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RESUMO

ALBANESE, J. M. Efeitos da serotonina na tumorigénese: implicagcbes na
glicélise e sinalizacdo celular. 2017. 56p. Dissertacdo de Mestrado. Programa de
Pé6s Graduagcdo em Bioquimica. Instituto de Quimica. Universidade Federal do Rio
de Janeiro. RJ. 2017.

O termo tumor ou neoplasia caracteriza-se por uma massa anormal de tecido com
altas taxas proliferativas e fluxo glicolitico rapido. A eficiéncia glicolitica em tumores
€ conhecida como glicélise aer6bica ou Efeito Warburg. A acdo hormonal da
serotonina (5-HT) tem implicagbes em muitos processos fisioloégicos e patologicos.
Uma das propriedades mais intrigantes é a capacidade de regular processos
mitogénicos. Ja foi mostrado que a 5-HT aumenta a viabilidade de células de cancer
de mama, mas sem nenhum estudo mecanistico, sendo este o objetivo do nosso
trabalho. Neste trabalho, mostramos que a 5-HT promove um aumento do fluxo
glicolitico, em células MCF-7, através do controle das trés principais enzimas da
glicélise, hexoquinase (HK), fosfofrutoquinase (PFK) e piruvato quinase (PK). Esta
modulacao positiva ocorre devido a ligacdo do hormdnio ao seu receptor acoplado a
proteina G, ativando a fosfolipase C (PLC), que vai recrutar a proteina quinase C
(PKC) e a calmodulina, com consequente ativacdo da calmodulina cinase Il
(CaMKIl). Por outro lado, esta sinalizacdo também envolve a ativacdo de tirosinas
qguinases (TK) e da piruvato quinase A (PKA). Observamos também que o estimulo
serotonérgico vai interferir negativamente na sinalizacdo insulinica, através da
fosforilacdo do substrato do receptor de insulina, no residuo S1101. Nossos
resultados também mostraram que a 5-HT promove um estresse energético para a
célula, resultado do baixo contetddo de ATP, ativando AMPK. Com isso, sugerimos
gue a 5-HT é capaz de regular o fluxo glicolitico e ativar vias de sinalizacéo

relacionadas com proliferacdo e sobrevivéncia celular.

Palavras-chave: Cancer de mama, serotonina, sinalizacéo celular.



ABSTRACT

The term tumor or neoplasia is characterized by an abnormal tissue bulk with high
proliferative rates and rapid glycolytc flux. The glycolytic flux on tumors is known as
aerobic glycolysis or Warburg Effect. Serotonin (5-HT) hormonal activity is implicated
in many physiological and pathological processes. One of the most intriguing
property is the capability of regulating mitogenic processes. It has been shown that 5-
HT increases breast tumor cells viabilitiy, but with no mechanistic study, being this
the aim of our study. On this study, we have shown that 5-HT promotes an increase
on glycolytic flux on MCF-7 cells, by the control of three main glycolytic enzymes ,
hexokinase (HK), phosphofructokinase (PFK) and pyruvate kinase (PK). This positive
modulation occurs due to the hormone binding to the receptor attached to G protein,
activating phospholipase C (PLC), recruiting protein kinase C (PKC) and calmodulin,
with following activation of calmodulin kinase 1l (CaMKIl). On the ohter hand, this
sinalization also involves the activation of tyrosine kinases (TK) and of pyruvate
kinase A (PKA). We also have observed that the serotonergic stimulus is going to
intefere negatively on insulinemia sinalization by the phosphorilation of the insulin
receptor substrate. Our results also showed that 5-HT promotes an energetic stress
to cell as a result of the low ATP content activating AMPK. So, we suggest that 5-HT
is capable to regulate the glycolytic and flux and activate signalling pathways related

to cell proliferation and survival.

Keywords: Breast cancer, serotonin, cell signaling.
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1. INTRODUCAO

1.1 Cancer

Céancer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas que podem
afetar qualquer parte do corpo. Uma caracteristica comum entre todas essas
doencas € a proliferacdo exacerbada de células que podem invadir partes
adjacentes do corpo e se espalhar para outros tecidos e oOrgdos através de um
processo denominado metastase (OMS - Organizacao Mundial da Saude, 2015).

A estimativa para o biénio 2016-2017 é que ocorram cerca de 600 mil novos casos
no Brasil, dentre os quais 0s canceres de prostata e mama serdo 0S mais

frequentes. (Figura 1) (INCA - Instituto Nacional do Cancer, 2015).

Prostata 61.200 28,6% Homens Mulheres  Mama feminina 57.960 281%
Traqueia, Bronquio e Pulmao 17.330 8.1% Calon e Reto 17.620 8,6%
Colon e Reto 16.660 7,8% Colo do dtero 16.340 79%
Estdmago 12.920 6,0% Traqueia, Bronquio e Pumao  10.890 5,3%
Cavidade Oral 11.140 5,2% Estémago 7.600 3.7%
Estfago 7.950 3.7% Corpo do Gtero 6.950 3.4%
Bexiga 7.200 3.4% Qvério 6.150 3.0%
Laringe 6.360 3.0% Glandula Tireoide 5.870 2.9%
Leucemias 5.540 2.6% Linforna nao Hodgkin 5.030 2.4%
Sisterna Nervoso Central 5.440 2.5% Sisterna Nervoso Central 4.830 2,3%

*Numeros arredondados para mdltiplos de 10.

Figura 1: Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para
2016 por sexo, exceto pele ndo melanoma (Instituto Nacional do Cancer, 2015).

Com excecdao do cancer de pele ndo melanoma, o de mama é o segundo tipo
mais comum entre as mulheres no Brasil e no mundo. No Brasil, a estimativa foi de
aproximadamente 57 mil novos casos em 2015. Essa doenca também acomete
homens, porém é raro, representando apenas 1% do total de casos da doenca
(INCA, 2016).

De acordo com a OMS, o cancer de mama provoca 520 mil mortes
anualmente em todo o mundo. E a segunda maior causa de morte por cancer nos
paises desenvolvidos, atras somente do cancer de pulméao, e a primeira maior causa

de cancer nos paises em desenvolvimento.



20

A formacdo do tumor ocorre através da perpetuacdo de alteracbes em um
clone celular para suas células filha, devido a defeitos em mecanismos de reparo. O
processo de tumorigénese, em geral ocorre lentamente e pode ser dividido em trés
estagios antes de chegar ao tumor: iniciagdo, promocao e progressao.

O estagio de iniciacdo é caracterizado pela instabilidade gendmica que leva a
lesédo no DNA. Vérios fatores sdo responsaveis por este dano, dentre eles rearranjos
cromossOmicos, radiacdo UV, agentes quimicos e virus oncogénicos. Todos estes
fatores poderdo gerar uma mudanca irreversivel do genétipo da célula normal
progenitora, agindo em genes reguladores da proliferacdo celular. A etapa de
promocao consiste na ativagcdo de oncogenes ou inibicdo de genes supressores de
tumor, e € denominado de promocdo. As células neste estagio sdo denominadas
“transformadas”. O ultimo estagio da carcinogénese é chamado de “progressao’,
onde ha a mudanca do microambiente celular, com o objetivo de manter o processo
maligno e a capacidade de gerar metastases. Durante esta fase, sdo geradas
condicbes para o crescimento das células imortalizadas, tais como producdo de
fatores de crescimento e citocinas (WEINBERG, 2008).

Estas neoplasias podem ser malignas ou benignas de acordo com a
capacidade de divisdo celular, semelhanca com o tecido original e existéncia de
risco de vida para o individuo afetado (MINISTERIO DA SAUDE/INCA, 2014).

Tumores benignos sédo assim classificados por se apresentarem como uma
massa de células diferenciadas que possuem estruturas e funcbes similares ao
tecido de origem, envolvida por uma capsula que impede a invasdo de outros
tecidos. Raramente apresentam risco para o individuo, salvo se a massa tumoral se
localizar adjacente a alguma estrutura como nervos, grandes vasos sanguineos ou
orgaos vitais, como o cérebro (HUNTER; CRAWFORD; ALSARRAJ, 2008).

Tumores malignos sdo formados por células que podem ter perdido a sua
diferenciacdo. Sao caracterizados pela sua capacidade de disseminacdo pelo
organismo, invasdo e colonizacdo de sitios distantes da origem do tumor, por um
processo conhecido como metastase (FINGER; GIACCIA, 2010).

As células cancerosas conservam algumas caracteristicas da célula normal
de onde se originaram. No carcinoma basocelular, tipo mais comum de cancer de
pele, as células continuam produzindo os filamentos intermediarios de queratina e

no melanoma, produzem o pigmento melanina, caracteristico de sua célula
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precursora. Este fato dificulta a eliminagdo seletiva das células tumorais nas terapias

da doenca.

1.2 Alteracdes celulares na carcinogénese

Em 2011, Hanahan e Weinbergdestacaram e descreveram as principais
caracteristicas essenciais para o desenvolvimento carcinogénico (Figura 2). Células
tumorais devem possuir sinal de proliferacdo continua, insensibilidade a sinais
inibitérios de crescimento, habilidade de evasdo da morte celular programada
(apoptose) e do sistema imune, capacidade de desenvolvimento de novos vasos
sanguineos (angiogénese), desregulagcdo do metabolismo energético, instabilidade
genbmica e capacidade de invadir tecidos e provocar metastase (HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

O estudo aprofundado destas caracteristicas contribui para um maior
conhecimento a cerca do tumor e para o estabelecimento de possiveis alvos
terapéuticos. Neste trabalho, focaremos nas alteracfes metabdlicas que ocorrem no

tumor e que sao necessarias para o crescimento do mesmo.

1.2.1 Metabolismo energético

O metabolismo da glicose, o macronutriente central, permite que a energia
seja aproveitada na forma de ATP através da oxidacéo de suas ligacdes de carbono,
conhecida como glicolise (LIBERTI; LOCASALE, 2016). Além disso, a glicdlise
produz intermediarios para outras vias, alimentando as vias de biossintese de acidos

graxos, aminodacidos e colesterol, entre outras (DEBERARDINIS et al., 2008).
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Sinalizacédo de Evasdo de
Proliferacao supressores de
sustentada crescimento

Metabolismo
energético
desregulado

Resisténcia Habilidade de
a morte imortabilidade
celular replicativa

Inflamacao
Instabilidade promovida pelo
gendmica tumor
e Mutacéo
Inducéo Invaséo
de e
Angiogénese Metastase

Figura 2: Caracteristicas importantes apresentadas por células tumorais para a transformagéao
maligna. Adaptado de HANAHAN e WEINBERG, 2011.

Como as células tumorais tem a capacidade de proliferar de maneira
descontrolada, elas consomem uma quantidade de nutrientes muito maior do que
um tecido saudavel. A fim de garantir esse aporte energético, as células sofreram
adaptacdes metabdlicas. Uma destas adaptacdes foi observada pela primeira vez
pelo pesquisador Otto Warburg, que descreveu que, independente da presenca de
oxigénio, as células tumorais podem reprogramar seu metabolismo de glicose e,
assim, sua producgéo de energia, limitando seu metabolismo energético em grande
parte para a via glicolitica. Este estado foi determinado Efeito Warburg ou glicdlise
aerobica (WARBURG, 1930, 1956a, 1956b) (Figura 3).
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Célula normal Tumor

Glucose Glucose Glucose
02 Pyruvate l 02 pyfuvate
\ Pyruvate \ y %
Lactate l l Lactate
Lactate
CO, CO,
Fosforilagao Fermentacao
oxidativa lactica Glicolise
~36 mol ATP/ 2 mol ATP/ aerobica
mol glicose mol glicose (Efeito Warburg)

Figura 3: Efeito Warburg: da glicose ao piruvato. Células normais (diferenciadas) sdo reguladas
pela concentracdo de oxigénio no microamibiente. Células tumorais e/ou em estado proliferativo
perdem a regulacao pelo oxigénio. Adaptado de HEIDEN, 2009.

Warburg levantou a hipotese de que as células tumorais teriam um
metabolismo mitocondrial danificado; no entanto, esta hipdtese foi descartada,
sendo demonstrado que células tumorais podem realizar fosforilacdo oxidativa
mesmo com inibicdo glicolitica (GATENBY; GILLIES, 2004).Ja foi visto que o fluxo
glicolitico é 2 a 17 vezes maior em hepatomas de ratos do que em hepatdcitos
normais, produzindo 18 vezes mais ATP e tornando a glicolise a principal
fornecedora de energia para a crescente proliferacdo dos tumores (CLEVERS, 2011,
MARIN-HERNANDEZ et al., 2006). Essa caracteristica foi demostrada por Zu e
Guppy (2004), no qual observaram que aproducédo de ATP proveniente da glicélise
contribui com 78% do ATP gerado no tumor de célula Ehrlich. Outra vantagem de se
elevar a taxa glicolitica seria a alta concentracdo de lactato produzida pela célula
tumoral, o que pode suprimir a proliferacdo de linfocitos T e diminuir sua atividade
citotoxica. Esses efeitos podem contribuir para que as células neoplasicas escapem
da acdo do sistema imunolégico (CHANG et al., 2015; HO et al., 2015). Além disso,

a glicélise aerbbica proporciona intermediarios necessarios para vias biossintéticas,
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incluindo acgucares de ribose para sintese de nucleotideos, glicerol e citrato para
sintese de lipideos, aminoacidos ndo essenciais, e NADPH através da via das
pentoses (DEBERARDINIS et al., 2008). Assim, o efeito Warburg beneficia tanto a
bioenergética como a biossintese.

Varios trabalhos ja propuseram uma correlagédo da atividade glicolitica com o
grau de malignidade do tumor, de forma que a taxa de glicélise é maior em tumores
com crescimento mais acelerado em relagédo aos tumores de crescimento lento (ZU;
GUPPY, 2004). Nosso grupo de pesquisa demonstrou, utilizando trés diferentes
linhagens de mama humana (MCF-10A, MCF-7 e MDA-MB-231), que mesmo
guando had uma menor atividade mitocondrial e producao de ATP, o crescimento
celular ndo é comprometido quando se tem uma elevada eficiéncia glicolitica, e isso
pode conferir uma vantagem proliferativa a célula tumoral (ZANCAN et al., 2010).
Além disso, o blogueio desta via pelo farmaco clotrimazol, um potencial farmaco
antitumoral, foi capaz de reduzir os niveis de ATP nessas células tanto em
condi¢cbes de norméxia quanto em hipoxia, além de prejudicar o crescimento e a

capacidade migratoria das linhagens mais agressivas (FURTADO et al., 2015).

1.3 Serotonina (5-Hidroxitriptamina — 5-HT)

A serotonina é uma monoamina, sintetizada em diferentes tecidos incluindo
neurdnios serotonérgicos no sistema nervoso central, nas células enterocromafins
encontradas na mucosa intestinal, plaguetas e mastocitos. Sua sintese ocorre em
duas etapas. A enzima triptofano 5-hidroxilase (TPH) catalisa a transformacdo do
triptofano a 5-hidroxitriptofano (5-HTP). Essa reacéo € a etapa limitante da sintese e
a TPH existe em duas isoformas, TPH1 (expressa principalmente na periferia) e
TPH2 (isoforma especifica de neurdnio). 5-HTP é entdo descarboxilado pela 5-HTP
decarboxilase, para formar finalmente serotonina. Apds a biossintese, a 5-HT é
concentrada em compartimentos intracelulares, as vesiculas sinapticas nos
neurdnios, pelo transportador vesicular de monoamina. A serotonina é metabolizada
em dois passos enzimaticos para formar o acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA), o
principal produto da degradacao de serotonina (Figura 4). 5-HIAA ser& excretado na
urina (LAM; HEISLER, 2007; SARROUILHE et al., 2015).
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Figura 4: Biossintese e metabolismo da serotonina. Adaptado de LAM e HEISLER, 2007.

A maior parte da monoamina encontrada no sangue, cerca de 95%, esta
estocada nas plaquetas. Estas células sdo os principais transportadores da
serotonina no sangue, apresentando um papel importante na coagulacdo sanguinea
(LESURTEL, 2006).

A 5-HT tem sido relacionada a diversas fun¢des no sistema nervoso central
(SNC), como desenvolvimento cerebral, ritmo cardiaco, termo regulacdo, cognicao,
dor, apetite, entre outras. Além do mais, ela est4 envolvida com muitos transtornos
do SNC e psiquiatricos, como doenca de Parkinson, depressao, alucinacgao,
esquizofrenia, bulimia, ansiedade (MARIN et al., 2012).

Sua acdo hormonal esta relacionada a diversos eventos fisiologicos e

patoldgicos, participando de processos de crescimento e diferenciacéo celular (RAZ
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et al., 2016), podendo promover a regulagdo da concentracdo de glicose sanguinea
(FISCHER et al., 1995).

A diversidade dos efeitos modulados pela serotonina € explicada pela sua
interacdo com multiplos receptores, classificados entre as familias 5-HT1 a 5-HT7,
com subsequente divisdo em 14 subtipos (PEROUTKA, 1995). A Figura 5 apresenta

um resumo das principais caracteristicas das diferentes isoformas dos receptores de

serotonina.

Figura 5: Receptores de serotonina e suas principais caracteristicas. Adaptado de RUDDELL,

2008.
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AEUrobr ansmissor e
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B=HTy Gy Inibe AC Nio caracterizado
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A Figura 6 apresenta um resumo dos efetores intracelulares envolvidos na
sinalizac&o por serotonina. A maioria dos receptores pertence a uma grande familia
de receptores classicamente descritos como ligados a proteina G, podendo regular
negativamente ou positivamente a adenilato ciclase (AC) (HOYER et al., 1994), além
de ser capaz de ativar a fosfolipase C (PLC) e promover hidrélise do fosfatidilinositol
4,5-bifosfato (PIP2) (CONN et al., 1986). A Unica excecdo € o receptor 5-HT3, que
esta associado a canais ibnicos.

A serotonina é capaz de promover ativacdo da proteina quinase C (PKC),
dependente de PLC, diacilglicerol (DAG) e do aumento no influxo de Ca** e de uma
quinase regulada por sinal extracelular (ERK 1/2) mediada por PLC-PKC em células
de musculo liso uterino (SHUM; MELENDEZ; JEFFREY, 2002). Em células NIH-3T3
de fibroblasto, que expressam o subtipo 5-HT2A do receptor de serotonina, foi
demonstrado que este receptor interage com calmodulina (CaM), e essa interacéo
promove diminuicdo da ligacdo entre o receptor e a proteina G (TURNER,;
RAYMOND, 2005).

Eritrécitos humanos respondem a acao da serotonina, que é capaz de ativar a
enzima fosfofrutoquinase (PFK), na fracdo ligada a membrana destas células. O
estimulo serotonérgico ainda promoveu aumento no conteudo de lactato, refletindo
ativacdo da via glicolitica (ASSOULINE-COHEN; BEN PORAT; BEITNER, 1998).
Estudos mais recentes do nosso grupo também mostraram que a serotonina regula
a atividade de PFK de musculo esquelético de camundongos. Esta ativacao
depende, por um lado, de uma via de sinalizacdo com a participacdo da PLC-PKC-
Ca?*-CaM e calmodulina quinase Il (CaMKIl) e, por outro, envolve a ac&o de tirosina
quinases (COELHO; COSTA; SOLA-PENNA, 2007; COELHO; SOLA-PENNA, 2013).
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Figura 6: Receptores de serotonina e seus efetores intracelulares. Adaptado de LAM;HEISLER
(2007).

1.3.1 Serotonina e cancer

Além de suas func¢des ja bem conhecidas, a 5-HT tem se mostrado um fator
mitogénico para varios tipos de cancer, como carcinoma pulmonar (CATTANEO,;
FESCE; VICENTINI, 1995), pancreatico (MAO et al., 1998), hepatico (SOLL et al.,
2010), epitelial e colo retal (TUTTON; BARKLA, 1982) e cancer de mama (PAI et al.,
2009; SONIER et al., 2006)

Sonier et al. (2005) relatou a presenca do receptor 5-HT2A em tecido de
placenta humana e em linhagens celulares de coriocarcinoma de placenta, JEG-3 e
BeWo, apresentando efeito mitogénico quando estimulado. A ativacdo desta mesma
isoforma do receptor em linhagem celular de carcinoma mamario MCF-7, levou ao
aumento da taxa proliferativa e viabilidade celular dessa linhagem (SONIER et al.,
2006). Embora ainda n&o se possa estabelecer uma correlacdo entre a agdo da
serotonina e a ativagdo de uma via metabdlica bioenergética que possa explicar
esses fenbmenos, ja foi relatada a capacidade da serotonina em aumentar a

captacdo de glicose em muasculo esquelético de ratos, através do aumento na
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expressdo de transportadores de glicose (HAJDUCH et al., 1999), levantando a
hipétese de que o aumento do fluxo glicolitico pode, em parte, sustentar as
adaptacdes promovidas pela serotonina, resultando em aumento da viabilidade
celular e taxa proliferativa destas células.

Os niveis de serotonina sérica tem se mostrado Uteis para o prognéstico de
carcinoma urotelial de bexiga, adenocarcinoma de préstata e carcinoma renal
(JUNGWIRTH et al., 2008).

A incidéncia de depressdo € muito alta em pacientes com cancer.
Antidepressivos, mais especificamente inibidores da recaptacdo de serotonina,
atuam se ligando aos seus transportadores (SERT), acarretando no aumento dos
niveis do horménio nas fendas sinapticas e no plasma (ASHBURY et al., 2012;
FRICK et al., 2011). Varios estudos mostraram que elevados niveis de serotonina
sistémica, resultados do uso destes medicamentos, podem contribuir para o
crescimento de diferentes tipos de tumor. Foi relatado que a fluoxetina aumenta a
proliferacdo das células de melanoma B16F10 e C3 de fibrocarcinoma, in vitro e in
vivo (BRANDES et al., 1992). CHRISTEN et al. (2016) mostrou que o0 uso de
sertralina, em pacientes com cancer de ovario, promoveu uma aceleracdo do
processo de progressdo da doenca. Em outro trabalho, foi observado um aumento
do risco de morte em pacientes com cancer de mama que fizeram uso do
antidepressivo paroxetina (KELLY et al., 2010).

Sendo assim, a investigacado de vias de sinalizacdo envolvidas no processo
tumorigénico induzido pela serotonina se torna interessante e necessario para o

entendimento e planejamento de novas estratégias terapéuticas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da 5-HT sobre o metabolismo energético e sobre a

sinalizacéo de células de cancer de mama.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar os efeitos da 5-HT sobre o metabolismo glicolitico:
o Estudar o consumo de glicose;
o Estudar a producéo de lactato;
o Estudar a atividade mitocondrial;
o Estudar a atividade das principais enzimas glicolitica: HK, PFK e PK.

e I|dentificar os intermediarios metabdlicos envolvidos na sinalizacéo pela 5-HT:
o Estudar a atividade das principais enzimas glicoliticas na presenca de
inibidores e antagonistas de intermediarios das vias de sinalizacao

celular;
o Estudar a regulacdo pés-traducional de proteinas envolvidas em vias

de sinalizacao celular.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material

A linhagem celular de cancer de mama MCF-7 foi obtida no Banco de Células
do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, UFRJ. Meio de cultura DMEM
(Meio de Eagle modificado por Dulbecco) e soro fetal bovino foram obtidos da Gibco-
Invitrogen Corporation (EUA). A serotonina e as enzimas para a realizacdo dos
ensaios enzimaticos e outros reagentes foram obtidas da Sigma Chemical Co (MA,
EUA).

3.2 Cultura de células

As células MCF-7 foram mantidas em meio DMEM suplementado com 10%
de soro fetal bovino e bicarbonato de sodio (3,7 g/L), pH 7,4 e acondicionadas em
estufa a 37°C com 5% de CO,. O crescimento celular foi devidamente acompanhado
por meio de observacao em microscopio invertido.

Para os ensaios, as células foram crescidas em placas de cultura até
atingirem cerca de 85% de confluéncia. Posteriormente, o meio foi renovado e a
placa mantida com os diferentes tratamentos por tempo adicional na estufa nas

mesmas condi¢des de incubacao.

3.3 Avaliacdo do consumo de glicose e producéo de lactato

Apdés o tempo de tratamento, 0 meio de cultura das placas de 96 pocos foi
retirado e utilizado para avaliar o consumo de glicose e a producado de lactato como
descrito por LEITE et al.,, 2007 e MEIRA et al., 2005. O contetudo de glicose que
permaneceu no meio de cultura foi mensurado usando o sistema acoplado de
enzimas contendo glicose oxidase/peroxidase (Glucox 500, Doles Ltda, GO, Brasil).
A producéo de lactato foi avaliada calculando o conteudo de lactato no meio de
cultura incubado com as células através de um meio reacional contendo lactato
desidrogenase e NAD". A reducdo do NAD" foi acompanhada através da medida da

absorbancia em 340 nm no leitor de microplacas Victor 3 (Perkin Elmer, EUA).
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3.4 Avaliagédo da atividade mitocondrial

A atividade mitocondrial foi avaliada pelo ensaio de MTT (brometo de 3,4,5-
dimetilazol-2,5-difeniltetrazolium), segundo MOSMANN (1983). O ensaio de MTT é
um método colorimétrico quantitativo que se baseia na reducdo do sal tetrazolium,
pelas desidrogenases mitocondriais em cristais de formazan de coloracdo azul
parpura, que se acumulam somente no citoplasma de células viaveis. Dessa forma,
0 ensaio de MTT é capaz de avaliar, de maneira indireta, a viabilidade celular
(MOSMANN, 1983).

As células foram cultivadas em placas de 96 pocos e incubadas na auséncia
ou na presenca de concentragdes crescentes de 5-HT. Apds o tempo de tratamento,
0 meio de cultura foi retirado e adicionou-se 100 pL do reagente de MTT (5 mg/mL
em meio de cultura). As placas de cultura contendo essa solugao foram mantidas ao
abrigo da luz por 3 horas, em estufa a 37°C. Ao final dessa incubagdo, o
sobrenadante foi descartado e os cristais de formazan produzidos foram dissolvidos
em 100 pL dedimetilsulféxido (DMSO). A absorbancia do corante foi medida no
comprimento de onda de 560 nm, utilizando-se o leitor de microplacas Victor 3
(Perkin Elmer, EUA).

3.5 Determinacéao da atividade enzimas glicoliticas HK, PFK-1 e PK

Apbs o tempo de incubacdo com os diferentes tratamentos, o meio de cultura
foi descartado das placas de 24 pocos. As células aderidas foram tripsinizadas,
centrifugadas (5000 rpm por 10 minutos) e ressuspendidas em tampéao fosfato de
potassio 10 mM, pH 7,4, e lisadas em N2 liquido. Uma aliquota foi retirada para a
guantificacdo proteica das amostras pela técnica de Lowry (LAMBERT; WEISS;
LAUDER, 2001; LOWRY et al., 1951) e a atividade das enzimas medidas pelo
método acoplado descrito por SPITZ et al.,, (2009) e ZANCAN et al., (2010). A
guantificacdo da atividade da HK foi realizada em um meio de reacdo (MRC)
contendo: 50 mM Tris-HCI (pH 7,4), 5 mM MgCl,, 1 mM glicose, 1 mM NAD", 1 U/mL
glicose 6-fosfatodesidrogenase. O MRC para a atividade da PFK contém: 50mM
Tris-HCI (pH 7,4), 25 mM MgCl, 5mM (NH,4)2S0O,4, 1 mM frutose-6-fosfato, 1mM ATP,
1 mM NADH, 2 U/mL aldolase, 4 U/mL triosefosfatoisomerase e 2 U/mL a-

glicerofosfatoisomerase. A atividade da PK foi quantificada em MRC contendo: 50
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mM Tris-HClI (pH 7,4), 5 mM MgCl;, 120 mM KCI, 5 mM ADP, 5 mM
fosfoenolpiruvato, 6,6 mM NADH, 22 U/mL LDH. O volume final da rea¢do, em todos
0s ensaios, foi de 200 pL, (100 pL do meio reacional +100 uL do lisado celular). A
reacdo enzimatica foi realizada através da oxidac&o/reducdo do NADH/NAD" ou da
reducdo de NADP" pela medida da absorbancia em 340 nm no leitor de microplacas
Victor 3 (Perkin Elmer, EUA)

3.6 Dosagem do conteudo de ATP intracelular

As células foram cultivadas em placas de 96 pocos e, ap0s a incubagdo com
os diferentes tratamentos, o meio de cultura foi removido e 100 pL da solucdo de
reacao preparada do Kit ATP Determination (Molecular Probes® ATP Determination
Kit— ThermoFisher, EUA) foram adicionados diretamente sobre as células e
incubadas por 15 minutos ao abrigo da luz, seguindo o protocolo fornecido pelo
fabricante. Esse sistema € baseado na reacdo entre o ATP celular e a enzima
luciferase na presenca do substrato D-luciferina. A luminescéncia obtida é
proporcional a concentracdo de ATP celular e foi analisado pelo espectrofotémetro
Victor 3 (Perkin Elmer, EUA).

3.7 Imunoblotting

Para uma investigacdo mais clara das vias de sinalizacdo ativadas pela
serotonina, a suplementacdo do meio de cultura DMEM com SFB foi substituida,
neste caso, pelo soro estripado (Charcoal Stripped FBS OneShot — Gibco). Dessa
forma, retiramos a interferéncia de outros hormonios e fatores de crescimento,
avaliando apenas os efeitos da serotonina.

Extracdo de proteinas: As células foram cultivadas em placas de 6 pocos e,
ap6s chegar a 85% de confluéncia, o meio de cultura foi trocado pelo meio
suplementado com soro estripado e as células ficaram em starvation overnight. Apos
a incubacdo com os diferentes tratamentos, o meio de cultura foi removido e os
pocos lavados com tampdo fosfato-salino (PBS). As células foram lisadas em
tampao RIPA (150 mM NaCl, 20 mM Tris base pH 7,5, Glicerol 10%, 5 mM EGTA,
0,5 mM EDTA, 2 mM NazVO, 50 mM NaF, triton1%, SDS 0,1%, 80 mM -

glicerofosfato, 5 mM NaPPi, 1 mM PMSF) na presenca de inibidores de proteases. A
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concentracdo de proteina das amostras foi realizada pelo método do A&cido
bicinconinico conforme a descricdo do fabricante (Pierce BCA Protein Assay Kit —
ThermoScientific, EUA).

Separacao das proteinas por SDS-PAGE: As proteinas foram desnaturas a
100°C por 10 minutos em tampao de amostra TEX (Tris base 0,5 M, glicerol, SDS e
azul de bromofenol 0,05%) e B-mercaptoetanol 15%. Apos esse procedimento, o
volume equivalente a 20 ug foi aplicado no gel de poliacrilamida (3,6% para retencéao
e 9% para separacdo das proteinas) e as proteinas foram separadas por
eletroforese por cerca de 2h a 120 V.

Western blotting: As proteinas separadas por eletroforese foram
eletrotransferidas para membranas de difluoreto de polivinilideno (PVDF)
(Immobilon-P TranferMembrane EMD, Millipore, EUA). A voltagem foi regulada para
30 V overnight. Ao final da transferéncia, as membranas foram coradas com
Ponceau S e, em seguida, bloqueadas com leite deshatado 5% p/v em TBS-T (TBS:
50 mM Tris base, 150 mM NacCl; Tween: 0,1% v/v), por 1 hora sob agitacdo lenta.
Posteriormente, as membranas foram incubadas com o0s anticorpos primarios
(Tabela 1), conforme orientagcdes dos fabricantes, diluidos em TBS-T suplementados
com leite desnatado 0,5% p/v e azida 0,002% e mantidos sob agitacdo a 4°C
overnight. As membranas foram, em seguida, incubadas com os seus respectivos
anticorpos secundarios (Tabela 1) por 1 hora sob agitacédo lenta. Apds este periodo,

o sistema foi revelado com o kit Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore, EUA).

Tabela 1: Lista dos anticorpos utilizados no trabalho

Anticorpo Fabricante Caddigo Diluicdo
Anti-pACC Cell Signaling #3661 1:1000
Anti-ACC Cell Signaling #3662 1:1000
Anti-pAMPK Cell Signaling #2535 1:1000
Anti-AMPK Cell Signaling #2532 1:1000
Anti-pIRS1 Cell Signaling #2385 1:1000

Anti-IRS1 Millipore 06-248 1:1000
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Anti-pERK1/2 Cell Signaling #9106 1:1000
Anti-ERK1/2 Cell Signaling #4695 1:1000
Anti-pmTOR Cell Signaling #2971 1:1000
Anti-mTOR Cell Signaling #2972 1:1000

Anti-pS6 Cell Signaling #4858 1:1000
Anti-S6 Cell Signaling #2217 1:1000
Anti-pPKC Cell Signaling #9379 1:1000
Anti-PKC Cell Signaling #2058 1:1000

Anti-pCREB Cell Signaling #9196 1:1000
Anti-CREB Cell Signaling #9197 1:1000
Anti-Mouse Jackson Laboratories 155-035-146 1:10000
Anti-Rabbit Jackson Laboratories 111-035-144 1:20000

3.8 Analise estatistica dos resultados

As analises estatisticas e as regressdes nao lineares foram realizadas atraves
do aplicativo GraphPadPrism 6. O teste t de Student foi utilizado. Os valores de p <
0,05 foram usados para considerar os valores das médias estatisticamente

diferentes.
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4. RESULTADOS

A linhagem celular MCF-7 é proveniente de adenocarcinoma mamario
humano e pode ser classificada como uma linhagem tumoral de alta capacidade
proliferativa (derivada de sitio metastético in vivo), sendo assim, utilizada largamente
como modelo in vitro para estudo do metabolismo do cancer de mama (FURTADO et
al., 2015; ZHANG et al., 2016)

Portanto, a linhagem MCF-7 foi utilizada como modelo de cancer de mama
em todos os experimentos realizados neste trabalho.

4.1 Efeitos da 5-HT no perfil metabdlico

Nosso objetivo inicial foi avaliar os efeitos da serotonina sobre os parametros
metabolicos da célula tumoral. Para isso, nos incubamos as células com diferentes
concentragdes do hormonio (0; 1,25; 2,5; 5; 10 e 20 uM) por 30 minutos.

Observamos um aumento da captacao de glicose (Figura 7A) e da producao
de lactato (Figura 7B) por essa célula. Como ja apresentado na introducado, a
eficacia da converséo de glicose a lactato (eficiéncia glicolitica) pode conferir uma
vantagem proliferativa a célula tumoral. Pela Figura 7C, podemos observar que a
eficiéncia glicolitica, na presenca de 5-HT esta diminuindo. Entretanto, essa reducdo
estd sendo compensada com o aumento do metabolismo mitocondrial (Figura 7).
Este resultado sugere que pode estar ocorrendo um desvio do metabolismo
glicolitico para oxidativo.

A partir da analise destes resultados, selecionamos a concentracdo de 5-HT

10 uM para a realizacdo dos ensaios posteriores.
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Figura 7: Efeitos da 5-HT sobre os pardmetros metabdlicos. Células MCF-7 foram cultivadas e
tratadas em placa de 96 pogos, na auséncia ou na presenca de diferentes concentracdes de 5-HT (0;
1,25; 2,5; 5; 10 e 20 uM). O perfil metabdlico foi avaliado ap6s 30 minutos de tratamento, através das
guantificacdes da captacdo de glicose (A), producdo de lactato (B), eficiéncia glicolitica (C) e
atividade mitocondrial (D). Graficos representam a média + erro padrdo de 3 experimentos
independentes, realizados em quadruplicata (n=3).

4.2. Efeitos da 5-HT na atividade das enzimas HK, PFK e PK

Uma vez que o estimulo serotonérgico leva ao aumento da captacao celular
de glicose (Figura 7A), o préximo passo foi investigar a acdo da 5-HT sobre o
controle da atividade das principais enzimas que catalisam as trés etapas
irreversiveis da glicélise e que, portanto, determinam a taxa do fluxo glicolitico.

O tratamento das células com 5-HT por 30 minutos promoveu um aumento da
atividade das trés enzimas (Figura 8 - barras pretas), sugerindo que o estimulo com

0 horménio em células MCF-7 é capaz de aumentar o fluxo glicolitico através do
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controle positivo de enzimas chaves da glicélise, o que pode estar correlacionado ao

aumento da viabilidade promovido pela 5-HT nesta linhagem celular.

4.3 Avaliacdo dos possiveis intermediérios da sinalizagéo celular pela 5-HT

Na tentativa de entender os possiveis mecanismos de acdo da 5-HT na
modulagéo positiva da atividade das enzimas glicoliticas, realizamos 0os mesmos
ensaios de atividade, conduzidos com diferentes inibidores e antagonistas, seletivos
de intermediarios das vias de sinalizacdo, na presenca e auséncia da 5-HT por 30
minutos.

Inicialmente, confirmamos que os efeitos observados eram, de fato, devido a
ligacdo da serotonina ao seu receptor, uma vez que a modulagéo da atividade das

enzimas foi revertida na presenca da ketanserina, antagonista de alguns receptores
acoplados a proteina G (Figura 8).
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Figura 8: Quantificacdo das atividades enzimaticas na presenca de ketanserina. Células MCF-7
foram tratadas, na auséncia ou na presenca de 5-HT (10 pM) e na auséncia ou presenca de
ketanserina (0,1 pM), antagonista do receptor 5-HT2. A atividade da HK (A), PFK (B) e PK (C) foram
determinadas apds 30 minutos de incubacgdo. Gréficos representam a média + erro padréo de 3
experimentos independentes, realizados em quadruplicata (n=3). * P < 0,05 Student’s t-test.
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Como citado anteriormente, resultados prévios de Coelho e Sola-Penna
(2013) mostraram que a serotonina estimula a atividade da PFK de musculo
esquelético de camundongo, através da via PLC-PKC-CaMK Il. Desta forma,
avaliamos se 0 mesmo mecanismo seria observado em nosso modelo.

Na Figura 9, observamos que a exposi¢do das células ao inibidor de PLC,
U73122, evitou a ativacdo da HK e da PFK desencadeada pela serotonina.
Entretanto, o efeito sobre a PK mostrou-se independente de PLC (Figura 9C). Além
disso, tanto a presenca de do composto 48/80, antagonista de calmodulina (Figura
10), quanto de genisteina, inibidor de tirosinas quinases (Figura 11), foi capaz de
reverter o efeito positivo promovido pela 5-HT sobre a atividade das enzimas PFK e

PK. Curiosamente, estes compostos ndo exerceram efeito sobre a ativacdo da
enzima HK (Painel A).
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Figura 9: Quantificacdo das atividades enzimaticas na presenca de U73122. Células MCF-7
foram tratadas, na auséncia ou na presenca de 5-HT (10 pM) e na auséncia ou presenca de U73122
(10 pM), inibidor de PLC. A atividade da HK (A), PFK (B) e PK (C) foram determinadas ap6s 30
minutos de incubacdo. Gréficos representam a média + erro padrdo de 3 experimentos

independentes, realizados em quadruplicata (n=3). * P < 0,05 Student’s t-test.
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Figura 10: Quantificacdo das atividades enzimaticas na presenca de 48/80. Células MCF-7 foram
tratadas, na auséncia ou na presenca de 5-HT (10 pM) e na auséncia ou presencga de 48/80 (10 pMm),
antagonista de calmodulina. A atividade da HK (A), PFK (B) e PK (C) fora foram determinadas apés
30 minutos de incubacdo. Gréficos representam a média + erro padrdo de 3 experimentos
independentes, realizados em quadruplicata (n=3). * P < 0,05 Student’s t-test.
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Figura 11: Quantificacdo das atividades enzimaticas na presenca de genisteina. Células MCF-7
foram tratadas, na auséncia ou na presenca de 5-HT (10 pM) e na auséncia ou presenca de
genisteina (10 puM), inibidor de tirosinas quinases. A atividade da HK (A), PFK (B) e PK (C) foram
determinadas ap6s 30 minutos de incubagdo. Gréficos representam a média + erro padréo de 3
experimentos independentes, realizados em quadruplicata (n=3). * P < 0,05 Student’s t-test.
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Para confirmar a participacdo da PKC nos efeitos promovidos pela serotonina,
nés incubamos as células com BIS I, um inibidor de PKC. A presencga de BIS |
preveniu a ativacédo da HK e PFK, mas nédo da PK (Figura 12).
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Figura 12: Quantificacdo das atividades enziméticas na presenca de Bis |. Células MCF-7 foram
tratadas, na auséncia ou na presenca de 5-HT (10 uM) e na auséncia ou presenca de Bis | (0,1 uM),
inibidor de PKC. A atividade da HK (A), PFK (B) e PK (C) foram foram determinadas apés 30 minutos

de incubacdo. Gréficos representam a média + erro padrdo de 3 experimentos independentes,
realizados em quadruplicata (n=3). * P < 0,05 Student’s t-test.

Esse conjunto de resultados corrobora os dados observados previamente em
musculo esquelético (COELHO; SOLA-PENNA, 2013).

Uma vez observada a participacdo de PKC, investigamos o envolvimento de
MEK e ERK, dois efetores desta via. A inibicdo destes intermediarios, utilizando
PD98059 (inibidor de MEK) e U0126 (inibidor de ERK), reverteu os efeitos

modulados pela 5-HT apenas sobre a atividade da PFK e n&o sobre as outras
enzimas glicoliticas. (Figuras 13 e 14).
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Figura 13: Quantificacdo das atividades enzimaticas na presenca de PD98059. Células MCF-7
foram tratadas, na auséncia ou na presenca de 5-HT (10 uM) e na auséncia ou presenca de PD98059
(10 uM), inibidor de MEK. A atividade da HK (A), PFK (B) e PK (C) foram determinadas apds 30
minutos de incubacdo. Graficos representam a média + erro padrdo de 3 experimentos
independentes, realizados em quadruplicata (n=3). * P < 0,05 Student’s t-test.
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Figura 14: Quantificacdo das atividades enzimaticas na presenca de U0126. Células MCF-7
foram tratadas, na auséncia ou na presenca de 5-HT (10 pM) e na auséncia ou presenca de U0126
(10 pM), inibidor de ERK. A atividade da HK (A), PFK (B) e PK (C) foram determinadas ap6s 30
minutos de incubacdo. Gréficos representam a média + erro padrao de 3 experimentos
independentes, realizados em quadruplicata (n=3). * P < 0,05 Student’s t-test.
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Os receptores de serotonina acoplados a proteina G podem ativar a AC,
aumentando assim os niveis de AMPc e resultando na ativacéo da proteina quinase
A (PKA), que pode estar envolvida na atividade da serotonina. Para determinar se
PKA é crucial para os efeitos observados, as células foram tratadas com H-89, um
inibidor de PKA, e a atividade das enzimas foi quantificada. Esta inibicdo reverteu

completamente os efeitos desencadeados pela serotonina nas trés enzimas (Figura
15).
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Figura 15: Quantificacdo das atividades enziméticas na presenca de H89. Células MCF-7 foram
tratadas, na auséncia ou na presenca de 5-HT (10 pM) e na auséncia ou presenca de H89 (10 uM),
inibidor de PKA. A atividade da HK (A), PFK (B) e PK (C) foram determinadas ap6s 30 minutos de

incubacdo. Gréficos representam a média + erro padrdo de 3 experimentos independentes,
realizados em quadruplicata (n=3). * P < 0,05 Student’s t-test.

4.4 Avaliacéo das vias de sinalizacao celular ativadas pela 5-HT

Pelos resultados anteriores, conseguimos observar o envolvimento de alguns
intermediarios da sinalizacdo pela 5-HT. No proximo passo, realizamos andlises de
imunoblotting para avaliar a ativacdo de possiveis vias relacionadas aqueles
intermediarios.
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Objetivando confirmar o envolvimento de PKC na acdo da 5-HT (Figura 12),
avaliamos a regulacédo poés-traducional desta proteina, na presenca e auséncia do
hormonio. Na Figura 16, podemos observar que a 5-HT promoveu um aumento da
fosforilacdo e, consequentemente, da ativacado da PKC. Neste ensaio foi utilizado um
anticorpo pan-p-PKC, o que ndo nos permite discutir a isoforma desta enzima.
Seguindo os efetores subsequentes da via, observamos também a ativacdo do fator
de transcricdo celular CREB. A ativacdo tanto de PKC quanto de CREB esta
relacionada com vias de sobrevivéncia (SAKAMOTO; FRANK, 2009; XIA; FORMAN;
FALLER, 2007).

5-HT (10 uM) - +

P-PKC (T514) o BB
PKC I8 8
P-CREB (S133) e

CREB -

Figura 16: Analise dos perfis proteicos na presencga de 5-HT. Células MCF-7 foram tratadas, na
auséncia ou na presenca de 5-HT. O padré&o de fosforilagdo de PKC e CREB foi determinado apos 15
minutos de incubacéo.

A insulina é essencial para a regulacdo do metabolismo energético e sua
sinalizacdo esta relacionada ao crescimento e diferenciacéo celular. Para avaliar o
envolvimento dessa via nha sinalizacdo pela 5-HT, realizamos o ensaio de
imunoblotting na presenca deste fator de crescimento e de wortmanina, inibidor de
um de seus principais intermediarios intracelulares, PI3K.

O tratamento com wortmanina na presenca de 5-HT, diminuiu tanto a
fosforilacdo quanto a expresséo de Erk 1/2 e praticamente anulou a fosforilacdo de
Akt. Estes efeitos foram parcialmente revertidos na presenca concomitante de
insulina. Foi possivel observar também, que a 5-HT, por si sO, ndo alterou a
fosforilacdo de mTOR e S6 (Figura 17).

A 5-HT promoveu um aumento da fosforilagdo de Erk 1/2, corroborando os

resultados de atividade (Figuras 13 e 14), e da fosforilacdo no residuo Ser 1101 do
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IRS1. Esta fosforilacdo do IRS1 tem um efeito inibitdrio na via insulinica, o que pode
ser constatado através da diminuicdo da fosforilacdo de Akt, Erk 1/2 e S6, quando
temos a presenca dos dois horménios, comparado ao tratamento com a insulina
(Figura 17).
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Figura 17: Anélise dos perfis proteicos na presenca de 5-HT, wortmanina e insulina. Células
MCF-7 foram tratadas, na auséncia ou na presenca de 5-HT, insulina e wortmanina, inibidor de PI3K.
O padrao de fosforilacdo das proteinas foi determinado apds 15 minutos de incubacéo.

A serotonina promoveu uma diminuicdo da fosforilagdo de Akt, provavelmente
devido a ativacdo de PKA. Sabe-se que esta quinase fosforila IRS1, entretanto essa
fosforilacdo é inespecifica, ndo possuindo nenhum residuo alvo especifico. Para
investigar essa possibilidade, analisamos a fosforilagdo de Akt na presenca de
IBMX, um ativador de PKA. Ao analisar a Figura 18, notamos que o estimulo de
PKA inibiu a fosforilagdo de Akt, bloqueando a sinalizacdo de insulina. Portanto,

pode ser que a serotonina esteja interferindo na sinalizagao insulinica via PKA.
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Figura 18: Andlise dos perfis proteicos na presenca de 5-HT e IBMX. Células MCF-7 foram
tratadas, na auséncia ou na presenca de 5-HT e IBMX, ativador de PKA. O padrdo de fosforilacdo de
Akt foi determinado ap6s 30 minutos de incubacao.

Continuando a investigacdo da sinalizacdo da 5-HT, repetimos alguns
tratamentos e realizamos novos com dorsomorfina e AICAR, sozinhos e
combinados, com 5-HT.

Como observado na Figura 19, a 5-HT promoveu um aumento na fosforilacao
da ACC. Esta fosforilacdo pode ser devido a ativacdo ou de PKA ou de AMPK, de

maneira independente de fosforilacao.

1
1
1
1
1
1
1
1
o+
o

IBMX (0.5 mM)
dorsomorphin (10 pM)
AICAR (2 mM)

insulin (100 nM)

5-HT (10 pM)

P-ACC (S79) _

ACT e o @ s e s s s s s
P-AMPKa (T172) —— ———

ANPKO - v o —————

'
'
'
'
'
'

e

+
'
'

'
o

+

+
v+
v+
'
o
'
.

Figura 19: Analise dos perfis proteicos na presenca de 5-HT, IBMX, dorsomorfina, AICAR e
insulina. Células MCF-7 foram tratadas, na auséncia ou na presenca dos compostos sozinhos e/ou
combinados (IBMX: ativador de PKA; dorsomorfina: inibidor de AMPK e AICAR: ativador de AMPK). O
padrédo das proteinas foi determinado apds 15 minutos de incubacéo.
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Para investigar esta ativagéo realizamos um ensaio de quantificagcao de ATP,
uma vez que ela estd diretamente relacionada ao aporte energético, na presenca
dos mesmos tratamentos.

As células tratadas apenas com a 5-HT apresentaram um conteddo de ATP
bem inferior em relacdo a célula ndo tratada (Figura 19). Este estresse energético
vai ativar AMPK através de sua mudanca conformacional promovida pela ligacdo de
AMP (ou ADP) em seus sitios regulatorios.

Como era de se esperar, AICAR promoveu um aumento na producao de ATP,
mesmo em relacdo ao controle sem estimulo serotonérgico, indiferente da presenca
ou auséncia de 5-HT. A inibicdo de AMPK néo alterou o conteddo em relagédo ao

controle e quando adicionamos 5-HT, vemos apenas o efeito do hormanio.
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Figura 20: Quantificagdo do conteldo de ATP intracelularna presenca de 5-HT, insulina,
AICAR, dorsomorfina e IBMX. Células MCF-7 foram tratadas, na auséncia ou na presenca dos
compostos por 15 minutos. (IBMX: ativador de PKA; dorsomorfina: inibidor de AMPK e AICAR:
ativador de AMPK). Gréficos representam a média + erro padrdo de 3 experimentos independentes,
realizados em quadruplicata (n=3). * P < 0,05 comparado ao tratamento sem o estimulo de 5-HT
dentro de cada condico. * P < 0,05 comparado ao controle com o estimulo de 5-HT. Student’s t-test.
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5. DISCUSSAO

J& havia sido descrita a capacidade da serotonina em promover aumento da
captacao de glicose através de uma via de sinalizacao distinta daquela descrita para
a acao da insulina sobre o influxo de glicose (HILAKIVI-CLARKE; WRIGHT,;
LIPPMAN, 1993; HAJDUCH, 1996), assim como seu efeito positivo na viabilidade
celular de linhagem de cancer de mama (SONIER et al., 2006). Entretanto, néo
havia sido investigado se esses efeitos ocorrem concomitantemente ao aumento do
metabolismo de glicose através da via glicolitica. Nossos resultados mostraram que
a serotonina é capaz de aumentar o fluxo glicolitico, em células MCF-7, através do
controle das trés principais enzimas desta via bioenergética, a HK, PFK e PK.

Apesar disto, a eficiéncia glicolitica da célula diminuiu na presenga de 5-HT. O
maior valor possivel de eficiéncia glicolitica (2 mol/mol) representaria a conversao,
de forma integral, da glicose captada pela célula a lactato. Nosso grupo demonstrou
uma correlacdo entre a eficiéncia glicolitica e a agressividade celular em linhagens
de mama (ZANCAN et al., 2010). O aumento da captacdo de glicose sem o0 aumento
da eficiéncia glicolitica, como mostrado em nossos resultados, pode ser devido ao
desvio de esqueleto de carbono da glicose para outras vias de biossintese, como a
de sintese de lipideos, nucleotideos e aminoacidos, o que seria condizente com uma
célula em estado proliferativo. A parte energética estaria sendo suprida pelo
metabolismo mitocondrial, como também observamos pelo ensaio de ATP.

Os intermediarios da modulacdo positiva da serotonina na atividade das
principais enzimas glicoliticas foram determinados através do tratamento com
inibidores, ativadores e antagonistas. Quando ativados pela presenca de serotonina,
0s receptores acoplados a proteina G, ativam a PLC, clivando um fosfolipideo em
DAG e inositoll,4,5-trifosfato (IP3). DAG vai ativar PKC, capaz de ativar outras
proteinas quinases. O IP3 atua liberando Ca** de estoques internos, capazes de
ativar a quinase dependente de calmodulina (LAM; HEISLER, 2007).

Intracelularmente, a PKC est4d entre as quinases citosOlicas que se
relacionam positivamente com o fator de transcricio CREB, através de sua
fosforilacdo (MAO; TANG; WANG, 2007), como foi observado em nossos resultados.
A ativacdo de CREB est4 relacionada ao controle de proteinas relacionadas com

proliferacao celular (Figura 21).
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Figura 21: Cascata de sinalizac&o de receptor acoplados a proteina G, culminando na ativagéo
de MAPK e CREB. Adaptado de ZHAO, 2016.

A cascata de sinalizacao da via de proteinas quinases ativadas por mitdgenos
(MAPK) se encontra comumente mutada em tumores, controlando processos
celulares fundamentais como crescimento, proliferacdo, diferenciacdo e migracéo
(DHILLON et al., 2007; WADA; PENNINGER, 2004). Esta superfamilia de quinases
€ composta por trés tipos de proteinas sinalizadoras, p38, Erk, Jnk e cada uma
destas proteinas € ativada por fosforilacdo (COLAVITTI; FINKEL, 2005). O estimulo
com serotonina promoveu um aumento da fosforilacdo de Erk 1/2. Segundo
SCHMITT (2000), receptores acoplados a proteina G ativam Erk 1/2 através
fosforilacdo e ativacao de Raf-1 promovida diretamente pela PKC (Figura 21).

A serotonina vai promover uma diminuicdo na via de Akt, provavelmente

através da interferéncia com a sinalizacdo de insulina, via aumento da fosforilagéo
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de IRS-1 na S1101. Esta fosforilacdo pode ser mediada por PKA, uma vez que a
presenca de promove o completo bloqueio da fosforilagdo de Akt.

A PKA ¢ ativada pelo aumento dos niveis de AMPc, provocado pela ativacdo
da AC, através de receptores acoplados a proteina G, como alguns receptores de 5-
HT (GRUEB et al.,, 2012). Confirmamos essa ativagdo através do aumento da
fosforilacdo de ACC, ficando em sua forma inativa, na presencga de serotonina.

A partir dos dados obtidos neste trabalho, nGs podemos sugerir que a
serotonina vai interferir na sinalizagdo da insulina, através da fosforilacdo de IRS1
gue possivelmente esta ocorrendo pela ativacdo de PKA.

Ao analisarmos os resultados da quantificacdo de ATP intracelular, vimos
gue, na presenca de 5-HT, a célula apresenta baixa energética, uma vez que os
processos anabdlicos, indispensaveis para a proliferacdo celular, estdo
exacerbados. Isto pode ativar a via oxidativa promovendo um aumento da atividade
mitocondrial, como observado. Nesta situacdo, a célula tumoral esta se tornando
mais oxidativa. Esta reducdo no conteudo de ATP intracelular também vai ativar
AMPK, através da mudanca conformacional desta enzima pela ligacdo ao AMP, e
promover o aumento de fosforilacdo de ACC.

A AMPK é usualmente descrita como uma proteina sensora do metabolismo
energético, inibindo vias anabodlicas e ativando vias catabodlicas na situacdo de
baixos niveis de ATP (HINDUPUR; GONZALEZ; HALL, 2015). Assim, ela tem sido
muito estudada como um alvo terapéutico para o tratamento de diferentes tipos de
cancer (LI et al., 2015). Entretanto, CHAUBE (2015) mostrou que a ativacdo de
AMPK pode estar relacionada com a biogénese mitocondrial e sobrevivéncia de
células tumorais.

De maneira resumida, nossos resultados indicam que serotonina vai
promover a ativacdo de vias de sinalizacdo relacionadas com a proliferacdo e
sobrevivéncia celular. Entretanto, contrapondo-se a sinaliza¢éo induzida por insulina.
Contudo, dados ndo mostrados aqui mostram que a estimulacdo da linhagem
tumoral MCF-7 com 10 uM de serotonina e 100 nM de insulina promove uma

potencializacao dos efeitos serotoninérgicos sob a atividade das enzimas glicoliticas.
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6. CONCLUSOES

Com os dados apresentados até o momento, é possivel inferir que:

A serotonina promove um aumento da viabilidade celular, da captacdo de

glicose e da producao de lactato em MCF-7;

e A serotonina modula positivamente a atividade da HK, PFK e PK;

e A ativacdo das enzimas depende, por um lado, de uma via de sinalizacéo

com a participagdo da PLC-PKC-CaM. Por outro lado, envolve a agédo de

tirosina quinases e PKA.

e A serotonina vai ativar vias relacionadas com proliferacdo, sobrevivéncia e
diferenciacao celular, como PKC-MAPK-CREB e PKA-CREB;

e A serotonina interfere negativamente na sinalizacao insulinica.
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