancro do pulmao (Bamji-Stocke et al., 2018).

Os niveis séricos de colina sio comumente reduzidos nestes doentes, contudo este é
um precursor dos fosfolipidos, os quais sao o principal constituinte das membranas e sao
sintetizados em grande quantidade pelos tumores em proliferagao, o que torna a colina um
possivel biomarcador que permitira a distingao entre os diferentes subtipos de cancro de
pulmao, ja que alguns subtipos, tais como os carcinomas de células grandes, sio mais

proliferativos que outros, como os adenocarcinomas. Posto isto, um aumento subsequente
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nas fosfatidilcolinas € um bom indicativo de proliferagao tumoral, visto serem essenciais na
constituicao das membranas celulares (Bamji-Stocke et al., 2018).

E importante realcar que devido as elevadas taxas de incidéncia e mortalidade, o cancro
do pulmao constitui um dos principais desafios na area da Oncologia. Contudo, apesar das
melhorias no diagnostico e tratamento deste tipo de cancro, a taxa de sobrevida em 5 anos
continua relativamente baixa, sendo de 16%. Assim, a identificacio de marcadores tumorais
com recurso a analise metabolomica pode melhorar potencialmente o diagnostico, o
prognostico e a terapia neste tipo de cancro.

Embora tenham ocorrido grandes avangos no tratamento do cancro do pulmao nos
altimos 10 anos, novas estratégias de tratamento sao urgentemente necessarias, considerando
ainda que uma elevada percentagem de doentes apresentam recidivas apos o tratamento. Essas
estatisticas fornecem forte motivacao para a procura de biomarcadores que possam auxiliar
na detegao precoce do cancro de pulmao. Até ao momento, esses biomarcadores nao sao
clinicamente utilizados (Haznadar et al, 2016c). Outra questao, importante e que suporta o
motivo desta investigacao é que, apesar de tudo o que ja se sabe em termos de metabolomica
e cancro de pulmao, a distingao entre os doentes em diferentes estadios ainda nao esta bem
estudada, sendo especificamente o que se pretende investigar e aprofundar com a
continuidade deste trabalho.

Perante o enorme desafio que é tratar o doente, e tendo em linha de conta todos os
constrangimentos assinalados, consideramos impreterivel procurar resposta na investigagao
de fatores de natureza bioldgica e clinica, suscetiveis de identificar alvos moleculares passiveis
de intervengao terapéutica tanto a montante, em termos de prevengao e prognostico, como
de uma terapéutica dirigida com um carater curativo e, claramente personalizada. Estes sao
em linha gerais os resultados e a aplicabilidade pratica que pretendemos alcangar com este

projeto de investigagao.
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Capitulo V. Conclusaoe Perspetivas Futuras

Esta dissertagao tinha como objetivo principal, destacar potenciais biomarcadores
associados ao metabolismo em linhas celulares representativas de cancro de pulmao que
permitissem distinguir diferentes tipos de tumor, estadios e prever a progressao da doenga.

Para alcangar esse objetivo, numa fase inicial caracterizaram-se as linhas celulares e
demostrou-se que a linha celular H1299 constitui um modelo representativo do carcinoma de
grandes células, enquanto a linha celular A549 do subtipo adenocarcinoma. Verificou-se, ainda,
que ambas as linhas celulares nao expressam o recetor PD-LI, pelo que nao se prosseguiu
com os estudos recorrendo aos |ICPls, nomeadamente o nivolumab e o pembrolizumab, ja que
o seu mecanismo de agao depende deste recetor.

Os farmacos e as combinagoes, que revelaram maior atividade anti-proliferativa na linha
celular H1299, foi a cisplatina associada a gemcitabina na concentragao de 5 pM, apresentando
um valor de ICs, de 40,96 pM. Porém, na linha celular A549, a cisplatina administrada
isoladamente foi a que demonstrou maior atividade anti-proliferativa, apresentando um valor
de ICs, de 13,12 pM. Os valores de ICy, obtidos nos ensaios in vitro foram superiores aos
valores que sao administrados na clinica; contudo, foi possivel concluir que essas diferengas se
podem justificar devido ao subtipo histoldgico das linhas celulares. Interessa, contudo,
ressalvar que existem diversos fatores que diferem entre a clinica e os ensaios in vitro,
nomeadamente eventos relacionados com a absorgao e biodisponibilidade dos farmacos.

O estudo da viabilidade celular permitiu-nos verificar que a diminuicao da viabilidade
celular nao compromete futuras analises metaboldmicas, ja que esta diminuigao € bastante
reduzida.

Face as limitagoes e contratempos previamente mencionados, os objetivos propostos
para este projeto de investigagao nao foram concluidos na totalidade. No entanto, assim que
seja possivel, os estudos de metabolémica e a identificacao de potenciais biomarcadores serao
retomados. De facto, pretendemos realizar a curto prazo os estudos de metabolémica nas
condigoes experimentais identificadas nesta dissertagao, uma vez que a metabolomica se
tornou numa das ferramentas mais poderosas nas areas da biologia e da medicina,
representando uma potencial mais valia no diagnostico e tratamento do cancro do pulmao.

Como perspetivas futuras, pretende-se entao proceder com os estudos de
metabolomica e a posterior identificacao de alvos moleculares recorrendo a técnica de RMN.

Com base na combinagio de espetroscopia de 'H-RMN com métodos de

reconhecimento de padrao de andlise de dados multivariada, a metabolomica pode fornecer
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caracteristicas abrangentes das principais vias metabodlicas para avaliar o estado do tumor com
mais precisao. No contexto deste trabalho, o principal objetivo do recurso a metabolémica
¢ a identificagao de biomarcadores que possam ajudar no diagnodstico destas neoplasias, assim
como, na distingdo entre os diferentes estadios de cancro de pulmao. Assim, a aplicagao de
RMN na andlise metabolomica em oncologia pode ter um grande potencial para fornecer
informagoes valiosas sobre o diagnostico precoce, opgoes de tratamento, processos e
estimativa de prognostico de cancro e outras doengas consideradas graves.

Potenciais metabolitos envolvidos na glicolise, ciclo de krebs, biossintese e degradagao
de lipidos de membrana poderao ajudar a distinguir os diferentes estadios da doenga.

Mudancas metabdlicas também podem ser facilmente rastreadas antes, durante e
depois da quimioterapia, o que podera indicar a progressao do tumor. Assim, o conhecimento
dos diferentes metabolitos que mudam especificamente em diferentes tipos de tumores
podera nao s6 ajudar no diagnostico clinico, mas também fornecer alvos moleculares
adequados para o desenvolvimento de novos fairmacos que poderao melhorar a sobrevida
geral do doente.

Metabolitos pertencentes a vias associadas a maiores demandas de energia e aumento
do crescimento de células tumorais, como aminoacidos e lactato poderao ajudar a distinguir
os diversos tumores, quer sejam malignos ou benignos. Estes metabolitos também podem ser
indicativos de progressao subsequente para cancro.

O conhecimento de que as células cancerigenas tém um fenotipo metabdlico diferente,
juntamente com avangos em especificidade e sensibilidade de técnicas como a RMN,
permitiram, na ultima década, que o estudo da metabolomica em oncologia se tornasse
imprescindivel. No entanto, ainda permanecem diferentes desafios, uma vez que a
metaboldmica varia de acordo com a idade, género, raga, habitos alimentares e fatores
ambientais.

A identificagao de metabolitos especificos do tecido tumoral podera ainda ajudar no
estudo das diferentes vias metabdlicas afetadas em tumores e no desenvolvimento de
estratégias de tratamento eficazes. Esses metabolitos também podem diferenciar o tipo de
tumor fornecendo solugoes faceis e econdmicas de métodos de diagnostico de primeira linha.

Considerando que os metabolitos libertados pelas células tumorais sao encontrados
no soro do doente, como o lactato, ou aqueles que podem ser absorvidos pelas células
tumorais do sangue, como a glutamina e as lipoproteinas de baixa densidade, o uso de
biofluidos também se torna uma ferramenta de diagnostico inicial, além de ser um indicador

do ambiente tumoral. Substancias como o lactato, glutamato, alanina, leucina, glicose e histidina
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podem ser Uteis no desenvolvimento de um painel de potenciais biomarcadores associados ao
metabolismo para a detecao e tratamento eficaz.

Poderemos também, direcionar estudos com o intuito de comparar os metabolitos em
tecidos tumorais e biofluidos como sangue e urina, que permitam facilitar a identificagao de
potencias biomarcadores especificos para os estadios do tumor com elevada sensibilidade e
especificidade.

Estudos de possiveis diferengas entre os metabolitos em pré-terapia, durante a terapia
e poés-terapia, podem fornecer marcadores confidveis para a avaliagao das respostas ao
tratamento, sem recurso a biopsias ou radiografias. Comparar perfis metabdlicos de diferentes
tipos de cancro também podera ser uma mais valia na dete¢ao de biomarcadores que possam
ser especificos para o cancro de pulmao.

E importante referir que estes estudos devem ser realizados de maneira relativamente
consistente com métodos comparaveis de colheita de amostras, detegao e analise de
metabolitos e interpretagao de dados. Idealmente, a combinagao de marcadores
metabolomicos com marcadores gendmicos, protedmicos e microbiomas podem fornecer um
painel ideal de informagoes para diagnosticar e tratar com maior precisao e sucesso o cancro

de pulmao.
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