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Resumo 

 

A caracterização da expressão de transportadores catiónicos tem sido alvo de estudo 

devido à sua importância como potenciais alvos de agentes terapêuticos com o objetivo de 

inovar e criar novas e mais eficazes ferramentas no tratamento de tumores. O principal 

objetivo deste projeto baseou-se na caracterização dos níveis de expressão dos 

transportadores de aminoácidos catiónicos, CAT-1 e ATB0, + em diversas linhas celulares 

tumorais de vários tipos de tecido pela aplicação de anticorpos policlonais com 

reconhecimento específico para estes transportadores. Para atingir este objetivo foi 

necessário inicialmente proceder à preparação de culturas seguidas das quais foi efetuado o 

teste de contaminação por mycoplasma. De modo a alcançar o objetivo deste trabalho, foram 

programados ensaios de extração e quantificação dos níveis de expressão proteica para cada 

uma das linhas celulares estudadas, assim como ensaios de Western-Blot para a verificação 

da presença de CAT-1 e ATB0, +, resultando numa análise qualitativa dos seus níveis de 

expressão. Não foi possível realizar tais ensaios devido ao término abrupto da fase 

experimental deste trabalho. Ao avaliar estudos já realizados ao nível de expressão de outras 

proteínas semelhantes, seria de esperar o aumento da expressão proteica dos 

transportadores catiónicos nas doze linhas celulares tumorais em estudo, através da utilização 

de anticorpos policlonais.  
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Abstract 

 

The characterization of the expression of cationic amino acid transporters has been 

subject of study due to their importance as a target of therapeutic agents in order to innovate 

and create new and more tools for tumors treatment. The main point of this project is to 

characterize the expression levels of the cationic amino acid transporters, CAT-1 and ATB0, +,  

in several tumors cell lines of different types of tissue using polyclonal antibodies with 

specificity to these transporters. To achieve this goal it was necessary to carry out the 

preparation of cultures followed by mycoplasma contamination test. In order to achieve the 

purpose of this work, it was performed tests for the extraction and quantification of protein 

expression levels as well as Western-Blot tests to check the presence of CAT-1 and ATB0,+. It 

was not possible to perform these tests due to the abrupt end of the experimental phase of this 

work. In order to predict the results of this study it was performed the analysis of several articles 

already published related to the protein level expression of these amino acid transporters in 

distinct tumors cell lines. It would be possible to predict the increase of the expression levels 

of cationic transporters in the twelve cell lines in study, using the polyclonal antibodies protocol.  
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Abreviaturas 

 

Abs - Absorvância 

DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle Medium  

FBS – Soro fetal bovino (fetal bovine serum) 

PBS – Tampão fosfato salino (phosphate buffered saline) 

PCR- Reação em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction) 

SLC – Transportador de Soluto (solute carrier) 

NO- Óxido Nítrico (nitric oxid) 

TAAs- Transportadores de aminoácidos 

GLUTs – Transportadores de Glucose (glucose transporters) 

ODC – ornitina descarboxilase 

eNOS – Óxido nítrico sintase endotelial (endothelial nitric oxide synthase) 

Cit - citrulina 

ASL – argininosuccinase liase 

ASS – argininosuccinase sintetase 

EGF - fator de crescimento epidérmico (epidermal growth factor) 

TGFα – fator de crescimento transformador alfa (transforming growh factor alpha) 

CRC – cancro coloretal (colorectal cancer) 

HIF-1α – fator induzível por hipóxia 1-alfa (hypoxia-inducible factor 1-alpha) 

PI3K – fosfoinositídeo 3-cinase (phosphoinositide 3-kinase) 

SREBP1 – fator de transcrição 1 ligado a elementos reguladores de esterol (Sterol 

regulatory element-binding transcription factor 1) 

TMs – Transmembranares 
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I. Introdução 
 

 

1. Cancro: Causas e estratégias terapêuticas 
 

 

Atualmente, o cancro representa umas das principais causas de mortalidade, tratando-se 

de uma doença influenciável por fatores ambientais, sociais e individuais. [1] Apesar da 

instabilidade do genoma constituir um fator crucial para o desenvolvimento de cancro, 

originando diversidade genética que acelera sua aquisição e inflamação, este compreende 

diversas capacidades biológicas que se manifestam durante as várias etapas do seu 

desenvolvimento tais como, a sustentação da sinalização proliferativa, o bloqueio do 

crescimento de supressores resistindo à morte celular resultando numa imortalidade 

replicativa que consequentemente induz a angiogénese e a metástase do tecido tumoral.[2] 

Devido à carência de terapias e diagnósticos o metabolismo do cancro tem sido alvo de estudo 

de forma a desenvolver estratégias terapêuticas inovadoras e o aprimoramento das terapias 

oncológicas atuais. Estes carecem de afinidade e especificidade para o tecido tumoral, tendo 

como resultado efeitos secundários indesejados em tecidos saudáveis. Desta forma, existe 

um interesse particular na exploração de radio-marcadores de elevada especificidade, 

constituindo um potencial para imagiologia não invasiva e teranóstica do cancro.[3] A palavra 

teranóstica deriva do grego therapeia (terapia) e gnosis (conhecimento) e refere-se à 

possibilidade de combinar um biomarcador como ferramenta de diagnóstico e 

simultaneamente como agente terapêutico.[4] Este pode ser denominado por radiofármaco. 

É possível combinar múltiplas metodologias de imagem e funções terapêuticas, como o 

direcionamento passivo e ativo para a terapia do cancro e libertação de fármacos que 

respondem a estímulos (útil para terapias dependentes da temperatura e do pH).[5] Esta 

forma de atuar permite efetuar o diagnóstico, a  admnistração do fármaco e a monotorização 

da resposta ao tratamento em simultâneo. Desta forma, torna-se possível traçar um 

tratamento adequado a cada utente. Através de um alvo molecular específico num tumor o 

agente terapêutico seria idealmente direcionado contra um recetor tumoral específico. 

[6][7][8][9][10] A maioria das células tumorais dependem da disponibilização de nutrientes tais 

como a glucose e alguns aminoácidos, para a obtenção de energia metabólica de forma a 

permitir a rápida proliferação celular.[11] Os tecidos quando recebem sinalização de fatores 

de crescimento (como por exemplo o epidermal growth factor – EGFR, diretamente envolvido 

na proliferação celular, e o transforming growth factor alfa – TGFα) [14] aumentam a captura 

de nutrientes, principalmente glucose e glutamina, satisfazendo os requisitos anabólicos do 
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crescimento e proliferação celular. Esta necessidade pode ser suportada a partir de várias 

estratégias tais como: a produção de fatores de crescimento, resultando numa proliferação 

autócrina, como também, recorrer ao envio de estímulos celulares a tecidos normais com o 

objetivo de estimular a produção de factores de crescimento para uso metabólico das células 

tumorais.[2] A biodisponibilidade dos fatores de crescimento é regulada pelo uptake de 

nutrientes, da matriz extracelular por ações de uma complexa rede de proteases, sulfatases 

e outras enzimas que os libertam e ativam de uma forma altamente específica e 

localizada.[12][13] Os transportadores de aminoácidos (TAAs) são proteínas de transporte 

que se encontram ligadas à membrana celular e  que mediam o influxo/efluxo de aminoácidos 

em organelos celulares.[14] Estes desempenham diversos papéis desde a neurotransmissão, 

metabolismo intracelular e reações anabólicas/ catabólicas. Uma vez que as células tumorais 

apresentam uma enorme necessidade de influxo de aminoácidos, entre outros nutrientes. 

Desta forma ocorre a sua acumulação nos tecidos tumorais, nomeadamente na fase inicial do 

ciclo de propagação.[6] Estudos realizados evidenciam o aumento da expressão de 

transportadores de nutrientes em tecidos tumorais, tais como os transportadores de 

aminoácidos catiónicos (ATB0,+, CAT-1), constituindo um alvo promissor para o 

desenvolvimento de novos fármacos.[3] O transporte de aminoácidos através da membrana 

plasmática para o citoplasma das células cancerígenas é mediado por sistemas de transporte 

ativo que apresentam diferentes características e requerimentos, tais como, o substrato, pH e 

mecanismos de regulação.[15][16] Nas células tumorais a desregulação dos níveis de 

expressão dos TAAs conduz a uma reprogramação metabólica. Estes podem estar 

localizados na membrana plasmática, ou em compartimentos intracelulares facilitando assim 

o uptake de aminoácidos através da membrama. [14] Aminoácidos específicos apresentam 

relevância na produção de energia, no metabolismo de biomoléculas vitais 

(neurotransmissores, vitaminas e hormonas) e na regulação de processos celulares. Em 

células mamíferas, a concentração de aminoácidos intracelular é geralmente mais elevada do 

que em fluídos extracelulares, e tendo em conta que os TAAs necessitam de os concentrarno 

espaço intracelular contra o gradiente eletroquímico. Portanto os transportadores necessitam 

de um sistema de transporte ativo secundário acoplado ao co-transporte de iões (Na+ , H+, Cl 

-e K+ ). [17] A maioria dos TAAs reconhecem vários aminoácidos como substrato, no entanto 

apresentam diferentes afinidades para cada um deles.  
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2. Aminoácidos: a sua importância na proliferação do tecido tumoral 
 

 

Os aminoácidos possuem funções biológicas de grande relevância e representam uma 

classe importante dos principais nutrientes necessários para a sobrevivência e função celular. 

Alguns destes podem ser sintetizados pelas células a partir de diferentes blocos precursores, 

outros terão de ser obtidos de forma exógena devido à inexistência de uma via metabólica 

para a sua síntese de novo.[13] Todas as células de mamíferos devem obter aminoácidos 

essenciais (Treonina, Metionina, Fenilalanina, Triptofano, Valina, Isoleucina, Leucina e Lisina) 

de forma exógena, uma vez que o nosso organismo não consegue sintetizar estes 

aminoácidos. O transporte de aminoácidos através da membrana plasmática para o 

citoplasma das células cancerígenas é mediado por sistemas de transporte (dependentes e 

independentes de sódio) utilizados nos transportadores de aminoácidos catiónicos, CAT-1 e 

ATB0, + os quais apresentam diferentes especificidades, tais como, o substrato, pH e 

mecanismos de regulação.[16] As células tumorais têm uma elevada necessidade por 

nutrientes, quando comparadas com células saudáveis, de forma a suportar a sua elevada 

taxa de proliferação. Estas dependem principalmente da glucose e de alguns aminoácidos, 

especialmente a glutamina como fonte de energia.[18] O que foi corroborado pela sobre-

expressão de transportadores de nutrientes associados à membrana plasmática, tais como 

transportadores de glucose (GLUTs) e alguns transportadores de aminoácidos tais como o 

ASCT2, LAT1 e o ATB0+.[19] A arginina intracelular é conhecida como um dos aminoácidos 

mais importantes para a ativação de mecanismos que envolvem a rapamicina (mTOR) , tendo 

um impacto especial na via metabólica que envolve o complexo mTORC1 que necessita de 

uma ativação por translocação e promove o desenvolvimento tumoral, a imortalidade e a 

proliferação celular.[20][21][22]. 

 

2.1. mTOR – Importância na sinalização e na proliferação celular 
 

 

A leucina e a arginina constituem sinalizadores e ativadores do mTOR que integra sinais 

de fatores de crescimento, estados de nutrição e energia. (Fig.1) A maioria dos organismos 

desenvolveram mecanismos para transitar de forma eficiente entre estados anabólicos e 

catabólicos, permindo a sua sobrevivência em ambientes cuja disponibilização de nutrientes 

é variável.[21] O mTOR (oficialmente denominado por alvo mecanicista via de sinalização de 

rapamicina) produzido pela bactéria Streptomyces Hygroscopicus contém propriedades 
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antiproliferativas em mamíferos [23]. Este é uma proteína serina/treonina cinase atípica que 

pertence à família cinase e, desta forma, se encontra relacionada com a enzima 

fosfoinositídeo 3-cinase (PI3K). A sinalização da PI3K promove a ativação do fator pró-

lipogénico, SREBP1 [24], que ativa a expressão de componentes da cadeia oxidativa da via 

metabólica das pentoses fosfato, que controlam a produção de poder redutor e ribose-5-

fosfato, ambos necessários para a lipogénese e biossíntese de nucleótidos, 

respetivamente.[24] O mTOR compreende dois complexos estruturais e funcionais, o mTOR 

1 (mTORC1) e o mTOR 2 (mTORC2) ). A via mTORC1 integra inputs de pelo menos cinco 

dos principais sinais celulares e extracelulares, tais como, fatores de crescimento, stress, 

estado de energia e disponibilização de aminoácidos, com o objetivo de contolar processos 

celulares como a síntese proteica e lipídica.[21] (Fig.1) Um aumento na síntese de novo de 

lípidos é uma característica da proliferação em células tumorais dado que estas devem 

produzir ácidos gordos para a síntese de membranas. [25] Em contraste com o mTORC1, o 

mTORC2 não é sensível à rapamicina, embora o tratamento prolongado com rapamicina 

indiretamente, possa inibir o mTORC2. Em condições de abundância de nutrientes, o mTOR 

é ativado e estimula o crescimento celular, ativando uma série de processos anabólicos. No 

entanto em condições de privação de nutrientes é desencadeada a inibição do mTOR para 

limitar a sua atividade anabólica. (Fig.1) Desta forma, processos catabólicos são ativados para 

a produção de energia e o restabelecimento dos níveis de nutrientes disponíveis para 

assegurar os processos biológicos vitais. [26][27][28][29][30] No processo de divisão celular a 

glucose é a fonte de energia primária.[31] A glucose é inicialmente hidrolisada pela via 

metabólica da glicólise, que consiste numa série de reações enzimáticas cujo produto final 

são duas moléculas de três carbonos de piruvato por cada molécula de glucose hidrolisada. 

A privação de glucose induz a inibição da glicólise e da respiração mitocondrial o que conduz 

a uma rápida redução dos níveis intracelulares de ATP, levando a um aumento das razões de 

ADP/ATP e de cAMP/ATP. A proteína serina/treonina cinase é dependente da enzima AMP 

cinase (AMPK) que constitui um sinalizador eficaz do balanço energético celular.[32][33] (Fig.1 

[34]). 



- 5 - 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Família SLC 
 

 

As células expressam uma variedade de transportadores para o uptake de 

aminoácidos (essenciais e não essenciais), tendo sido a maioria identificados a nível 

molecular. Transportadores de soluto são proteínas membranares eucarióticas que controlam 

o influxo/efluxo de vários solutos [35], tornando-se essenciais para o desenvolvimento de 

importantes processos fisiológicos. (Fig.2 [14])  A superfamília humana de transportadores de 

soluto (SLC) compreende 386 proteínas, que estão envolvidas no transporte de vários 

substratos endógenos, tais como, nutrientes, toxinas e fármacos [36][35], que estão 

organizadas em  52 famílias.[37] As células tumorais apresentam uma elevada necessidade 

de nutrientes para assegurar a sua rápida proliferação e crescimento. No entanto, muitos 

nutrientes são polares demais para se difundirem nas membranas celulares  e, desta forma, 

necessitam de proteínas transportadoras para a sua mobilização. Os transportadores SLC 

variam em especificidade, desde transportadores altamente seletivos que interagem com um 

grupo de substratos específicos (por exemplo: SLC7) [38][39], para transportadores que 

interagem com uma ampla variedade de substratos quimicamente distintos (por exemplo: 

Figura 1 Via de sinalização do mTOR. As principais vias de sinalização que regulam os complexos mTORC1 
e mTORC2 e a sua composição. Reconhecimento de fatores de crescimento, aminoácidos, energia celular e 
stress é efetuado pelo complexo mTORC1 através dos mecanismos presentes na figura, ao contrário do 
mTORC2 cujo mecanismo ainda é desconhecido. 
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SLCO) [40][41]. Os mecanismos de transporte praticados pelos transportadores de soluto 

foram classificados como mecanismos passivos ou ativos. Os transportadores que efetuam 

transporte passivo, conhecido como transporte facilitado, permitem a difusão de solutos 

através das membranas a favor do seu gradiente eletroquímico. No entanto, o mecanismo de 

transporte maioritariamente utilizado pelos transportadores SLC classifica-se como transporte 

ativo secundário, isto é, um transporte acoplado ao co-transporte de iões (tais como: Na+, K+, 

H+, Ca2 + e Cu2 + ). Este processo é dependente da hidrólise de ATP uma vez que o transporte 

de solutos ocorre contra o gradiente de concentração.  

 
 

 

3.1. SLC6A14, ATB0, + 

 

 

SLC6A14 é o gene que codifica para o transportador catiónico conhecido como ATB0,+ 

cujos substratos reconhecidos são aminoácidos neutros e positivos. A expressão do SLC6A14 

é consideravelmente inferior nos tecidos saudáveis quando comparado com tecidos 

tumorais.[11][13] O ATB0,+  tem um sistema de transporte maioritariamente unidirecional de 

aminoácidos, sendo que, os únicos aminoácidos que não são transportados por este são o 

glutamato  e o aspartato. É um transportador de aminoácidos com características peculiares 

que apresenta especificidade para o substrato e cuja função é o influxo de aminoácidos, 

neutros e catiónicos, acoplado ao co transporte dos iões  2 Na+/ 1 Cl- na mesma direção do 

potencial de membrana.[42] A mobilização de aminoácidos para os tecidos tumorais, como 

por exemplo a glutamina, iria disponibilizar quantidade suficiente para estes serem utilizados 

 
Figura 2 exemplo representativo da estrutura da família de 
transportadores de soluto 6 e 7 como transportador de leucina. 



- 7 - 
 

como substratos permutáveis com outros transportadores ( tais como, os SLC1A5, SLC7A5 e 

SLC7A11) favorecendo assim as vias metabólicas que asseguram a rápida proliferação 

celular no tecido tumoral. Os substratos do transportador incluem todos os aminoácidos 

essenciais, tais como a glutamina (importante na biossíntese de nucleótidos), a leucina 

(ativador do mTOR) e a arginina que intervém na proliferação celular. Sugerindo assim que 

alguns tipos de cancro (cancro da mama, cólon, pâncreas e cervical) regulem positivamente 

a expressão do gene SLC6A4 de forma a satisfazer as suas necessidades elevadas de 

nutrientes para o seu metabolismo. [43][44][45][46].  

 

3.2. SLC7A1, CAT-1 
 

 

 CAT-1 foi o primeiro transportador de aminoácidos a ser clonado e posteriormente 

caracterizado bioquimicamente e molecularmente. Atualmente existe pouca informação 

estrutural disponível para as proteínas CAT.[47] Prevê-se que as proteínas CAT tenham 14 

hélices transmembranares (TMs) e N-/C- terminais intracelulares.[48] Além disso, dois 

resíduos de asparagina, 223 e 229, estão localizados no terceiro loop extracelular e 

demonstrou ser glicosilado.[49] Resíduos de aminoácidos essenciais para o transporte e 

função das proteínas CAT foram identificadas através da análise de determinadas mutações. 

A mutação conservadora do resíduo Glu 107 a Asp no mCAT-1 leva à perda da sua atividade 

de transporte. [50] Isso sugere que o resíduo de Glu 107 está localizado no espaço intracelular 

da terceira TM do mCAT-1. As proteínas 14 TM da família SLC7 exibem poucos 

polimorfismos, sugerindo que a normal função destas proteínas não tolera muitas alterações 

na sua sequência de aminoácidos. O gene SCL7A1 que codifica para o transportador CAT-1  

é expresso em quase todos os tecidos, à exceção do fígado em adultos. No entanto, o seu 

nível de expressão varia consideravelmente dependendo do tipo de tecidos em que este se 

encontra.[51] Este participa no transporte bidirecional de aminoácidos catiónicos, tendo 

importantes funções metabólicas tais como o influxo de aminoácidos e a síntese proteica, 

óxido nítrico (NO) e poliaminas. Esta descoberta permitiu averiguar acerca da relação entre a 

disponibilidade de substrato e a regulação da expressão do transportador CAT-1. A L-arginina 

tem uma importante função biológica uma vez que esta se acumula nos tecidos de cancro 

colorretal resultando num aumento da expressão do gene SLC7A1.[11] Estes resultados 

impulsionaram o estudo dos transportadores catiónicos como ferramentas para a formulação 

de novas terapias direcionadas para o combate do cancro. A expressão do SLC7A1 sofre 

regulação por diversos estímulos tais como, a proliferação celular, fatores de crescimento, 

citocinas e hormonas. Independentemente do nível da sua expressão proteica, a atividade de 
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CAT-1 diminui após a ativação da proteína cinase C (PKC) em células endoteliais humanas, 

o que indica a existência de uma regulação pós-transducional.[52] A maioria das proteínas 

CAT têm um sistema de transporte classificado como y+, independente de Na+ e pH 

[53][54][55], apresentando maior afinidade para aminoácidos catiónicos com uma longa 

cadeia carbonada.[54][56][57][58]. Numa situação de privaçao de aminoácidos a tradução do 

mRNA do CAT-1 é iniciada a partir  de uma sequência interna ribossomal  (IRES) dentro da 

região 5'UTR do mRNA do CAT-1. [59] A regulação negativa do CAT-1  que ocorre nos 

hepatócitos tem como objetivo a proteção da hidrólise da arginina pela ação da enzima 

arginase, que é altamente expressa neste tipo de células. A rápida ativação da regulação 

negativa sob determinadas condições é provavelmente necessária para assegurar funções 

vitais celulares neste tecido, tal como a biossíntese de hepatócitos. Até agora, o controlo 

translacional do CAT-1 foi estudados sob privação completa de um ou de todos aminoácidos 

e não se sabe em que nível de privação, esses mecanismos entram em em ação e, se tais 

baixos níveis sempre ocorrem in vivo. Desta forma, uma das hipóteses colocadas implica que  

a célula que se encontra em privação tenha uma reserva a que possa recorrer para 

restabelecer o nível de aminoácidos disponíveis necessários para o seu funcionamento. 

Concentrações de aminoácidos no plasma, normalmente, são estáveis mesmo por períodos 

mais longos de jejum, tornando a privação total de aminoácidos bastante improvável. Os 

aminoácidos transportados pelas proteínas CAT estão envolvidos em processos de 

biossíntese e outras reações enzimáticas, incluindo a síntese de óxido nítrico (NO), ureia, 

creatina, síntese de poliaminas, prolina e glutamina a partir da ornitina.[60][61][62]  

 

3.3. Possíveis aplicações para o estudo do CAT-1 e ATB0, + 
 

 

A expressão do transportador SLC6A14 é regulado em tumores de origem epitelial 

incluindo nos cancros do cólon, cervical, da mama e pancreático. Este destaca-se pelas suas 

funções específicas que asseguram as necessidades energéticas de células tumorais através 

da disponibilização de determinados aminoácidos, constituindo  um grande potencial como 

alvo direto de fármacos utilizados na terapia tumoral. As células de tecidos saudáveis 

expressam este transportador em baixos níveis quando comparados com os tecidos tumorais. 

Uma possível estratégia terapêutica implica a utilização de pequenas moléculas ou anticorpos 

monoclonais, com elevada afinidade para este com o objetivo de bloquear a disponibilização 

de aminoácidos, tendo como consequência a inibição da proliferação celular dos tecidos 

tumorais, apresentando uma estratégia terapêutica altamente direcionada para estes. A 

formulação de possíveis bloqueadores seletivos para o SLC6A14 deveriam ser formulados 
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tendo em conta a informação estrutural acerca deste. Apesar de todos os transportadores de 

aminoácidos exibirem semelhanças significativas na sua função as suas estruturas 

tridimensionais provavelmente não serão semelhantes para todos uma vez que existem 

diferenças na seletividade de substratos entre eles tais como nos mecanismos de transporte 

utilizados. Tendo em conta que a sobreexpressão dos transportadores ocorre apenas em 

tecidos tumorais espera-se que os tecidos normais sejam resistentes às ações destes agentes 

terapêuticos, reduzindo assim efeitos secundários indesejáveis. Uma vez que as células 

tumorais dependem maioritariamente do SLC6A14, para a disponibilização de aminoácidos, 

bloquear sua função levaria à diminuição dos níveis intracelulares de todos os aminoácidos 

essenciais bem como glutamina, o que, consequentemente, iria diminuiria as sínteses 

proteica, lipídica e nucleotídica. Em relação ao transportador CAT-1 acontece o mesmo uma 

vez que este apresenta elevada especificidade para aminoácidos catiónicos e os seus 

derivados, incluindo inibidores da enzima NOS (tais como N5- (1-iminoetil) -ornitina (L-NIO), 

NG-monometilarginina (L-NMMA). Os substratos inibidores de NOS também podem provocar 

a depleção intracelular de arginina e, consequentemente, inibir a síntese de NO. Desta forma, 

este transportador também representa um potencial alvo de agentes terapêuticos que podem 

ser aplicados em situações patológicas cuja atividade de iNOS pode ser prejudicial.[51] 

 

4. Objetivo 
 

O principal objetivo deste projeto é a identificação da expressão dos transportadores CAT-

1 e ATB0, + em várias linhas celulares tumorais de diferentes tecidos. Para alcançar o objetivo 

proposto, preparar-se-á extratos celulares de vários tipos diferentes de tecidos tumorais de 

origens diferentes. A partir desses extratos irá ser feita a quantificação dos níveis totais de 

proteína e identificação dos transportadores CAT-1 e ATB0, +, recorrendo a anticorpos 

específicos, por Western-Blot. Este trabalho é a fase inicial e serve como prefácio para um 

estudo que visa em desenvolver complexos metálicos marcados com metais radioativos para 

a teranóstica de diversos tipos de tumores. O resultado deste trabalho irá identificar quais as 

melhores linhas celulares para a avaliação de tais compostos. 
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II. Materiais e métodos 
 

 

1. Materiais e equipamentos 
 

 

1.1. Crescimentos e proliferação de linhas celulares tumorais. 

 

As culturas celulares utilizadas (tabela 1) foram mantidas e suplementadas com meio de 

crescimento recomendado pelo fornecedor. Tendo estas sido mantidas em frascos de cultura 

de 75cm2, incubadas a 37ºC em atmosfera húmida com 5% (v/v) de CO2. 

 

Tabela 1 Principais características das linhagens celulares humanas utilizadas no presente trabalho 

Linha 

Celular 
Tecido Morfologia 

Meio de 

crescimento 

Suplementação de 

meio (FBS) 

HELA cérvix Epitelial EMEM  

 

 

 

 

 

 

10 % 

HCT116 cólon/reto Epitelial 
McCoy’s 5A 

 

HT29 colón/reto Epitelial McCoy’s 5A 

Hep G2 fígado Epitelial 
EMEM 

 

MDA – MB 231 mamário Epitelial Leibovitz's L-15 

MCF7 mamário Epitelial EMEM 

A375 pele Epitelial DMEM 

PC3 próstata Epitelial McCoy’s 5A 

A549 pulmão Epitelial McCoy’s 5A 

H69 pulmão - 
RPMI-1640 

 

HEK293 
Rim 

(embrião) 
Epitelial 

EMEM 
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1.2. Manutenção das linhas celulares 

 

Com o objetivo de preservar a viabilidade celular das linhas celulares estas são 

manipuladas numa câmara de fluxo laminar de forma a manter o ambiente de manipulação 

estéril. Todas as linhas celulares provenientes de outras instituições e que não tenham feito 

o teste de contaminação por mycoplasma são colocadas em cultura na estufa um. Todas as 

linhas celulares cujo teste de mycoplasma tenha sido negativo são colocadas na estufa dois 

de forma a garantir que não existe contaminação cruzada entre diferentes linhas celulares. A 

observação feita diariamente no microscópio eletrónico permite analisar a viabilidade celular 

das culturas celulares manipuladas, a percentagem de ocupação do T-flak e também o 

estudo/caracterização da fisiologia celular tal como também permite fazer uma análise das 

condições ótimas de crescimento das várias linhas celulares para potencializar a sua 

proliferação. 

 

1.3. Deteção de mycoplasma 

 

De modo a verificar a presença de possíveis contaminações nas linhas celulares em stock, 

foi realizado um ensaio de PCR baseado no kit LookOut® Mycoplasma PCR Detection kit 

(SIGMA-ALDRICH®). Este kit era composto por tubos descartáveis de reação, controlos 

negativo e positivo e tampão de rehidratação. Este kit foi utilizado em combinação com o 

Termociclador [Biometra/TProfessional Basic Gradient]. De seguida, de modo a verificar os 

resultados do ensaio da contaminação por mycoplasma, as amostras foram reveladas por 

eletroforese em gel de agarose de 1,2% e observadas na câmara de UV para que seja 

possível interpretar e concluir acerca do resultado do teste de contaminação por mycoplasma. 

 

2. Métodos 

 

2.1. Crescimento e proliferação de linhas celulares tumorais 

 

2.1.1. Descongelação 

 

As linhas celulares de interesse (tabela das linhas) encontravam-se em stock 

conservadas sob azoto líquido. De modo a manter a viabilidade celular das amostras em 
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stock, estas precisam de ser descongeladas o mais rapidamente possível. Para isso, as 

alíquotas de linhas celulares foram descongeladas num banho a 37°C imediatamente após 

a sua remoção. 

2.2.2. Tripsinização 

 

Após atingir uma confluência superior a 90% à superfície do T-flask é necessário 

transpor a cultura para uma superfície onde possam continuar a proliferar e prevenir a 

perda de viabilidade celular. Para isso é necessário re-suspender e desaglomerar a cultura 

para diluir a densidade celular para novo(s) meio(s). O método mais comum para reduzir a 

confluência sem perda da viabilidade celular é a trispsinização. Este protocolo consiste em 

manipular as culturas celulares na câmara de fluxo laminar, retirando o meio gasto e 

posterior lavagem da placa com PBS de forma a retirar os vestígios de magnésio e cálcio 

para que estes não inibam a atividade da tripsina. A cultura com tripsina é então incubada 

cerca de dois minutos na estufa a 37ºC em atmosfera húmida com 5% (v/v) de CO2. Após 

a incubação é adicionado meio de cultura celular, já suplementado com FBS, com o triplo 

de volume utilizado de tripsina, de forma a que o magnésio e o cálcio presentes inibam a 

atividade da tripsina. Após a tripsinização procede-se à divisão da cultura celular em 

diferentes T-flasks, ou recolha das células para extratos celulares. 

 

2.2.3. Preparação de extratos celulares para stock 

 

De modo a manter um stock, por tempo indefinido de linhas celulares preservadas é 

necessário manter as células constantemente a temperaturas baixas. Para isso, alíquotas 

de células são preservadas submersas em azoto líquido. Em contraste com o processo de 

descongelação, o arrefecimento destas alíquotas celulares desde a temperatura de 

incubação (37°C) até à temperatura de stock (-195.79°C) deve ser feita o mais lentamente 

possível. Para tal é utilizado um contentor específico com isopropanol que permite um 

arrefecimento de -1°C/min. 

 

2.2. Deteção de mycoplasma por PCR 
 

De forma a detetar a presença de mycoplasma nas linhas celulares preparadas 

recorreu-se ao LookOut® Mycoplasma PCR Detection kit (SIGMA-ALDRICH®) que utiliza a 

reação de PCR estabelecido como o método mais sensível para a deteção de 

contaminação por Mycoplasma e Acholeplasma. No boletim técnico consta como se deve 
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efetuar a preparação das alíquotas (tabela 2) e o perfil termocíclico que deve ser utilizado 

(tabela 3) de modo a atingir altos níveis de sensibilidade e eliminar amplificação não 

específica.  

 

Tabela 2 Preparação das alíquotas para PCR. As alíquotas foram preparadas de acordo com o boletim técnico 

do LookOut® Mycoplasma PCR Detection kit (SIGMA-ALDRICH®) 

 Amostra (µL) 
Controlo Positivo 

(µL) 

Controlo Negativo 

(µL) 

Dna polimerase 0,5 0,5 0,5 

Buffer de reidratação 23 25 23 

água - - 2 

Amostra 2 - - 

 

Tabela 3 Perfil termocíclico para PCR. Perfil de acordo com o boletim técnico do LookOut® Mycoplasma PCR 
Detection kit (SIGMA-ALDRICH®) 

ciclos Tempo (s) 
Temperatura (°C) 

1 120 94 

40 

 

30 94 

30 55 

40 72 

1 120 4-8 

 

Para a análise de resultados procedemos à preparação de um gel de agarose de 1,2 

% (p/v) onde adicionámos GelRed™ para atuar como corante fluorescente ultrassensível 

de ácidos nucleicos. A eletroforese correu durante uma hora a 60V e o gel foi analisado 

numa câmara de UV sendo possível verificar que o resultado do teste de contaminação 

por mycoplasma nas linhas celulares.  
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III. Resultados e Discussão 
 

 

1. Preparação e crescimento das linhas celulares 

 

A escolha das doze linhas celulares tumorais (tabela 1) teve em conta o objetivo deste 

projeto, caracterizar a expressão de transportadores catiónicos CAT-1 e ATB0, +.  Cada linha 

celular necessita de um meio de cultura com uma composição indicada para maximizar a sua 

proliferação celular. No caso da linha celular MDAMB-231 (Fig. 3) o meio de cultura indicado 

é o Leibovitz's L-15 apresentando um valor de pH entre 7,3 e 7,9. No caso da linha celular 

A549 (Fig.4) é estimado que atinja o dobro da sua confluência em aproximadamente 22 horas. 

O meio de cultura ideal para as linhas celulares A549 (Fig.4) e HT29 (Fig.5) é o McCoy’s 5A 

cuja gama de pH se situa entre o valor 7,0 e 7,4. Todos os meios de cultura celular contêm L-

glutamina e bicarbonato de sódio em diferentes proporções, sendo necessário ter em atenção 

que caso a percentagem de CO2 da estufa seja superior a 5%, é necessário adicionar 

bicarbonato de sódio ao meio de cultura. Todos os meios de cultura são suplementados com 

10% de FBS (soro fetal bovino). As restantes linhas celulares foram manipuladas por colegas 

de laboratório. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Deteção da contaminação por mycoplasma nas culturas celulares 
 

Uma das principais preocupações na cultura celular é a infeção por mycoplasma. Esta 

contaminação pode afetar a fisiologia e metabolismo celular resultando em inviabilidade 

 

Figura 5 Imagem obtida a partir do 
microscópio eletrónico da linha celular 
MDAMB-231 (ampliação da objetiva de 10 
vezes) 

Figura 5 Imagem obtida a partir do 
microscópio eletrónico da linha celular A549 
(ampliação da objetiva de 4 vezes) 

Figura 5 Imagem obtida a partir do 
microscópio eletrónico da linha celular HT29 
(ampliação de objetiva 10 vezes) 
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celular. A obtenção de resultados viáveis e boas condições da cultura celular são vitais, o que 

nos leva ao problema de estas se encontrarem contaminadas por mycoplasma. [63][64] O 

mycoplasma é um género de bactéria e o que o distingue de outras bactérias é a ausência de 

parede celular e a presença de uma membrana flexível que resulta em diferentes formas 

ajudando a fundir-se com a membrana celular hospedeira, dificultando a sua 

identificação.[63][65] A falta de parede celular nestes microorganismos além da sua aderência 

à superfície celular tornando-se invisíveis a olho nu constituem uma preocupação, tal como a 

sua resistência a antibióticos geralmente utilizados nas culturas celulares.[66] Desta forma, é 

importante que sejam utilizados métodos de deteção eficientes para esta 

contaminação.[67][68][69]. As principais fontes de contaminação por mycoplasma são várias 

começando na má conduta dos investigadores que estão a manipular as culturas celulares 

até à má utilização de equipamentos e reagentes. A forma mais eficiente de prevenir a 

contaminação por mycoplasma em culturas celulares é praticar regras de acordo com uma 

boa técnica asséptica. Desta forma foi efetuado o protocolo para a determinação da 

contaminação por mycoplasma nas seguintes culturas celulares, HEK293, H69, HCT116 e 

HepG2. A partir da análise do gel de agarose obtido por eletroforese foi possível concluir que 

o resultado do teste foi negativo a partir da comparação entre as bandas e o controlo negativo, 

situado a ~ 481 pb. (Fig. 4, obtida na câmara de UV). As culturas previamente nomeadas não 

se encontravam contaminadas por mycoplasma, podendo ser utilizadas para a seguinte fase 

de estudo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

        HEK293            H69             HCT116         HepG2       negativo      positivo 

Figura 6 Resultado do teste de deteção de contaminação por mycoplasma. 
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3. Quantificação da expressão proteica de CAT-1 e ATB0, + 
 

 

 

3.1. Extração proteica e identificação de CAT-1 e ATB0, + por Western-Blot 
 

A partir dos resultados obtidos no teste de contaminação por mycoplasma o procedimento 

seguinte seria a preparação de extratos celulares para quantificar a expressão proteica geral 

e identificar a presença dos transportadores alvo. 

 

 

3.1.1. Quantificação Proteica 

 

Para determinar a quantidade de proteína nas amostras dos extratos celulares obtidos, foi 

realizado um ensaio colorimétrico baseado no kit DC Protein Assay (BioRad) que consiste na 

interação entre o corante azul de comassie e as proteínas permitindo uma quantificação 

rápida e simples. 

 

 

3.1.2. Identificação da presença dos transportadores CAT-1 e ATB0, + 

 

A identificação da presença dos transportadores catiónicos em estudo é feita pela 

utilização de anticorpos policlonais. Estes apresentam alta especificidade para o CAT-1 e 

ATB0, + não reagindo com outras proteínas. 

 

 

3.2. Análise de casos-estudo 
 

De modo a tentar perceber quais os possíveis resultados dos ensaios para a identificação 

dos transportadores, foram escolhidos dois casos de estudo. 
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3.2.1. CAT-1 – Mediated Arginine uptake and regulation of nitric oxide synthases for the 

survival of human breast cancer cell lines 

 

O objetivo deste estudo realizado por Salma A. Abdelmagid foi investigar a relação entre 

os níveis de expressão de várias isoformas dos transportadores CAT, incluindo o CAT-1, os 

níveis de NOS, de prolactina e 17β-estradiol em diversas linhas celulares do cancro mamário, 

incluindo as linhas celulares tumorais MCF7 e MDAMB-231. A partir da análise dos resultados 

da RT-PCR foi possível confirmar a expressão de CAT-1 nas linhas celulares estudadas. (Fig. 

5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O presente estudo investigou o papel das hormonas PRL e E2 na regulação positiva 

da expressão dos transportadores CAT em condições semelhantes às de cultura. As células 

MCF-7 e T47D expressam receptores para PRL e E2, enquanto que as células MDA-MB-231 

são negativas para ER e apresentam níveis mais baixos de PRL do que as outras duas linhas 

celulares. As análise de semi-quantitativa RT-PCR demonstrou que não existia alteração 

significativa nos níveis de expressão do mRNA após tratamento hormonal (Fig. 7A). Da 

mesma forma que não mostrou alteração significativa nos níveis de expressão proteica do 

CAT-1 (Fig. 7B). 

 

Figura 7 Análise do RNA total isolado por RT-PCR de forma a 
detetar a presença ou ausência das isoformas CAT-1, CAT-2A; 
CAT-2B e CAT-4 nas linhas celulares tumorais MCF-7, T47D e 
MDAMB-231.  
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3.2.2. Upregulation of the amino acid transporter ATB0, + (SLC6A14) in colorectal 

cancer and metastasis in humans    

 

O principal objetivo desta investigação recai sobre a análise dos níveis de expressão do 

transportador ATB0, + em pacientes de CRC. Inicialmente foram recolhidas amostras de 

tecidos tumorais de 11 pacientes (dez com CRC e um com cancro do fígado) em diferentes 

estágios de desenvolvimento. Foi realizado o procedimento de semi-quantitativa RT-PCR para 

analisar os níveis de expressão do mRNA do gene SLC6A14 (Fig. 7A) e dos iNOS (Fig. 7B), 

tendo sido feita a comparação com tecidos saudáveis do cólon e do fígado.  

Figura 8 PRL e E2 não têm efeito significante na alteração dos níveis de mRNA 

do CAT-1. (A) RNA total isolado para análise de RT-PCR e (B) Análise por 

Western.  
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Nos tecidos saudáveis foi possível detetar baixos níveis da expressão do mRNA que 

codifica para o ATB0, +. Os pacientes de CRC demonstraram um aumento de folding de 22,9 

± 3,0 quando comparados com tecidos saudáveis. Ambos os resultados obtidos para a 

expressão de ATB0, + e iNOS foram confirmados através da análise dos resultados obtidos por 

Nothern Blot. (Fig.8).  A partir da análise de imunohistoquímica foi possível confirmar os níveis 

de expressão proteica do ATB0, + em tecidos tumorais CRC e saudáveis, chegando ao mesmo 

resultado anteriormente obtido. Em tecidos saudáveis a expressão proteica do transportador 

na membrana apical e no citoplasma era baixa, mas detetável e nos tecidos de CRC 

correspondentes os níveis de expressão proteica eram elevados, especialmente nas 

membranas apical e baso lateral das células epiteliais. (Fig.9). 

 

 

Figura 9 RT-PCR semi-quantitativa de tecido normal (N) e tecido CRC (C). Expressão de mRNA de 
ATB0, +  (A) e iNOS (B).  
 

Figura 8 Análise de Northern blot da expressão de 
mRNA de ATB0, + e iNOS no tecido normal do cólon (N) 
e do câncer colorretal (C). 
 

Figura 9 Análise imuno-histoquímica da expressão da proteína 
ATB0, + no cólon normal e no câncer de cólon usando anticorpos 
policlonais de coelho específicos para ATB0, +. 
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Foi possível concluir que não existe correlação estatística significativa entre os níveis 

de expressão do ATB0, + e dos iNOS nos tecidos saudáveis e tumorais. Também não existe 

correlação estatística significativa entre os níveis destes com a localização, estágio e grau do 

cancro nem com a idade, raça e sexo do paciente. 

 

IV. Conclusões 
 

Atualmente, existe um grande interesse em desenvolver estudos com potenciais agentes 

terapêuticos que possam ser aplicados na teranóstica do cancro. Um dos principais fatores 

para que este tipo de terapia ocorra com sucesso é a especificidade e seletividade dos 

transportadores para estes agentes. Desta forma o estágio inicial de estudo deve ser a 

caracterização e a expressão destes nos diferentes tecidos tumorais. O objetivo definido 

inicialmente neste projeto não foi atingido na íntegra devido à ocorrência da pandemia por 

COVID-19, no entanto a partir da análise de investigações já realizadas foi possível concluir 

que a expressão dos transportadores em estudo, CAT-1 e ATB0, + é induzida em vários tecidos 

tumorais, nomeadamente … Ambos os transportadores revelam ser grandes potenciais a 

serem explorados para o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas anti tumorais. 

Num futuro mais próximo, a definição e compreensão da estrutura tridimensional é essencial 

para a formulação de agentes terapêuticos especificamente direcionados para estes 

transportadores. Este trabalho é um prefácio para um projeto que visa em desenvolver 

complexos metálicos com afinidade para os transportadores catiónicos CAT-1 e ATB0, + e tem 

como objeto a escolha das melhores linhas celulares onde realizar ensaios de uptake. 
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