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RESUMO 

As células malignas podem sofrer reprogramação metabólica para alterar seu 

metabolismo com base em alterações microambientais com o propósito de melhor adaptar 

e selecionar células mais agressivas. Estressores extrínsecos, como acidose, 

disponibilidade de nutrientes e baixos níveis de oxigênio, induzem uma coleção de 

respostas ao estresse celular que contribuem para o fenótipo metabólico distorcido das 

células tumorais e influenciam a progressão do tumor. O objetivo deste estudo foi avaliar 

as respostas celulares e moleculares, em especial o perfil bioenergético das células 

adaptadas à acidose extracelular induzida. As linhagens celulares de carcinoma prostático 

DU-145 e LNCaP foram adaptadas à acidose extracelular, o meio de cultura foi 

suplementado com reagentes tamponantes 25 mM de HEPES e PIPES e o pH ajustado 

para 7,4 (condição controle) ou 6,8 (condição de acidose). Após o período de adaptação 

as células foram avaliadas por ensaio celulares e moleculares. As linhagens foram 

consideradas adaptadas à acidose, pois suas taxas de crescimento coincidiam com as das 

células em meio padrão (pH 7,4) e diferiam da condição aguda (pH 6,8 agudo), que teve 

sua taxa reduzida. O cultivo em meio acidificado de forma crônica induziu a alterações 

morfológicas das células as quais apresentam um aspecto mais mesenquimal do que as 

expostas ao meio com pH 7,4. Os perfis bioenergéticos das células adaptadas ao meio 

ácido revelaram um aumento nas variáveis relacionadas ao consumo de oxigênio 

acoplado à ATP sintase, respiração máxima e capacidade reserva. Observou-se também 

o aumento da atividade mitocondrial das células de DU-145 expostas a acidose, através 

do aumento do potencial de membrana mitocondrial. Além disso, ambas as linhagens 

adaptadas ao meio ácido demonstraram uma sensibilização frente a inibidores 

metabólicos, diminuindo o IC50, bem como uma redução da viabilidade celular, o qual 

implica no efetivo direcionamento terapêutico desta categoria de drogas em células com 

tais fenótipos. Em comparação com células DU-145 cultivadas em meio com pH 7,4, as 

células adaptadas ao meio ácido apresentaram uma redução na expressão de genes 

relacionados à glicólise, enquanto as células expostas de forma aguda mostraram um 

aumento de tais genes. O aumento da sensibilidade aos inibidores metabólicos, sugerindo 

relação com a via glicolítica e o direcionamento de perfil oxidativo para células adaptadas 

ao meio ácido demonstram a relação da plasticidade do metabolismo e a reprogramação 

metabólica, visando o condicionamento de células mais adaptadas frente a condições 

estressoras do microambiente necessárias para a progressão tumoral. 
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ABSTRACT 

Malignant cells can undergo metabolic reprogramming to alter their metabolism 

based on microenvironmental changes to better adapt and select cells more aggressive. 

Extrinsic stressors, such as acidosis, nutrient availability and low oxygen levels, induce a 

collection of responses to cellular stress that contribute to the distorted metabolic 

phenotype of tumor cells and influence tumor progression. This study aimed to evaluate 

cellular and molecular responses, especially the bioenergetic profile of cells adapted to 

induced extracellular acidosis. The DU-145 and LNCaP prostatic carcinoma cell lines 

were adapted to extracellular acidosis, the culture medium was supplemented with 

buffering reagents 25 mM HEPES and PIPES and the pH adjusted to 7.4 (control 

condition) or 6.8 (acidosis condition). After the adaptation period, the cells were 

evaluated by cellular and molecular assays. The cell lines were considered adapted to 

acidosis because their growth rates coincided with those of cells in a standard medium 

(pH 7.4) and differed from the acute condition (pH 6.8 acute), which had its rate reduced. 

Cultivation in a chronically acidified medium induced morphological changes in the cells, 

which have a more mesenchymal appearance than those exposed to the medium with pH 

7.4. The bioenergetic profiles of cells adapted to the acidic environment revealed an 

increase in variables related to oxygen consumption coupled with ATP synthase, 

maximum respiration and reserve capacity. It was also observed an increase in the 

mitochondrial activity of DU-145 cells exposed to acidosis, by increasing the potential of 

the mitochondrial membrane. In addition, both strains adapted to the acid medium 

demonstrated sensitization to metabolic inhibitors, decreasing the GI50, as well as a 

reduction in cell viability, which implies the effective therapeutic targeting of this 

category of drugs in cells with such phenotypes. In comparison with DU-145 cells grown 

in medium with pH 7.4, cells adapted to the acid medium showed a reduction in the 

expression of genes related to glycolysis, while cells exposed in an acute way showed an 

increase in such genes. The increase in sensitivity to metabolic inhibitors, suggesting a 

relationship with the glycolytic pathway and targeting the oxidative profile to cells 

adapted to the acidic environment demonstrate the relationship between the plasticity of 

the metabolism and the metabolic reprogramming, aiming at conditioning cells more 

adapted to the stressful conditions of the microenvironment necessary for tumor 

progression. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Microambiente tumoral 

O processo de tumorigênese envolve uma complexa rede de interações e etapas a 

serem vencidas pelas células diferenciadas, as quais sofrem influências de mutações 

sucessivas em genes supressores e oncogenes garantindo o seu sucesso proliferativo. 

Além disso, as  células tumorais devem apresentar características essenciais para a sua 

sobrevida, como a proliferação desordenada, aprimoramento do metabolismo energético, 

evasão de resposta imune, promoção de processos de invasão e metástase, entre outros 

(HANAHAN; WEINBERG, 2011; YUAN et al., 2016). 

As células cancerígenas não atuam sozinhas na proliferação e progressão do tumor. 

O microambiente tumoral (TME, do inglês, tumor microenvironment) compreende 

também células não cancerígenas, abrangendo células estromais como fibroblastos e 

miofibroblastos, células neuroendócrinas e adiposas, células imunes e inflamatórias, e 

ainda aspectos não celulares como a formação de redes vasculares sanguíneas e linfáticas 

e a matriz extracelular (MEC) (Figura 1.1). Este conjunto proporciona interações 

complexas e dinâmicas garantindo profundas mudanças moleculares, celulares e físicas 

no tecido em que crescem (WANG et al., 2017; LANGSTEN et al., 2019; LASFAR et 

al., 2019). Tais interações podem ocorrer de forma direta ou ainda por sinais bioquímicos 

(DE LOOFF; DE JONG; KRUYT, 2019). 

A complexa rede de interações presente no TME entre componentes celulares e não 

celulares será modulada e regulada conforme o estágio do processo de carcinogênese. 

Além disso, a interação entre o tumor e o TME ditará a regulação de mecanismos-chave 

para a sobrevivência e propagação tumoral (HANAHAN; COUSSENS, 2012; MAMAN; 

WITZ, 2018). Os componentes estromais respondem a interação com as células 

cancerígenas fornecendo metabólitos intermediários e mediadores inflamatórios (YUAN 

et al., 2016). Os miofibroblastos, forma ativa de fibroblastos no TME, secretam uma série 

de fatores, como metaloproteinases da matriz, quimiocinas e fatores de crescimento, os 

quais remodelam a matriz do TME, fornecendo um cenário ideal para proliferação e 

invasão do tumor (DE WEVER et al., 2004; KALLURI; ZEISBERG, 2006; EMON et 

al., 2018). 

De uma forma geral, as interações no ambiente tumoral, principalmente as que 

envolvem as células cancerígenas e estromais, têm sido relatadas por diversos estudos 

como um fator-chave na progressão e crescimento tumoral, influenciando na 
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sobrevivência, invasividade e nos processos mediadores da metástase, sem contar na 

resposta a terapias anti-tumorais. (JOYCE; POLLARD, 2009; QUAIL; JOYCE, 2013; 

CHEN et al., 2015; TURLEY; CREMASCO; ASTARITA, 2015; YUAN et al., 2016). 

As propriedades dinâmicas que permeiam o microambiente tumoral podem também 

orientar estímulos permissivos ou inibitórios à progressão do tumor, os quais estão 

relacionados a atividade de citocinas anti e pró-inflamatórias produzidas por componentes 

celulares específicos dentro deste ambiente complexo (DE LOOFF; DE JONG; KRUYT, 

2019). 

 

Figura 1.1. Alterações celulares e arquitetônicas no microambiente tumoral. Adaptado 

de TURLEY; CREMASCO; ASTARITA (2015). 

Ressalta-se ainda as características não celulares presentes no TME, consistindo em 

pressão mecânica e alteração da MEC já mencionadas, bem como condições físico-

químicas que são fatores causais importantes na modulação dos processos tumorigênicos, 

sendo elas a hipóxia e a acidose (QUAIL; JOYCE, 2013). Além dos efeitos na 

proliferação e malignidade regulados pela variabilidade de mutações genéticas, tais 

características mencionadas podem ser observadas em quase todos os tumores sólidos, 

inclusive variando regionalmente dentro de um mesmo tecido tumoral (GATENBY; 

GILLIES, 2008; TURLEY; CREMASCO; ASTARITA, 2015). Como resposta ao 
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aumento da taxa de proliferação celular, o microambiente é modificado a fim de melhor 

se adaptar ao estado neoplásico (SHIEH, 2011). 

À medida que a massa tumoral cresce, são formadas regiões hipóxicas 

compreendendo zonas próximas ao limite de difusão de oxigênio (GATENBY; GILLIES, 

2004). Isto ocorre porque a vasculatura tumoral se apresenta de forma imatura e caótica, 

não conseguindo suprir a difusão de gases e manter a homeostase no local, ocasionando 

também aumento da pressão intersticial e drenagem inadequada pelos vasos linfáticos 

(DEWHIRST; CAO; MOELLER, 2008; TURLEY; CREMASCO; ASTARITA, 2015).  

As características físico-químicas adquiridas pelo microambiente tumoral, 

juntamente com outras forças de seleção evolutiva, atuam como cenários adaptativos que 

governam o crescimento e a evolução do tecido tumoral. As células tumorais passaram 

por processos adaptativos frente a forças seletivas, correspondentes a barreiras contra a 

proliferação celular. Este conceito de barreiras microambientais à proliferação é bem 

descrito na literatura como proposta de modelo para a carcinogênese e recentemente 

descrita a relação destas barreiras  com as forças seletivas (GATENBY; GILLIES, 2008; 

GILLIES; VERDUZCO; GATENBY, 2012; MERIC-BERNSTAM; MILLS, 2012).  

Estas adaptações perante as barreiras de crescimento devem seguir o princípio 

fundamental da dinâmica darwiniana, segundo o qual haverá evolução de células em que 

forças de seleção aumentam sua aptidão frente às pressões seletivas (GATENBY; 

GILLIES, 2008). Ao se depararem com barreiras que poderiam prejudicar o seu 

crescimento, como a ausência de fatores de crescimento, a falta de oxigênio e até mesmo 

a falta de substratos, as células tumorais encontram saídas autossuficientes contra a morte 

celular (GARCIA; NOVELLI; WRIGHT, 2000). Diante disso, haverá a seleção de 

fenótipos clonais mais bem adaptados que conduzem a informação evolutiva até as 

próximas forças de seleção.  

 

1.2 Metabolismo tumoral 

As células cancerígenas sofrem adaptações em processos celulares e moleculares a 

fim de garantir uma vantagem seletiva durante a tumorigênese. Quando comparadas as 

células normais, as células tumorais apresentam alterações das atividades metabólicas que 

melhoram a aptidão celular e consequentemente influenciam as propriedades malignas, 

já que estas células podem sobreviver a condições estressoras, reprogramando seu 

metabolismo para suprir as novas demandas energéticas e produção de novas células 
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indispensáveis para a proliferação desordenada (DE BERARDINIS; CHANDEL, 2016; 

LIBERTI; LOCASALE, 2016; DANHIER et al., 2017; ZHU; THOMPSON, 2019). O 

conceito de metabolismo reprogramado já é descrito, devido suas implicações, como uma 

característica do câncer (CAIRNS; HARRIS; MAK, 2011; HANAHAN; WEINBERG, 

2011). 

Quando falamos em reprogramação metabólica, faz-se menção a alterações de vias 

metabólicas tradicionais que podem estar sendo suprimidas ou ativadas em maior grau. 

Estas modificações reguladas por fatores intrínsecos e extrínsecos concedem às células 

cancerígenas suporte para lidar com as três necessidades básicas de células em divisão. 

Proporcionam a absorção de nutrientes limitados e maximizam a geração rápida de ATP, 

alterando a bioenergética, geram precursores anabólicos de macromoléculas para 

sustentar a proliferação através do ganho do processo de biossíntese e por fim, reforçam 

os sistemas que promovem a homeostase redox frente aos estresses gerados pela alta 

proliferação e condições do microambiente (HEIDEN; CANTLEY; THOMPSON, 2009; 

CAIRNS; HARRIS; MAK, 2011; DE BERARDINIS; CHANDEL, 2016). 

Nas células cancerígenas foi observada uma alta captação de glicose e taxas de 

glicólise aumentada para atender às altas demandas de ATP dessas células. Em situações 

de privação deste recurso as células se adaptam utilizando substratos de outras vias, como 

pelo metabolismo de glutamina e via das pentoses-fosfato, seja como fonte de energia ou 

ainda em momentos de poucos nutrientes. Estes recursos advindos de outras vias são 

utilizados para as vias biossintéticas e captação de cofatores que regulam o efeito redox 

(ROMERO-GARCIA et al., 2011; SCHULZE; HARRIS, 2012; WARD; THOMPSON, 

2012). 

Esta alteração nos mecanismos metabólicos é conduzida de forma direta por 

mutações oncogênicas, as quais ativam oncogenes ou inativam genes supressores de 

tumores, principalmente em vias de sinalização intracelular, e ainda há mutações em 

enzimas glicolíticas (CAIRNS; HARRIS; MAK, 2011; YUAN et al., 2016). Porém, 

condições estressoras microambientais, como hipóxia, acidose e baixas concentrações de 

glicose contribuem indiretamente para a determinação do fenótipo metabólico das células 

tumorais (ROMERO-GARCIA et al., 2011; PAVLOVA; THOMPSON, 2016). Além 

disso, o próprio metabolismo reprogramado pode modular o TME, promovendo novas 

pressões seletivas sobre as células cancerígenas e contribuindo para o surgimento de 

formas mais agressivas da doença, as quais podem evoluir para condições de resistência 

e metástase a sítios distantes (JUSTUS; SANDERLIN; YANG, 2015). 



17 
 

A via que envolve fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) juntamente com os genes a 

jusante, como AKT e o alvo de rapamicina em mamíferos (mTOR), conhecida como via 

PI3K/AKT/mTOR, regula o metabolismo celular. Quando ativada, esta via de sinalização 

promove um robusto programa anabólico envolvendo aumento do fluxo glicolítico 

através da ativação de hipóxia fator indutível-1 (HIF-1), além de alterar a jusante diversos 

genes glicolíticos e fatores de transcrição que aumentam a atividade de transportadores e 

enzimas metabólicas, modulando a capacidade de captação energética das células 

tumorais (CAIRNS; HARRIS; MAK, 2011; HOXHAJ; MANNING, 2020) (Figura 1.2). 

 

Figura 1.2. As vias metabólicas ativas nas células em proliferação são diretamente 

controladas por vias de sinalização envolvendo oncogenes e genes supressores de tumores 

conhecidos (HEIDEN; CANTLEY; THOMPSON, 2009). 

Fatores extrínsecos podem alterar os níveis de sinalização da via 

PI3K/AKT/mTOR. Este processo é estritamente regulado em células normais somente 

ativando a via na presença de fatores de crescimento, ao passo em que células 

cancerígenas evoluíram para realizar a ativação com dependência mínima da estimulação 

extrínseca por fatores de crescimento (YUAN; CANTLEY, 2008). A expressão de genes 

supressores tumorais, como p53, também podem regular o metabolismo celular, em 

especial através da inibição da via de sinalização por intermédio de PTEN ou ainda 
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estimulando a ação de fatores de transcrição, alterando a utilização da glicose (CAIRNS; 

HARRIS; MAK, 2011). 

Oncogenes potentes como c-Myc, HIF1α, Ras e Akt são importantes promotores de 

alterações metabólicas do câncer. O aumento de expressão destes genes estimula a 

expressão de genes glicolíticos, onde HIF1 e MYC estão diretamente relacionados com a 

via da glicólise, pois participam da ativação de vários transportadores de glicose e 

enzimas glicolíticas como transportador de glicose 1 (GLUT1), hexoquinase (HK2), 

lactato desidrogenase A (LDHA) e o transportador de monocarboxilato 4 (MCT4) 

(CAIRNS; HARRIS; MAK, 2011). Além disso, o gene MYC pode promover a expressão 

gênica mitocondrial e biogênese mitocondrial (LI et al., 2005). A sinalização AKT 

também atua na promoção de genes glicolíticos, suficiente para impulsionar a produção 

de glicólise e lactato, induzindo a glicólise aeróbica (efeito Warburg) e aumentando a 

biossíntese de macromoléculas (BUZZAI et al., 2005). 

O fenótipo metabólico tumoral característico é dotado de adaptações frente as 

condições do ambiente. A alteração metabólica mais bem documentada é o efeito 

Warburg, no qual as células cancerígenas modulam seu metabolismo predominantemente 

oxidativo para a glicólise e produção de lactato mesmo na presença de oxigênio. Esta 

modificação do metabolismo é também evidenciada em células normais, mas neste caso 

só haverá a alteração para a glicólise quando o ambiente for privado de oxigênio, 

configurando a glicólise anaeróbica (KALYANARAMAN, 2017) (Figura 1.3). 

 

Figura 1.3. Representação esquemática das diferenças entre fosforilação oxidativa, 

glicólise anaeróbica e glicólise aeróbica (efeito Warburg). (HEIDEN; CANTLEY; 

THOMPSON, 2009). 
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Diferentemente destas células normais, as células tumorais metabolizam glicose 

em lactato em vez de metabolizá-la na mitocôndria através da fosforilação oxidativa 

(HEIDEN; CANTLEY; THOMPSON, 2009). Este cenário foi evidenciado por Otto 

Warburg em 1920 a partir de observações com células tumorais ascíticas. Essa alteração 

metabólica proporciona vantagens no crescimento e migração destas células 

(KOPPENOL; BOUNDS; DANG, 2011). 

Inicialmente, Warburg imaginou que esta modificação metabólica ocorria devido 

uma função mitocondrial danificada, fazendo-se necessário alternar a forma de obtenção 

energética (KOPPENOL; BOUNDS; DANG, 2011). Mas hoje sabe-se que o aumento do 

fluxo de glicólise está relacionado a obtenção de intermediários glicolíticos, os quais 

fornecem vias subsidiárias para atender às demandas metabólicas das células em 

proliferação, em especial as vias anabólicas (LUNT; VANDER HEIDEN, 2011). Ou seja, 

a rota metabólica adotada pelas células cancerígenas fornece uma vantagem biossintética, 

a qual é sustentada pela alto fluxo de substrato oferecido pela glicólise, permitindo o 

desvio do carbono para as principais rotas biossintéticas subsidiárias (HEIDEN; 

CANTLEY; THOMPSON, 2009). 

A desvantagem evidenciada inicialmente pela reprogramação ocorre devido a uma 

menor eficiência quanto ao ATP gerado por unidade de glicose consumida através da via 

glicolítica. Enquanto que a via alterada nas células tumorais produz somente 4 ATPs ao 

final do processo, a oxidação completa produz 38 ATPs por glicose (GATENBY; 

GILLIES, 2004). No entanto, a via alterada nas células tumorais apresenta uma maior 

captação de glicose, que culmina em um fornecimento energético, através da produção 

de lactato, mais rápido que na via convencional (LIBERTI; LOCASALE, 2016; 

PEPPICELLI et al., 2017a). 

Os efeitos da reprogramação metabólica não estão exclusivamente atrelados ao 

efeito Warburg, a modulação na forma de obter energia também irá refletir nos aspectos 

biossintéticos das células tumorais. Devido à grande atividade proliferativa, as células 

cancerígenas devem aumentar as demandas anabólicas, logo necessitam gerar grandes 

quantidades de precursores para a biossíntese de macromoléculas (PAVLOVA; 

THOMPSON, 2016; DANHIER et al., 2017). A glicose e a glutamina serão os dois 

nutrientes principais, disponibilizando um pool de diversos intermediários de carbono, os 

quais serão utilizados como blocos de construção de novas células filhas (PAVLOVA; 

THOMPSON, 2016). 
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Os processos moleculares que medeiam a transformação dos nutrientes em 

precursores podem ser regulados por sinalização de fatores de crescimento que regulam 

a atividade de enzimas glicolíticas, as quais modulam o fluxo de carbono na via da 

glicólise (DANHIER et al., 2017). Ainda, a glicose é utilizada para a biossíntese de ácidos 

graxos, enquanto a glutaminólise é regulada positivamente para satisfazer a regeneração 

de nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH), ao passo que os carbonos vindo 

deste aminoácido reabastecem o ciclo de Krebs, também para a sintetizar novas 

macromoléculas (ROMERO-GARCIA et al., 2011). 

Além de proporcionar o acúmulo de biomassa em consequência aos processos 

anabólicos, as modificações encontradas nas células tumorais também promovem a 

homeostase das espécies reativas de oxigênio (EROs). O microambiente tumoral e os 

efeitos oncogênicos geram as EROs devido as diversas modificações que as células 

sofrem como, por exemplo, a proliferação excessiva, ao mesmo tempo em que as células 

recorrem a agentes antioxidantes para evitar a toxicidade letal das células (DE 

BERARDINIS; CHANDEL, 2016). Além de atuar na biossíntese, a NADPH também 

funciona como um antioxidante crucial, extinguindo as EROs produzidas durante a rápida 

proliferação, através da redução de moléculas oxidantes propriamente ditas (CAIRNS; 

HARRIS; MAK, 2011; GORRINI; HARRIS; MAK, 2013). 

Uma característica importante das células cancerígenas junto ao TME  é a 

flexibilidade ou plasticidade metabólica (BOROUGHS; DEBERARDINIS, 2015). O tipo 

de fenótipo metabólico adotado pelas células cancerígenas pode ser ditado pelas 

condições em que estas células se encontram no TME ou de acordo com os estímulos 

específicos que sofrem com o decorrer da tumorigênese (DANHIER et al., 2017). 

Geralmente apresentam o efeito Warburg apoiando o crescimento celular na presença de 

oxigênio e glicose, ao passo que a fosforilação oxidativa conduzido pela acidose lática 

direciona as células, especialmente fibroblastos associados a tumor, a uma condição de 

resistência e sucesso em progressão e metástase (PEPPICELLI et al., 2017a). 

A questão de heterogeneidade do tumor também configura um fator induzível para 

a plasticidade metabólica e esta resposta é mútua, regiões mais hipóxicas ou mais 

vascularizada irão responder de forma diferenciada quanto a opção metabólica vantajosa 

(SEMENZA, 2008; DANHIER et al., 2017). Além disso, a heterogeneidade metabólica 

pode estar relacionada às características do tecido de origem, logo o tipo de tumor 

apresenta preferências, inclusive difere conforme seu potencial metastático. Ainda, no 

tumor primário é possível observar que componentes do próprio microambiente tumoral 
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como oxigênio, pH, glicose e outros metabólitos contribuem para esta flexibilidade 

metabólica (ELIA et al., 2016; LEHÚEDE et al., 2016). 

A plasticidade das células tumorais representa também uma vantagem que conduz 

a um cenário favorável durante a metástase (LEHÚEDE et al., 2016). As células que 

conseguem migrar e invadir outros tecidos também utilizam a condição de plasticidade 

para alterar a via de obtenção energética, apropriada à etapa no processo metastático. 

Durante a metástase, a respiração mitocondrial diminui em estados iniciais de migração 

e desprendimento celular enquanto o consumo a partir desta via aumenta para promover 

a migração efetiva e invasão a sítios distantes (SCHAFER et al., 2009; PORPORATO et 

al., 2014). 

 

1.3 Acidose tumoral 

O resultado do remodelamento metabólico que ocorre nas células tumorais para 

manter o estado proliferativo resulta na produção aumentada de lactato e íons H+. Sendo 

assim, a alta demanda metabólica das células cancerígenas leva ao acúmulo de íons H+ 

no ambiente intracelular (WHITE; GRILLO-HILL; BARBER, 2017). Estas células 

conduzem o excesso de prótons para a MEC através de mecanismos de transporte. 

Devido, a uma vasculatura tumoral desorganizada, a extrusão dos íons H+ liberados no 

meio extracelular é deficiente. Portanto, o microambiente será acidificado, caracterizando 

a acidose tumoral (JUSTUS; DONG; YANG, 2013; KOLTAI, 2016; CORBET; FERON, 

2017) (Figura 1.4). 

Outra fonte que contribui para o efluxo de íons H+ é a hidratação do CO2 produzido 

nas áreas tumorais mais oxidativas, através da via das pentoses-fosfato o processamento 

em H+ e HCO3
- pela atividade catalítica de anidrases carbônicas, que detém domínios 

catalíticos que aceleram esta hidratação (WEBB et al., 2011; KATO et al., 2013; 

KOLTAI, 2016; CORBET; FERON, 2017). KATO et al. (2013) mencionam a associação 

de alterações no microambiente contribuindo para condições de hipóxia e acidose, as 

quais  podem se originar e atuar por processos independentes. 

Devido à presença excessiva de íons H+, as células cancerígenas precisam se 

adaptar para manter a homeostase do pH. Estas células manifestam uma característica de 

gradiente de pH que é devidamente controlado para manter o equilíbrio e permitir a 

sobrevivência celular, pois o excesso de pH intracelular pode ser fatal (WEBB et al., 

2011; KOLTAI, 2016). Apesar deste desfecho, as células tumorais se adaptam a essa 
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acidez intracelular excessiva aumentando o número e a função de mecanismos 

exportadores de prótons. Dessa forma, um gradiente de pH é rapidamente estabelecido 

com um interior normal ou levemente alcalino e um exterior ácido (SONG; GRIFFIN; 

PARK, 2007; CHEN et al., 2008). 

 

 
Figura 1.4. Representação esquemática da relação entre os níveis de O2, as fontes e o 

fluxo de H+ em uma massa tumoral e o microambiente circundante (CORBET; FERON, 

2017). 

Nas células cancerígenas, em comparação com as células adultas normais, há um 

aumento do pH intracelular (pHi), geralmente algo próximo de 7,2, enquanto o pH 

extracelular (pHe) está diminuído, variando de 6,7-7,0 e diferindo do pH 7,4 normalmente 

observado neste espaço. A desregulação gerada pela condição metabólica tumoral é  

contornada pelas células buscando a homeostase, a qual é favorável para várias 

adaptações fenotípicas que mantêm o pHi numa gama ótima e ao mesmo tempo, 

determinam o comportamento das células tumorais em seu ambiente extracelular ácido 

(CORBET; FERON, 2017; WHITE; GRILLO-HILL; BARBER, 2017). 
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A fim de manter o equilíbrio de pH, tanto intra quanto extracelular, as células fazem 

uso de mecanismos complexos e especializados para exportar H+ e manter o pHi em 

níveis aceitáveis para a sobrevivência (PILLAI et al., 2019). Em resposta a sinais 

citoplasmáticos, as células irão regular bombas de próton de membrana e outros 

transportadores que realizam a retirada de metabólitos ácidos, como o íon H+ (KOLTAI, 

2016). Logo, a regulação para aumentar o pHi se deve ao aumento de expressão e 

atividade destes componentes extrusores, sendo eles o trocador de Na+/H+ 1 (NHE1), os 

transportadores de HCO3
- (Na+/HCO3

- co-transportadores - NBCs), as bombas de prótons 

dependentes de ATP (V-ATPases) e os transportadores de monocarboxilatos ligados a 

prótons (MCT1 e MCT4), ou seja, famílias de transportadores que agem de forma direta 

ou indireta no condicionamento de componentes que tornam o pHi baixo (PARKS; 

CHICHE; POUYSSÉGUR, 2013) (ver Figura 1.4). 

Alguns destes transportadores recém citados irão responder a estímulos ambientais, 

como a hipóxia, a qual proporciona a expressão de HIF1, que leva a super expressão de 

MCT4, o qual está envolvido na extrusão de lactato/H+ para fora da célula (DRAOUI; 

FERON, 2011; PARKS; CHICHE; POUYSSÉGUR, 2013). Enquanto isso, outros 

transportadores podem atuar independente do estado de oxigenação, este são os co-

transportadores NBCs, fornecendo bicarbonato para titular o excesso de íons H+ 

intracelulares (HULIKOVA et al., 2013).  

A modulação do pH dentro e fora das células frente a respostas metabólicas e 

necessidade adaptativa de sobrevivência conduz a alterações de processos celulares 

importantes, levando a fenótipos que são particularmente adequados para a sobrevivência 

e crescimento em um ambiente ácido. A homeostase do pH no microambiente configura 

um cenário favorável a progressão tumoral devido ao aprimoramento de alguns processos, 

como a proliferação celular, evasão de apoptose (LAGADIC-GOSSMANN; HUC; 

LECUREUR, 2004; WEBB et al., 2011), processos envolvidos com a metástase, como a 

migração e invasão (MOELLERING et al., 2008; ESTRELLA et al., 2013), além de afetar 

o escape imunológico e a respostas a drogas quimioterápicas (KATO et al., 2013; PILON-

THOMAS et al., 2016). 

A proliferação e a sobrevivência celular também dependem do nível de acidez nos 

compartimentos celulares. Um pHi elevado irá conduzir ao aumento das taxas 

proliferativas independentemente de fatores de crescimento (HANAHAN; WEINBERG, 

2011) e células tumorais ultrapassam os pontos de verificação de ciclo celular 

(HARGUINDEY et al., 2005). Além disso, o aumento do pHi também promove a 
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sobrevivência das células limitando a apoptose através da ativação de agentes anti-

apoptóticos (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Verificou-se também a indução de 

mudanças adaptativas na expressão de enzimas glicolíticas quando há o aumento do pHi, 

acarretando no aumento da reprogramação metabólica, conduzindo a novos perfis 

metabólicos dentro do tumores sólidos (CHEN et al., 2008).  

Outra adaptação conduzida pela variação do pH e que garante vantagens as células 

tumorais é a resposta frente a drogas, bem como o escape imunológico. Neste contexto 

em que o meio extracelular é acidificado, as células conseguem escapar da ação 

imunológica natural, suprimindo a atividade de linfócitos citotóxicos e células NK (do 

inglês, Natural killer - NK). Além disso, a própria liberação de lactato implica no 

direcionamento de células T, afetando seu metabolismo e sua função (FISCHER et al., 

2007; PEPPICELLI et al., 2017a; ERRA DÍAZ; DANTAS; GEFFNER, 2018). 

A resposta a agentes terapêuticos também pode ser influenciada por esta cenário 

acidificado. Um baixo pHe pode modular o status de carga dos medicamentos refletindo 

em sua captação pela membrana celular e garantindo em certas ocasiões a resistência das 

células tumorais às drogas (WOJTKOWIAK et al., 2011; KOLTAI, 2016). A 

característica química da droga é fator seletivo para a efetividade nas células. Em 

condição de acidez extracelular, as drogas fracamente ácidas tem sua eficácia aumentada, 

enquanto há um aumento da resistência através de uma menor citotoxicidade frente à 

drogas com característica fracamente básicas (RAGHUNAND; MAHONEY; GILLIES, 

2003; VANDER LINDEN; CORBET, 2019). A acidez do meio extracelular pode 

também implicar na evasão de apoptose induzida pela radiação de tratamentos 

radioterápicos (BORON, 2004). 

O pH desregulado, devido ao aumento de pHi e redução de pHe, facilita um evento 

primordial para o sucesso da mortalidade pelo câncer, pois contribui para a disseminação 

metastática, a qual deve cumprir etapas preliminares até garantir a colonização de sítios 

secundários. Durante a metástase, as células se liberam através da perda de contatos de 

adesão celular, apresentam um aumento da motilidade através de remodelamentos 

controlados do citoesqueleto e por fim, para realmente atingir a outro sítio deve haver a 

digestão e reorganização de MEC permitindo a invasão das células cancerígenas 

(STOCK; SCHWAB, 2009; WEBB et al., 2011). 

A ativação de proteases, devido ao baixo pHe, estimula a ruptura das junções de 

aderência e remodela a adesão célula-MEC (MOHAMED; SLOANE, 2006; CHEN et al., 

2009). A partir disso, a motilidade das células é alterada por uma montagem de novos 
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filamentos de actina que modifica a polaridade das células, impulsionando a protrusão de 

membrana em células migratórias (MEIMA et al., 2009; WEBB et al., 2011). Esta 

variação de pH, que acidifica o meio extracelular proporcionando a ativação destes 

processos celulares, é conduzida por aumento da atividade do transportador de íons NHE1 

(GRILLO-HILL et al., 2015).  

A bomba de íons em questão proporciona não somente a acidificação de MEC, mas 

também promove a polaridade direcional nestas células, por meio do acúmulo destas na 

borda principal do lamellipodium possibilitando a formação de invasipódios com um 

gradiente de pHe associado à migração celular (STOCK et al., 2005; STÜWE et al., 

2007). A invasão destas células recém remodeladas ocorre devido a ação de 

metaloproetinases de matriz (MMPs), as quais são convertidas para sua forma ativa em 

pHe reduzido, promovendo a degradação de compenentes estruturais da MEC (STOCK; 

SCHWAB, 2009). Associado a todos estes eventos, ocorre a estimulação do potencial 

metastático por meio da indução, através de uma cascata de sinalização intracelular, da 

expressão gênica de fatores pró-metastáticos (KATO et al., 2013).  

1.4 Terapias anti-metabólicas na progressão tumoral 

As alterações no metabolismo celular proporcionam uma melhor adaptação e 

seleção das células tumorais, logo direcionar terapias contra o metabolismo destas células 

parece ser um alvo atrativo, prejudicando a bioenergética e tornando-as mais suscetíveis 

aos estresses do ambiente (VANDER HEIDEN, 2011). Como prática mais comum em 

terapias anti-metabólicas há a inibição de enzimas que são essenciais e reguladas 

positivamente em células cancerígenas, o que ainda reduz os danos as células normais 

(PHAN; YEUNG; LEE, 2014). Tendo isso em mente, é possível desenvolver terapias 

visando o metabolismo do tumor de acordo com a presença de nutrientes ou utilizando 

drogas que atuam sobre reguladores ou diretamente sobre enzimas da rota metabólica. 

Entre as abordagens indiretas mais relevantes direcionadas à glicólise se destaca a 

2-desoxiglicose (2DG), um análogo da glicose que tem se mostrado promissor pelo seu 

efeito anti-tumoral. Este composto atua inibindo a HK, o que leva a uma diminuição do 

ATP intracelular, tendo como consequência a inibição da proliferação, do crescimento e 

da viabilidade das células cancerígenas (ZHANG et al., 2006, 2014). Ensaios pré-clínicos 

com a 2DG demonstraram uma resposta dúbia no tratamento, pois apesar de alguns 

resultados positivos (ZHANG et al., 2014; O’NEILL et al., 2019), esta droga favoreceu a 

sobrevida das células cancerígenas, ativando rotas pró-sobrevivência via PI3K/AKT 
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(ZHONG et al., 2009). Além disso, seus efeitos terapêuticos se mostraram pouco eficazes 

como agente monoterápico, fazendo-se necessário a combinação com outros compostos, 

agindo por vezes como agente sensibilizador a outras terapias (GANAPATHY-

KANNIAPPAN; GESCHWIND, 2013). 

Devido aos efeitos contraditórios expostos, se faz necessário o uso de outras drogas 

mais eficazes que possam atuar não somente em uma enzima, mas de forma 

multidirecionada como é o caso da 3-bromopiruvato (3BrP), a qual tem como alvo 

diferentes pontos da via glicolítica (BAGHDADI, 2017) e também a função mitocondrial 

(SHOSHAN, 2012) gerando uma redução generalizada dos níveis de ATP (EHRKE; 

AREND; DRINGEN, 2015; SUN et al., 2015; VALENTI; VACCA; DE BARI, 2015). 

Devido as características das células normais quando comparada com as células 

cancerígenas, esta droga se mostrou menos tóxica para células não tumorais e ainda assim 

proporcionou não somente a morte por apoptose, mas também por necrose, sobrepondo 

os efeitos de alguns quimioterápicos e prevenindo recidivas tumorais 

(PROSKURYAKOV; KONOPLYANNIKOV; GABAI, 2003; NAKANO et al., 2011; 

EL SAYED et al., 2012). 

A ação destes e de outros inibidores de via glicolítica também garantem novas 

oportunidades de terapia combinada, principalmente em relação a agentes 

quimioterápicos e esquemas de radiação. Estes inibidores atuam na sensibilização das 

células tumorais, melhorando a resposta aos eventos terapêuticos posteriores. Esta 

abordagem tem se mostrado bastante eficiente para o tratamento de fenótipos tumorais 

mais resistentes, além de contribuir para a sensibilização das células cancerígenas à 

imunoterapia (DWARAKARNATH; JAIN, 2009; BÉNÉTEAU et al., 2012; 

GANAPATHY-KANNIAPPAN; GESCHWIND, 2013).  

O uso de inibidores de outras enzimas, como o dicloroacetato (DCA) que inibe a 

piruvato quinase desidrogenase (PDK), leva a uma redução da conversão do piruvato em 

lactato, evento condutor da acidose tumoral (PHAN; YEUNG; LEE, 2014). O DCA 

regula a função de uma enzima mitocondrial, a piruvato desidrogenase (PDH), associada 

ao ciclo TCA e indutora da fosforilação oxidativa (OXPHOS). Com isso, a droga inibe o 

regulador de PDH promovendo o fluxo de piruvato em acetil-CoA e ainda causa uma 

mudança no balanço energético celular de glicólise para a ativação da OXPHOS 

(MICHELAKIS et al., 2010; LI et al., 2015). Seu uso têm demonstrado resultados 

promissores em ensaios in vivo, por conduzir a regressão tumoral e apoptose 

(MICHELAKIS et al., 2010). 
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O reposicionamento de fármacos visando alvos anti-metabólicos também estão 

sendo estudados. A metformina, um medicamento utilizado usualmente para tratar 

diabetes tipo II, e já clinicamente aprovado, mostrou-se uma droga eficaz na redução de 

síntese de ATP, pois atua no complexo mitocondrial I (WHEATON et al., 2014). Sua 

ação efetiva nas células cancerigenas está na ativação da AMPK e subsequente inibição 

da sinalização mTOR, a qual tem papel fundamental para a proliferação e ativação de vias 

a jusante em células tumorais (SONG et al., 2012). Apesar disso, KOLTAI (2016) refere 

que a metformina representa um inibidor fraco do complexo I, sendo necessário utilizar 

inibidores do complexo mitocondrial III para intensificar o efeito sobre o processo de 

OXPHOS. 

A presença de mutações em transportadores de glicose devido ao alto consumo 

desta fonte energética, bem como o uso de transportadores de íons para aumentar o pH 

intracelular, são eventos básicos entre as células cancerígenas em níveis de tumorigênese 

avançado. Logo, direcionar inibidores de enzimas que garantem estas funções sugerem 

uma forte função terapêutica (WHITE; GRILLO-HILL; BARBER, 2017). Mas o 

bloqueio de transportadores proteicos como GLUT, o qual impediria a captação de glicose 

e alto fluxo glicolíticos, é considerada uma abordagem crítica já que esta enzima é 

expressa também em céulas não tumorais (GANAPATHY-KANNIAPPAN; 

GESCHWIND, 2013). Apesar disso, já existem algumas drogas com esta função 

demonstrando efeitos positivos em ensaio pré-clínico (LIU et al., 2012).  

Outros transportadores alvo são os MCTs, que proporcionam o fluxo de lactato/ 

piruvato, garantindo a homeostase do pH das células, principalmente a alcalinização de 

pH intracelular (TENNANT; DURÁN; GOTTLIEB, 2010). Estudos in vivo têm 

demonstrado a redução do fluxo glicolíticos e do crescimento tumoral quando estes 

transportadores são silenciados, mas não há ainda inibidores específicos para MCT4, o 

qual está mais relacionado ao comportamento metastático (GALLAGHER; 

CASTORINO; PHILP, 2009; LE FLOCH et al., 2011).  
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1.5 Justificativas 

A reprogramação metabólica é uma característica comum entre as células tumorais, 

a qual proporciona uma modulação dos caminhos de aquisição de nutrientes para atender 

às demandas bioenergéticas, biossintéticas e oxirredutoras das células malignas. Como 

consequência desta modificação metabólica o meio extracelular do TME é acidificado, 

fato que contribui para o ganho das propriedade malignas e condução ao estado 

metastático. Logo, entender os processos que medeiam esta adaptação celular ao meio 

ácido em linhagens tumorais nos proporciona um conhecimento das vias celulares e 

moleculares adotadas pelas células, bem como ocorre a escolha do perfil energético em 

cada tipo de célula dependendo da condição ambiental.  

Apesar dos diversos estudos sobre a temática, a heterogeneidade e plasticidade 

tumoral ainda lançam barreiras para a compreensão completa deste assunto, tendo em 

vista esta problemática o presente estudo poderá agregar ao conhecimento básico, 

especialmente em linhagens de câncer de próstata, trazendo novos achados diante das 

adaptações celulares e bioenergéticas das células expostas de forma aguda e crônica ao 

ambiente extracelular ácido. Ainda, este conhecimento poderá também nos apresentar os 

potencias alvos de aplicação terapêutica, a fim de entender as melhores estratégias na 

sensibilização deste grupo de células fortemente adaptado e ainda procurar estratégias 

visando a resistência terapêutica adquirida pelas células devido a sua adaptação ao 

ambiente estressor. As linhagens celulares cancerígenas utilizadas no presente estudo 

foram adaptadas a um meio acidificado e posteriormente junto a condições de cultivo 

normais, caracterizadas em nível celular e molecular, bem como testadas frente à drogas 

anti-metabólicas. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

Caracterizar o perfil bioenergético e respostas celulares adaptativas de células de 

câncer de próstata sob acidose extracelular induzida. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 Realizar a adaptação de duas linhagens de câncer de próstata à acidose extracelular 

induzida; 

 Avaliar o potencial proliferativo, sobrevivência celular e resistência a drogas das 

células sob acidose aguda e crônica; 

 Caracterizar o perfil bioenergético das linhagens celulares de câncer de próstata sob 

acidose aguda e crônica; 

 Avaliar o efeito de inibidores metabólicos em linhagens celulares de câncer de 

próstata submetidas à acidose extracelular; 

 Avaliar o perfil de expressão de genes envolvidos na modulação de vias metabólicas 

em linhagens celulares de câncer de próstata submetidas à acidose extracelular. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Cultivo celular e adaptação a acidose extracelular  

As linhagens celulares DU-145 (ATCC/HTB-81) e LNCaP (ATCC/CRL-1740), 

ambas de tecido tumoral da próstata derivadas de diferentes sítios metastáticos, foram 

cultivadas em meio de cultura RPMI 1640 (Life Technologies) suplementado com soro 

fetal bovino a 10%, penicilina 100 U/ml e estreptomicina 100 μg/ml a 37°C em atmosfera 

umidificada com CO2 a 5%. O meio de cultivo foi adicionalmente suplementado com 

HEPES (Gibco) e PIPES (Sigma Aldrich) (25 mM de cada) e o pH ajustado para 7,4 ou 

6,8, conforme a Figura 3.1. As células foram cultivadas em meio acidificado (pH 6,8) por 

24 h (acidose aguda) ou por vários meses (acidose crônica). As células foram 

consideradas adaptadas a condição de acidose extracelular crônica após cultivo em meio 

acidificado por aproximadamente 30 passagens, quando atingiram taxas de crescimento 

semelhantes às das células cultivadas em meio de cultivo padrão (pH 7,4). As células 

cultivadas sob acidose crônica foram monitoradas por microscopia para avaliação da 

manutenção da morfologia original. As células foram testadas quanto à contaminação por 

micoplasma por amplificações de PCR, certificando linhagens livres de contaminação por 

micoplasma. 

 

Figura 3.1. Representação esquemática do cultivo e adaptação das linhagens celulares de 

câncer de próstata à acidose extracelular. 
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3.2 Ensaio de proliferação celular e cálculo do doubling time 

A taxa de proliferação de cada linhagem celular foi avaliada a partir de contagem 

com azul de Tripan. Um total de 5 x 104 células/poço de cada linhagem celular foram 

semeadas em placas de 24 poços em quadruplicata. As células foram coletadas e 

contabilizadas nos tempos 24, 48, 72 e 96 h após o plaqueamento. A partir destas 

contagens foi também avaliado o doubling time das células em cada condição de cultivo. 

O doubling time foi calculado utilizando a calculadora on-line de tempo de duplicação 

(Roth, 2006). 

3.3 Imunofluorescência 

Ensaios de imunofluorescência foram realizados para avaliação da morfologia 

celular. Inicialmente, células DU-145 (1,5 x 105) e LNCaP (5 x 105), adaptadas e não 

adaptadas a acidose extracelular, foram cultivadas sobre lamínulas adicionadas em placas 

de cultura de 6 poços nas condições de cultivo descritas anteriormente (seção 3.1) por 24 

h. Em seguida, as células foram fixadas com paraformaldeído a 4% em (PBS) por 15 min 

à temperatura ambiente. Após lavagens com PBS, foi realizada a permeabilização das 

células com Triton X-100 a 0,2% por 10 min, seguido de lavagens com PBS e PBS-

Tween20 (PBS-T) 0,05% e o bloqueio com (BSA) a 5% em PBS-T por 20 min. Em 

seguida, as células foram incubadas com o anticorpo primário monoclonal anti-Na+/K+-

ATPase α (Invitrogen, 1:20) por 16-18 h a 4°C, seguido de incubação com anti-IgG de 

camundongo conjugado com rodamina (sc-2092, Santa Cruz; 1: 100) por 1 h à 

temperatura ambiente. Após as marcações com os anticorpos específicos foi realizada a 

marcação de núcleo utilizando 100 nM de 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) por 20 min 

à temperatura ambiente. Finalmente, as lâminas foram montadas com o reagente 

Fluoromount-G (Invitrogen) e as imagens foram imediatamente captadas por microscopia 

confocal em microscópio Olympus FV1000 no Centro de Microscopia e Microanálise 

(CMM) da UFRGS. As imagens foram obtidas de cinco campos diferentes em cada 

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

3.4 Avaliação morfológica e do potencial de membrana mitocondrial 

Células DU-145 (1,5 x 105) e LNCaP (5 x 105), adaptadas e não adaptadas a acidose 

extracelular, foram cultivadas sobre lamínulas em placas de cultura de 6 poços nas 

condições de cultivo descritas anteriormente (seção 3.1) por 24 h. Foram então realizadas 

três lavagens com PBS1X e as células foram incubadas com 30 nM do corante 
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MitoTracker Red CMXRos (Thermo Fisher Scientific) diluído no meio de cultura sem 

soro fetal bovino por 40 min à temperatura ambiente. Posteriormente, foi realizada a 

marcação dos núcleos utilizando 100nM de DAPI por 20 min à temperatura ambiente. As 

lâminas foram montadas utilizando o reagente Fluoromount-G (Invitrogen) e as células 

foram visualizadas por microscopia confocal em microscópio Olympus FV1000 no CMM 

da UFRGS. Imagens foram obtidas de cinco campos diferentes por lâmina. 

O potencial de membrana de mitocôndrias das células de DU-145 foi avaliado a 

partir da marcação com MitoTracker Red-CMXRos (Thermo Fisher Scientific). As 

células foram cultivadas por diferentes tempos (24, 48 e 72 h), coletadas e lavadas com 

PBS 1X. As células foram então incubadas com 100 nM de MitoTracker Red CMXRos 

por 30 min a 37°C e então lavadas e ressuspensas em PBS. Para o controle positivo, as 

células foram tratadas por 4 h com 1 μM de FCCP, um desacoplador da fosforilação 

oxidativa das mitocôndrias, o qual induz o colapso do potencial de membrana nesta 

concentração. Os resultados obtidos foram avaliados por citometria de fluxo no 

equipamento BD FACSAria III (BD Biosciences). O ensaio contemplou um total de 

10.000 eventos quantificados para cada triplicata técnica de todas as condições de cultivo. 

Os dados obtidos foram analisados utilizando o software FlowJo 10.6.1 e os picos de cada 

análise foram sobrepostos para permitir a visualização da distribuição de fluorescência. 

Os valores de fluorescência obtidos foram normalizados pela fluorescência intrínseca e 

utilizados para formulação dos gráficos. 

3.5 Ensaio de wound healing 

O ensaio de wound healing foi realizado de acordo com LIANG; PARK; GUAN, 

(2007). Células DU-145 (1,5 x 105) e LNCaP (3 x 105), adaptadas e não-adaptadas a 

acidose extracelular, foram cultivadas por 24 h. Após a adesão celular, as células foram 

cultivadas em meio sem SFB por um período adicional de 24 h para sincronização do 

ciclo celular. Foi então realizado um risco na monocamada utilizando uma ponteira de 

200 µL estéril, seguido de lavagens com o próprio meio para remoção de células e restos 

celulares. Imagens em microscopia ótica foram obtidas imediatamente (tempo 0) e 6, 24 

e 48 h após o arranhão, de acordo com o fechamento da ferida. A partir das imagens 

obtidas foi avaliado o percentual de fechamento da área onde foi realizado o risco com o 

auxílio do programa ImageJ (NIH, USA), conforme cálculo descrito por (GRADA et al., 

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

O conteúdo de DNA celular das linhagens DU-145 e LNCaP, foi avaliado por 

citometria de fluxo a partir da coloração com iodeto de propídeo (PI), nas condições de 

cultivo descritas anteriormente (seção 3.1). As células foram cultivadas durante 24, 48 e 

72 h e coletadas após cada período, lavadas em PBS 1X e fixadas com etanol 70% a 4°C 

por pelo menos 2 h. O material fixado foi lavado com PBS, centrifugado e marcado com 

solução de PI (5µg/mL) acrescida de RNAse (500µg/mL) por 30 min a temperatura 

ambiente. As células foram lavadas em PBS 1X e em seguida ressupendidas em PBS 1X. 

As células foram analisadas no citômetro de fluxo BD FACSAria III (BD Biosciences). 

Ao todo, foram avaliados 10.000 eventos para cada ensaio, os quais foram realizados em 

dois experimentos independentes em triplicata técnica para todas as condições e nos 

tempos indicados. Os dados obtidos foram analisados utilizando o software FlowJo 10.6.1 

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

3.7 Análise de morte celular 

As células cultivadas nas três condições do estudo foram coletadas após 24 e 72 h 

de cultivo e submetidas a marcação com anexina V conjugada ao isotiocianato de 

fluoresceína (FITC) e iodeto de propídeo (PI) utilizando o kit comercial Anexina V-FTIC 

(QuatroG), conforme as recomendações do fabricante. A morte celular foi avaliada por 

citometria de fluxo no equipamento BD FACSAria III (BD Biosciences). O ensaio foi 

realizado em triplicata técnica para todas as condições e tempos indicados, considerando 

10.000 eventos para cada. Os dados obtidos foram analisados utilizando o software 

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

3.8 Ensaio de citotoxicidade e sobrevivência com inibidores metabólicos e 

quimioterápicos 

Para avaliar a inibição da proliferação celular frente aos tratamentos com drogas foi 

utilizado o ensaio de sulforodamina B (SRB) (VICHAI; KIRTIKARA, 2006). Células 

DU-145 e LNCaP, adaptadas ou não a acidose extracelular, foram semeadas em placas 

de 96 poços e incubadas por 24 h com renovação dos meios de cultivo, em seguida, 

tratadas com diferentes concentrações dos inibidores metabólicos 2-desoxiglicose e 3-

bromopiruvato, ou do quimioterápico cisplatina. Após 72 h de incubação, as células 

foram fixadas com ácido tricloacético 10% por 1 h a 4°C e os solventes foram evaporados 

a temperatura ambiente. Para o controle (dia 0), as células foram cultivadas por 24 h sem 
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nenhuma droga e em seguida fixadas. Posteriormente, as células foram coradas com SRB 

(0,057% em ácido acético 1% v/v) por 30 min. O excesso do corante foi removido com 

ácido acético 1% e o conteúdo no fundo do poço ressuspendido em 10 mM Tris sob 

agitação por 5 min. A absorbância foi avaliada em um comprimento de onda de 510 nm 

em leitor de microplacas multimodo SpectraMax i3x. (Molecular devices). As 

porcentagens de proliferação foram calculadas segundo VICHAI; KIRTIKARA, (2006) 

e uma curva de resposta à dose foi realizada para a obtenção do valor de IC50 (dose que 

inibe o crescimento em 50%). As análises foram realizadas em quadruplicata técnica para 

o ensaio com cisplatina e em triplicata técnica e duplicata biológica para o ensaio com os 

inibidores metabólicos, estes expressos em gráficos de colunas.  

3.9 Ensaio de viabilidade celular e efeito de inibidores metabólicos 

As linhagens celulares, adaptadas ou não a condição de acidose extracelular, foram 

plaqueadas em placas de 96 poços (DU-145, 1,5 x 104 células/poço; LNCaP, 3 x 104 

células/poço). Após 4 h, para permitir a adesão celular, os inibidores metabólicos, 2-

desoxiglicose (2DG) e 3-bromopiruvato (3BrP), foram adicionados nas concentrações de 

IC50 obtidas nos experimentos de citotoxicidade das células em meio padrão (pH 7,4), 

sendo 10 mM de 2DG e 42 µM de 3BrP para DU-145 e 0,2 mM de 2DG e 13 µM de 3BrP 

para LNCaP. Foi também realizado o tratamento com a combinação entre as duas drogas.  

Após a incubação com as drogas por 24, 48 ou 72 h, as células foram incubadas 

com MTT (0,5 mg/ml em PBS) por mais 4 h. Para solubilizar o formazan, 100 μL de 

tampão de lise celular (16% SDS, 40% N, N-dimetilformamida, 2% ácido acético, pH 

4,7) foram adicionados a cada poço e as amostras foram incubadas durante 16-18 h a 

37°C em uma incubadora umidificada. Os valores de absorbância foram determinados a 

595 nm com um leitor automático de microplacas (Bio-Rad, modelo 550). A análise foi 

realizada para dois experimentos independentes, ambos em quadruplicata. O impacto da 

condição de cultivo e das drogas na viabilidade celular foi normalizado em relação às 

amostras controle correspondentes em cada tempo. Os valores de viabilidade celular 

foram expressos como porcentagens, no qual os valores do grupo controle foram 

definidos como 100%. 

3.10 Respirometria de alta resolução 

Os ensaios de respirometria de alta resolução foram realizados em respirômetro de 

alta resolução Oxygraph-2 k (Oroboros Instruments) equipado com um agitador 
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magnético e controle de temperatura a 37°C (OLIVEIRA et al., 2008; SMOLKOVÁ et 

al., 2010). As células DU-145 e LNCaP, adaptadas ou não a acidose extracelular, foram 

tripsinizadas no momento do experimento e ressuspendidas em meio de cultivo livre de 

soro fetal bovino. A respiração celular foi medida utilizando 0,4 x 106 de células DU-145 

e 0,6 x 106 de células LNCaP. 

O ensaio foi realizado em câmaras com meio depletado de soro fetal bovino. As 

células foram adicionadas e iniciou-se a captação dos índices respiratórios a partir do 

consumo basal. Outros parâmetros bioenergéticos foram determinados após a 

estabilização na taxa de oxigênio consumido, com adição de drogas inibitórias ou 

estimulantes de componentes mitocondriais primordiais. Inicialmente, foi adicionada 

uma solução de oligomicina (2 μg/mL) que inibe a ATP sintase e obtém-se o consumo 

mínimo de oxigênio (proton leak), em seguida, carbonilcianeto p-trifluorometoxifenil-

hidrazona (FCCP) na concentração de 100 nM, um desacoplador ideal para atingir a 

respiração máxima induzida. Ao atingir a respiração máxima, foram adicionadas outras 

duas drogas atreladas a inibição dos complexos respiratórios I e III, a rotenona (0,5 µM) 

e a antimicina A (2,5 µM), respectivamente, para determinar o consumo de oxigênio 

residual ou não-mitocondrial (do inglês, residual oxygen consumption - ROX). 

Os valores obtidos para cada parâmetro foram calculados a partir da normalização 

com o ROX. Os parâmetros ATP linked e capacidade reserva foram calculados a partir da 

diferença do estado basal em relação ao proton leak e da diferença da respiração máxima 

em relação a respiração basal, respectivamente. O software DatLab software (Oroboro’s 

Instruments) foi utilizado para aquisição e análise dos dados. As análises foram realizadas 

a partir de quadruplicata, sendo as replicatas divididas entre as câmaras do equipamento.  

3.11 Transcrição reversa associada à PCR quantitativa (RT-qPCR) 

Amostras de RNA de células DU-145 e LNCaP, adaptadas ou não a acidose 

extracelular, foram isoladas utilizando TRIzol (Invitrogen), seguindo instruções do 

fabricante. O RNA foi avaliado por eletroforese em gel de agarose 1% e quantificado por 

espectofometria. Em seguida, 1 μg de RNA foi tratado com 1 U de DNAse livre de RNAse 

(Invitrogen) por 30 min a 37°C. A síntese de cDNA foi realizada utilizando a enzima M-

MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen), seguindo as instruções do fabricante, com 

Random primer como molde. As análises de PCR quantitativa foram realizadas em 

termociclador 7500 Fast Real Time PCR (Applied Biosystems) utilizando o kit SYBR 

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

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

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

Gene-alvo Sequências 

β-actina 
Forward 5’- CCTGGCACCCAGCACAAT -3’ 

Reverse 5’- GACTCGTCATACTCCTGCTTG -3’ 

18S 
Forward 5’- TCGGAACTGAGGCCATGATT -3’ 

Reverse 5’- CCTCCGACTTTCGTTCTTGATT -3’ 

HIF1 
Forward 5’- GACCGATTCACCATGGAGGG -3’ 

Reverse 5’- GTGGCAACTGATGAGCAAGC -3’ 

GLUT1 
Forward 5’- GAACTCTTCAGCCAGGGTCC -3’ 

Reverse 5’- ACCACACAGTTGCTCCACAT -3’ 

LDHA 
Forward 5’- AGCTGTTCCACTTAAGGCCC -3’ 

Reverse 5’- TGGAACCAAAAGGAATCGGGA -3’ 

MCT4 
Forward 5’- ACAGCCTGGATCTCCTCCAT -3’ 

Reverse 5’- ATGATGCTCCGGCAAAAGGA -3’ 

PKM2 
Forward 5’- ATCGGTCCTCACCAAGTCTGG -3’ 

Reverse 5’- GAAGATGCCACGGTACAGGT -3’ 

HK2 
Forward 5’- CCCCTGCCACCAGACTAAAC -3’ 

Reverse 5’- CAAAGTCCCCTCTCCTCTGG -3’ 

G6PD 
Forward 5’- ACGACGAAGCGCAGACAG -3’ 

Reverse 5’- TCCGACTGATGGAAGGCATC -3’ 

c-Myc 
Forward 5’- GGACCCGCTTCTCTGAAAGG -3’ 

Reverse 5’- TAACGTTGAGGGGCATCGTC -3’ 

TIGAR 
Forward 5’- CTCTGACTGTTGTCCGGCAT -3’ 

Reverse 5’- TGCATGGTCTGCTTTGTCCT -3’ 

SCO2 
Forward 5’- TGGACCACTCCATTGCCATC -3’ 

Reverse 5’- AGACAGGACACTGCGGAAAG -3’ 

GLUD1 
Forward 5’- GACATCGTGCACTCTGGCT -3’ 

Reverse 5’- AGGTCACACCAGCTTCATTGT -3’ 

PFK1 
Forward 5’- TGGGACTAAAAGGACTCTACCC -3’ 

Reverse 5’- CCCTGTGTAAGCCTCAAAGC -3’ 
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As condições da RT-qPCR foram utilizadas conforme as orientações do fabricante, 

resumidamente há uma retenção a 50 °C por 2 minutos e desnaturação a 94 °C por 2 

minutos, seguido de 40 ciclos com desnaturação a 94 °C durante 15 s, anelamento a 58 

°C durante 15 s e extensão a 72 °C durante 45 s. As reações de RT-qPCR foram realizadas 

em triplicata. Para a determinação dos níveis de expressão dos genes foi realizada a 

quantificação relativa (QR), utilizando-se a equação QR = 2-(ΔΔCT) (SCHMITTGEN; 

LIVAK, 2008). Foram utilizados como referência os genes da β-actina e do rRNA de 18S. 

3.12 Análise estatística 

Os resultados estão expressos como média ± desvio padrão de pelo menos 2 

experimentos independentes em triplicata ou quadruplicata. Os dados foram analisados 

por teste t de student ou ANOVA de uma via, seguidos de pós teste Tukey's Multiple 

Comparison Test. Diferenças foram consideradas estatisticamente significativas quando 

p < 0,05, tais testes e gráficos foram realizados em GraphPad 5.01 (Graphpad Software 

Inc.). 
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4. RESULTADOS 

4.1 Adaptação das linhagens de câncer de próstata DU-145 e LNCaP a acidose 

extracelular induzida 

As linhagens celulares de câncer de próstata DU-145 e LNCaP foram submetidas a 

adaptação em meio acidificado (pH 6,8). Após 25 passagens celulares, as células expostas 

de forma crônica a um meio ácido (pH 6,8) apresentaram taxa de crescimento semelhante 

às células controle cultivadas em pH 7,4 (Figura 4.1). Essas células foram, portanto, 

consideradas adaptadas ao meio ácido. As células expostas à acidose aguda (24 h) 

apresentaram redução no seu crescimento a partir de 72 h em comparação às células 

cultivadas sob acidose crônica e às células cultivadas em pH 7,4 (Figura 4.1). Porém, essa 

diferença só foi significativa para a linhagem DU-145. Essa diferença pode também ser 

observada no tempo de duplicação das células (Figura 4.2). As células DU-145 cultivadas 

em meio padrão e em condição de acidose crônica apresentaram tempos de duplicação 

semelhantes, diferindo significativamente da condição aguda, que apresentou um 

aumento no tempo de duplicação. 

 

Figura 4.1. Proliferação de células de câncer de próstata expostas de forma crônica e aguda a 

acidose extracelular (A) DU-145, (B) LNCaP. Proliferação de células DU-145 e LNCaP sob 

condições de acidose pH 6,8 aguda (cinza) ou pH 6,8 crônica (preto) versus pH 7,4 fisiológico 

(preto tracejado). Os dados representam a média ± desvio padrão. A análise estatística foi 

realizada usando ANOVA com pós-teste de Tukey, considerando *p <0,05 de 2 experimentos 

independentes, em triplicata técnica.  

 

 

 

 

A B 
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Figura 4.2. Tempo de duplicação das células expostas a acidose extracelular aguda e crônica (A) 

DU-145, (B) LNCAP. O tempo de duplicação das células DU-145 e LNCaP cultivadas em pH 

7,4 e pH 6,8 (exposição crônica e aguda) foi avaliado em 24, 48, 72 e 96 h usando o Doubling 

Time Software (http://www.doubling-time.com). Gráfico mostra média ± desvio padrão. A análise 

estatística foi realizada usando ANOVA com pós-teste de Tukey, considerando significativo 

**p<0.01 vs. pH 7,4 e ###p<0.001 vs. pH 6,8 crônico. Cada ensaio foi realizado em triplicata. 

 

4.2 Morfologia celular alterada nas células adaptadas ao meio ácido 

Além de alterações na proliferação e duplicação celular foram também avaliadas 

alterações na morfologia das células expostas a acidose extracelular. Foi possível 

observar que a acidose crônica (em pH 6,8) provocou alterações na morfologia e 

disposição das células na placa de cultivo, especialmente para a linhagem LNCaP, no 

qual pode-se observar um fenótipo mesenquimal nestas células adaptadas (Figura 4.3). 

Para melhor evidenciar as alterações morfológicas observadas nas células sob 

acidose crônica, foi realizada através de marcação das células por imunofluorescência 

com um anticorpo anti-Na+/K+-ATPase α (Figura 4.4). Foi possível notar em ambas as 

linhagens cultivadas sob acidose crônica um aumento no volume celular e ainda as células 

de DU-145 assumiram uma morfologia mais arredondada, quando comparadas às células 

cultivadas em pH 7,4 ou condição de cultivo de pH 6,8 agudo. 

 

4.3 Migração celular modificada frente a condição estressora 

A migração celular foi avaliada por ensaio de wound healing (Figura 4.5). 

Observamos um fechamento substancial e reprodutível da ferida em células da linhagem 

DU-145 cultivadas em pH 7,4 e sob pH 6,8 crônico. Porém, as células sob pH 6,8 agudo 

apresentaram migração reduzida, também em consequência da taxa proliferativa. Para a 

linhagem LNCaP foi observada uma redução na migração nas células cultivadas sob 

B A 
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acidose, aguda e crônica, com relação às células cultivadas em pH 7,4, mesmo que tal 

linhagem demonstrasse baixa capacidade migratória. 

 
Figura 4.3. Morfologia celular diferenciada entre as linhagens DU-145 e LNCaP cultivadas em 

diferentes pHs. A. Células DU-145 cultivadas em pH 7,4; B. Células DU-145 cultivadas sob 

acidose crônica (pH 6,8); C. Células LNCaP cultivadas meio de cultura com pH 7,4; D. Células 

de LNCaP cultivadas sob acidose crônica (pH 6,8).  

4.4 Variação de ciclo celular 

Para avaliar o comportamento celular frente as diferentes condições de cultivo, 

foram realizados diversos ensaios celulares comparativos (Figura 4.6). Alterações no 

ciclo celular de DU-145 foram evidenciadas após 48 h de cultivo, com um aumento 

significativo da fase G2/M nas células adaptadas ao pH 6,8 crônico em comparação às 

células cultivadas em pH 7,4 (**p<0,01) e pH 6,8 agudo (##p<0,01), seguido de uma 

redução significativa desta fase em 72 h, novamente comparando as demais condições 

(***p<0,001 vs. pH 7,4 e #p<0,05 vs. pH 6,8 agudo). Essas alterações são acompanhadas, 

respectivamente, de uma redução (48 h) e aumento (72 h) de G1. Este cenário reflete a 

proliferação rápida das células de DU-145 adaptadas a acidose extracelular em relação às 

outras condições de cultivo em 48 h. 

Enquanto isso, para LNCaP observamos em 24, 48 e 72 h de cultivo um aumento 

da fase G1 e uma redução da fase G2/M nas células adaptadas ao pH crônico em 

comparação com as células cultivadas em pH 7,4 (**p<0,01) (Figura 4.6). Em 48 h, esta 

diferença também foi evidenciada para a condição de pH 6,8 agudo comparada ao cultivo 

em pH 7,4 (*p<0,05). Estes achados podem refletir uma redução da proliferação das 
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células adaptadas à acidose crônica quando comparadas com as demais condições, mas 

este quadro não vai ao encontro da redução no tempo de duplicação celular observada 

anteriormente para esta condição. 

 

Figura 4.4. Morfologia celular avaliada por ensaio de imunofluorescência. As células DU-145 e 

LNCaP cultivadas em pH 7,4 e pH 6,8 (exposição crônica e aguda) foram marcadas por ensaio 

de dupla coloração. As membranas celulares foram marcadas com anticorpo monoclonal contra 

a proteína de membrana, anti- Na+/K+-ATPase α, e um anticorpo secundário conjugado com 

Rodamina (vermelho). Os núcleos foram marcados com DAPI (azul). As imagens são seções 

ópticas medianas de pilhas z obtidas por microscopia confocal, Olympus FV1000. Barra de 

escala, 20 μm.  
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Figura 4.5. Avaliação da migração em células DU-145 e LNCaP pelo ensaio de wound healing. (A) 

Imagens das células em diferentes tempos de fechamento da ferida. (B) Percentual de fechamento da 

ferida para as duas linhagens e nas três condições de cultivo. Cálculo de fechamento de ferida de 

acordo com Grada et al. (2017), e normalizado a partir do ponto inicial (tempo 0). Os dados são 

apresentados como médias e desvio padrão de três experimentos independentes em triplicata para 

DU-145 e um único experimento em triplicata técnica para LNCaP. Uma análise estatística foi 

realizada usando ANOVA com pós-teste de Tukey considerando significativo *p<0.05 vs. pH 7,4, 

**p<0.01 vs. pH 7,4 ***p<0.001 vs. pH 7,4 #p<0.05 vs. pH 6,8 crônico e ###p<0.001 vs. pH 6,8 

crônico. 

  

B 

A 
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Figura 4.6. Distribuição do ciclo celular de DU-145 e LNCaP cultivadas em diferentes condições 

de pH. As células coradas com iodeto de propídeo foram analisadas por citometria de fluxo. 

Gráficos de barras representando porcentagens de células por fase do ciclo celular representativas 

de dois experimentos independentes (média ± desvio padrão) e em triplicatas técnicas. A análise 

estatística foi realizada usando ANOVA com pós-teste de Tukey, considerando significativo 

*p<0.05 vs. pH 7,4, **p<0.01 vs. pH 7,4, ***p<0.001 vs. pH 7,4, #p<0.05 vs. pH 6,8 crônico, 

##p<0.01 vs. pH 6,8 crônico. pH 7,4 (7.4), pH 6,8 crônico (6.8C) e pH 6,8 agudo (6.8A). 

 

4.5 Variação de morte celular entre as condições e linhagens 

Em 24 e 72 h de cultivo, as células DU-145 não apresentaram diferenças 

significativas no percentual de apoptose em nenhum grupo (Figura 4.7A e C). Não houve 

diferença significativa no perfil de morte celular nos diferentes tempos avaliados para 

esta linhagem. Enquanto isso, para a linhagem LNCaP, a variação de morte celular em 

relação ao tempo de análise foi bem evidente, principalmente para a condição de acidose 

crônica (Figura 4.7B e D). Percebeu-se uma redução considerável de células viáveis e um 

aumento significativo de células em apoptose em células sob acidose crônica após 72 h 

de cultivo, comparado tanto a condição pH 7,4 quanto a condição ácida aguda (p<0,001) 

(Figura 4.7D). Um aumento da apoptose em células sob acidose aguda em comparação 

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

4.6 Estado bioenergético alterado ao cultivo em meio ácido 

Análises bioenergéticas foram realizadas por respirometria de alta resolução (HRR, 

do inglês, high resolution respirometry) (Figura 4.8A e B). No geral, foi observado um 

aumento no consumo basal, consumo de O2 associada a função da ATP sintase e na 

respiração máxima das células DU-145 adaptadas a acidose crônica e sob acidose aguda 

em relação às células cultivadas em pH 7,4.  
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Figura 4.7. Morte celular em células DU-145 e LNCaP cultivadas sob acidose crônica e aguda. 

Avaliação de morte celular por citometria de fluxo (Anexina V/PI) de células DU-145 e LNCaP 

cultivadas em pH 7,4 e pH 6,8 (acidose crônica e aguda) em 24 e 72 h. Gráficos de dispersão 

representativos das análises de citometria de fluxo para DU-145 (A) e LNCaP (B). PI (eixo y) vs. 

Anexina V (eixo x). (C e D) Gráficos de barras representando as porcentagens de células vivas, em 

apoptose precoce, apoptose tardia e em necrose (média ± desvio padrão). Os ensaios foram realizado 

em triplicatas técnicas. A análise estatística foi realizada usando ANOVA com pós-teste de Tukey, 

considerando significativo *p<0.05 vs. pH 7,4, **p<0.01 vs. pH 7,4, ***p<0.001 vs. pH 7,4, #p<0.05 

vs. pH 6,8 crônico e ###p<0.001 vs. pH 6,8 crônico. pH 7,4 (7.4), pH 6,8 crônico (6.8C) e pH 6,8 agudo 

(6.8A).  

 

B 

A 

D 

C
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Para LNCaP, foi observado um aumento da capacidade respiratória máxima e da 

capacidade reserva nas células sob acidose (crônica e aguda) em comparação com as 

células cultivadas em pH 7,4 (Figura 4.8A e B). Tais modificações nos parâmetros 

avaliados demonstram que as células sob acidose, em ambas as linhagens, apresentam 

uma modificação em seu perfil bioenergético. 

Diferentes parâmetros bioenergéticos foram avaliados, incluindo respiração basal, 

proton leak, ATP linked, respiração máxima, capacidade reserva e ROX (Figura 4.8B). 

Foi observado um aumento da respiração basal das células em condições de cultivo 

modificado, principalmente para DU-145. O consumo acoplado à síntese de ATP 

oxidativa (ATP linked) aumentou significativamente nas células DU-145 sob acidose 

crônica e aguda em relação às células cultivadas em pH 7,4 (*p<0.05). A respiração 

máxima de ambas a linhagens em condições de acidose mostrou um aumento significativo 

(#p<0.05 e #p<0.01) em relação às células cultivadas em pH 7,4 (Figura 4.8B). Esse 

aumento reflete em outro parâmetro respiratório avaliado, a capacidade reserva, 

indicando quantas vezes acima do estado basal o consumo pode ser elevado, o qual se 

mostrou aumentado nas células LNCaP sob acidose (aguda e crônica) (##p<0.01 e 

###p<0.001, respectivamente). A partir destes dados pode-se inferir um perfil mais 

oxidativo por parte da condição ácida em ambas as linhagens.  

Por fim, o consumo de oxigênio atrelado ao extravasamento de íons (proton leak) 

e independente da via da cadeia transportadora de elétrons (ROX) permaneceram estáveis 

independente da linhagem celular ou condição de cultivo. Este estado de estabilidade para 

tais variáveis pode refletir a condição das mitocôndrias das células sob acidose 

extracelular, as quais mesmo com o efeito estressor conseguem modificar seu estado 

bioenergético. 

4.7 Análise de morfologia e potencial de membrana mitocondrial 

A quantidade e distribuição de mitocôndrias foram avaliadas nas diferentes células 

e condições de cultivo. As diferenças na distribuição mitocondrial são bem sutis, com 

uma pequena dispersão de mitocôndrias em células DU-145 sob acidose crônica, 

enquanto as demais condições desta linhagem apresentam mitocôndrias mais agrupadas 

(Figura 4.9). Este aspecto se repete ao avaliar a distribuição mitocondrial na linhagem 

LNCaP, embora a observação seja prejudicada pelo tamanho das células (Figura 4.9). 

Outro fator em ambas as linhagens celulares é a presença de um espaço citoplasmático 

com a ausência de mitocôndrias nas células cultivadas em pH 7,4. 
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Figura 4.8. Medidas de consumo de oxigênio mitocondrial pelas células DU-145 e LNCaP 

cultivadas em diferentes pHs. (A) Análise representativa do consumo de oxigênio das linhagens 

DU-145 e LNCaP em diferentes condições de cultivo. (B) Parâmetros respiratórios avaliados por 

respirometria de alta resolução: Consumo Basal; Proton leak - consumo de oxigênio não associado 

à síntese de ATP; ATP Linked - consumo associado à síntese de ATP; Consumo máximo (MAX.); 

Capacidade de reserva - aumento relativo do consumo após a dissociação; ROX - Consumo 

independente da via da cadeia de transporte de elétrons. Média ± DP; N = 4; Os dados representam 

a média ± desvio padrão e para análise estatística utilizou-se ANOVA com pós-teste de Tukey, 

considerando significativo *p<0.05 vs. DU-145 pH 7,4, #p<0.05 vs. LNCaP pH 7,4, ##p<0.01 

vs. LNCaP pH 7,4 e ###p<0.01 vs. LNCaP pH 6,8 crônico. 

B 
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Figura 4.9. Distribuição de mitocôndrias em células DU-145 e LNCaP cultivadas em pH 7,4 e 

sob acidose extracelular. As mitocôndrias foram marcadas com o corante MitoTracker Red 

CMXRos e os núcleos com DAPI. As imagens são seções ópticas medianas de pilhas z obtidas 

por microscopia confocal, Barra de escala, 20 μm. 
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Além de avaliar qualitativamente a distribuição mitocondrial os níveis de potencial 

da membrana mitocondrial foram também avaliados por citometria de fluxo para as 

células DU-145. É possível observar uma maior atividade mitocondrial, através e um 

aumento no potencial de membrana das mitocôndrias, nas células sob acidose (crônica e 

aguda) a partir de 48 h de cultivo quando comparadas as células cultivadas em pH 7,4 

(Figura 4.10). Um aumento gradual e significativo no potencial de membrana pode ser 

observado em células cultivadas cronicamente em pH 6,8, por até 72 h, mesmo em 

comparação à condição aguda. 

4.8 Expressão alterada de genes associados à via metabólica glicolítica 

A expressão de genes da via glicolítica foi avaliada por RT-qPCR para as células 

DU-145 nas diferentes condições de cultivo. Genes diretamente envolvidos com a via 

glicolítica, como GLUT1, MCT4, HK2, PKM2, G6PD apresentaram menor expressão nas 

células cultivadas cronicamente em pH 6,8, diferindo significativamente das células 

cultivadas em pH 7,4 e em pH 6,8 de forma aguda (Figura 4.11). No entanto, o gene 

LDHA apresentou maior expressão nas células cultivadas cronicamente em pH 6,8 em 

comparação com os demais grupos (p<0,001). 

Dessa forma, os genes associados à glicólise estão regulados negativamente nas 

células adaptadas ao cultivo crônico em pH 6,8, enquanto se apresentaram aumentados 

nas células expostas de forma aguda ao meio ácido. Além disso, genes codificadores de 

fatores de transcrição e proteínas que atuam de forma direta e indireta na regulação dos 

genes anteriormente mencionados, como os genes HIF1 e c-Myc, também se mostraram 

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

4.9 Alteração na sensibilidade celular frente a inibidores metabólicos 

Tendo em vista o perfil bioenergético e a resposta transcricional apresentada pelas 

células em acidose crônica, foi avaliado o efeito de inibidores metabólicos que atuam 

diretamente em enzimas chave da via glicolítica na sobrevivência celular (Figura 4.12). 

Foi realizado um ensaio de citotoxicidade utilizando dois inibidores que atuam 

principalmente sobre a hexoquinase 2 (HK2), 2-deosoxiglicose (2DG) e 3- 

bromopiruvato (3BrP), para a obtenção dos valores de IC50 para cada linhagem celular e 

condição de cultivo. Observamos que, para ambas as linhagens, a condição de acidose 

crônica foi mais sensível independente da droga (menor IC50) com diferença estatística 

significativa quando comparada a condição normal.  
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Figura 4.10. Potencial de membrana mitocondrial em células DU-145 cultivadas em diferentes 

pHs. Caracterização funcional das mitocôndrias através da mensuração do potencial de membrana 

mitocondrial com MitoTracker Red CMXRos por citometria de fluxo.  FCCP (1µM) foi utilizado 

como controle positivo para a despolarização da membrana mitocondrial. À direita, o histograma 

representativo da citometria de fluxo com Mitotracker Red CMXRos e à esquerda gráficos de 

barra de MFI (intensidade média de fluorescência). Os dados representam a média ± desvio 

padrão em triplicata técnica. Uma análise estatística foi realizada usando ANOVA com pós-teste 

de Tukey considerando significativo *p<0.05 vs. pH 7,4, **p<0.01 vs. pH 7,4 e #p<0.05 vs. pH 

6,8 crônico. 
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Figura 4.11. Expressão de genes envolvidos em rotas metabólicas em células DU-145. c-Myc - proto-

oncogene MYC; G6PD – Glicose-6-fosfato desidrogenase; GLUD1 - Glutamato Desidrogenase 1; 

GLUT1 – Transportador de glicose 1; HIF1 – Fator induzível por hipóxia 1; HK2 – Hexoquinase 2; 

LDHA – Lactato desidrogenase; MCT4 – Transportador de monocarboxilato 4; PFK1 – 

Fosfofrutoquinase 1; PKM2 – Piruvato quinase M2; SCO2 – Proteína de montagem do citocromo C 

oxidase 2; TIGAR - Regulador de glicólise e apoptose induzível por TP53. Os dados representam a 

média ± desvio padrão da análise em triplicata técnica. A análise estatística foi realizada usando 

ANOVA com pós-teste de Tukey considerando significativo *p<0.05 vs. pH 7,4, **p<0.01 vs. pH 7,4, 

***p<0.001 vs. pH 7,4, #p<0.05 vs. pH 6,8 crônico, ##p<0.01 vs. pH 6,8 crônico e ###p<0.001 vs. pH 

6,8 crônico. 
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Ainda, a condição de acidose aguda demonstrou valores similares a condição de 

cultivo em pH 7,4 (Figura 4.12). Os valores de IC50 para cada droga e cada linhagem 

celular estão dispostos na Tabela 2. 

Tabela 2. Valores de IC50 de inibidores metabólicos. 

Linhagem Condição IC50 – 2DG (mM) IC50 – 3BrP (µM) 

DU-145 

 

pH 7,4 12,30 41,83 

pH 6,8 crônico 2,52 13,77 

pH 6,8 agudo 14,65 47,74 

LNCaP 

pH 7,4 0,2618 11,85 

pH 6,8 crônico 0,0665 2,74 

pH 6,8 agudo 0,3273 11,60 

 

 

 

Figura 4.12. Determinação do IC50 para inibidores do metabolismo energético em células DU-

145 e LNCaP cultivadas em diferentes condições de pH extracelular. Ambas as linhagens 

celulares foram tratadas com diferentes doses de cada composto. A partir da curva de crescimento 

celular foi calculada a dose que inibe o crescimento de 50% das células (IC50). 2DG – 2-

deosoxiglicose; 3-BrP – 3- bromopiruvato. Os dados representam a média ± desvio padrão. A 

análise estatística foi realizada usando ANOVA com pós-teste de Tukey considerando 

significativo *p<0.05 vs. pH 7,4, #p<0.05 vs. pH 6,8 crônico, ##p<0.01 vs. pH 6,8 crônico de 2 

experimentos independentes, em triplicata técnica para cada composto. 
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4.10 Alteração na viabilidade celular frente a drogas metabólicas 

Diante dos resultados obtidos no ensaio de citotoxicidade, o efeito dos inibidores 

metabólicos (2DG e 3BrP) e das condições de cultivo sobre a viabilidade celular foram 

avaliados, o valor de IC50 obtido para as células cultivadas em pH 7,4, além de incluir 

uma condição com as duas drogas combinadas. Os resultados mostraram uma diminuição 

na viabilidade celular de células DU-145 cronicamente expostas ao meio ácido em 

comparação com o grupo de pH 7,4 e o grupo de exposição aguda após 48 h (Figura 4.13). 

O tratamento com os inibidores foi eficaz na redução da viabilidade das células de todos 

os grupos, em menor grau para a condição de exposição aguda ao pH 6,8. A 2DG 

diminuiu significativamente após 24 h a viabilidade das células em pH 7,4 e o grupo 

adaptado ao pH 6,8.  

 

Figura 4.13.  Efeito de inibidores do metabolismo em células DU-145 cultivadas sob diferentes 

condições de pH extracelular. Avaliação de viabilidade celular utilizando o ensaio de MTT em 

três diferentes tempos de tratamento com os inibidores 2-deosoxiglicose (2DG) e 3- 

bromopiruvato 3-BrP. Os dados representam a média ± desvio padrão de 2 experimentos 

independentes, em triplicata técnica para cada condição. Uma análise estatística foi realizada 

usando ANOVA com pós teste de Tukey considerando significativo *p<0.05 vs. pH 7,4, **p<0.01 

vs. pH 7,4, ***p<0.001 vs. pH 7,4, #p<0.05 vs. pH 6,8 crônico, ##p<0.01 vs. pH 6,8 crônico e 

###p<0.001 vs. pH 6,8 crônico. ¥p<0.05 vs. pH 6,8 agudo, ¥¥p<0.01 vs. pH 6,8 agudo, 

¥¥¥p<0.001 vs. pH 6,8 agudo, ***a:p<0.001 vs. 2DG/pH 7,4, ###a:p<0.001 vs. 2DG/pH 6,8 

crônico, ¥¥¥a:p<0.001 vs. 2DG/pH 6,8 agudo, ***b:p<0.001 vs. 3BrP/pH 7,4, ###b:p<0.001 vs. 

3BrP/pH 6,8 crônico, ¥¥b:p<0.01 vs. 3BrP/pH 6,8 agudo e ¥¥¥b:p<0.001 vs. 3BrP/pH 6,8 agudo. 

48h 
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O efeito do inibidor 3BrP foi muito eficaz e significativo para a redução de células 

viáveis em condição adaptada (###b<0,001). O efeito redutor das células viáveis foi ainda 

maior quando drogas combinadas foram usadas em comparação com células não tratadas 

ou células tratadas com apenas uma das drogas, para todas as condições e novamente mais 

expressiva para a condição adaptada a pH 6,8 (Figura 4.13).  

Em contrapartida, o efeito dos inibidores na linhagem LNCaP foi proporcional ao 

tempo de tratamento. Após 72 horas na presença destas drogas podemos observar uma 

redução da viabilidade celular para todas as condições de cultivo, exceto para a droga 

3BrP (Figura 4.14). Uma resposta mais eficaz de tratamento foi com a droga 2DG, a qual 

proporciona a redução de célula viáveis independe da condição de pH em que as células 

foram cultivadas e esta resposta reflete na influência da condições de drogas combinadas 

(2DG+3BrP), a qual parece ser a efetora do tratamento, já que não difere da condição 

com apenas 2DG (Figura 4.14). 

 
Figura 4.14.  Efeito de inibidores do metabolismo em células LNCaP cultivadas sob diferentes 

condições de pH extracelular. Avaliação de viabilidade celular utilizando o ensaio de MTT em 

três diferentes tempos de tratamento com os inibidores 2-deosoxiglicose (2DG) e 3- 

bromopiruvato 3-BrP. Os dados representam a média ± desvio padrão de 2 experimentos 

independentes, em triplicata técnica para cada condição. Uma análise estatística foi realizada 

usando ANOVA com pós teste de Tukey considerando significativo *p<0.05 vs. pH 7,4, **p<0.01 

vs. pH 7,4, ***p<0.001 vs. pH 7,4, #p<0.05 vs. pH 6,8 crônico, ##p<0.01 vs. pH 6,8 crônico e 

###p<0.001 vs. pH 6,8 crônico. ¥p<0.05 vs. pH 6,8 agudo, ¥¥p<0.01 vs. pH 6,8 agudo, 

¥¥¥p<0.001 vs. pH 6,8 agudo, ***a:p<0.001 vs. 2DG/pH 7,4, ###a:p<0.001 vs. 2DG/pH 6,8 

crônico, ¥¥¥a:p<0.001 vs. 2DG/pH 6,8 agudo, ***b:p<0.001 vs. 3BrP/pH 7,4, ###b:p<0.001 vs. 

3BrP/pH 6,8 crônico, ¥¥b:p<0.01 vs. 3BrP/pH 6,8 agudo e ¥¥¥b:p<0.001 vs. 3BrP/pH 6,8 agudo. 
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4.11 Efeitos da citotoxicidade com quimioterápicos 

A resposta citotóxica frente ao quimioterápico cisplatina (CDDP) foi avaliada 

através do ensaio de sulforodamina B (SRB). A partir desses dados foi determinado o 

IC50 de cada linhagem celular e em cada condição de cultivo. As células em condição de 

acidose crônica se mostraram mais sensíveis ao fármaco (2,34 µM para DU-145 e 0,064 

µM para LNCaP) quando comparadas às células cultivadas em pH 7,4 (9,09 µM para DU-

145 e 0,178 µM para LNCaP) e sob acidose aguda (18,52 µM para DU-145 e 0,489 µM 

para LNCaP). As células sob acidose aguda se mostraram mais resistentes (maior IC50) 

ao quimioterápico que as células cultivadas em pH 7,4. Sendo assim, as linhagens 

adaptadas ao meio ácido podem ser cerca de três a quatro vezes mais sensíveis a ação da 

droga quando comparadas as células cultivadas em pH 7,4, dependendo da linhagem. Por 

outro lado, as células sob acidose aguda são cerca de duas vezes mais resistentes quando 

comparadas às células cultivadas em pH 7,4 (Figura 4.15). 

 

Figura 4.15. Citotoxicidade da cisplatina em células DU-145 e LNCaP cultivadas sob diferentes 

condições de pH extracelular. A partir de uma curva de regressão linear foi obtido o valor de IC50. 

Dados representativos foram mostrados para cada condição de cultivo para ambas as linhagens. O 

gráfico mostra a média ± desvio padrão e o ensaio foi realizado em quadruplicata. 
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5. DISCUSSÃO 

A reprogramação metabólica é um aspecto diferencial nas células cancerígenas, 

mas a escolha de captação energética adotada pelas células apresenta consequências no 

ambiente do próprio tumor, o meio extracelular será acidificado e somente células bem 

adaptadas sobreviverão, ao passo que este agente estressor proporciona vantagens a estas 

células adaptadas, garantindo benefícios para a progressão tumoral (KATO et al., 2013). 

Neste estudo propusemos avaliar as respostas bioenergéticas das células que se adaptam 

a esta condição de acidose tumoral, visando as alterações no perfil energético e 

modificações celulares que beneficiam as células tumorais em ambiente ácido, bem como 

a resposta destes grupos adaptados a drogas inibidoras de metabolismo glicolítico. 

Nesse trabalho, linhagens celulares de câncer de próstata foram adaptadas ao 

cultivo sob acidose extracelular. Os achados do nosso trabalho estão de acordo com outros 

estudos que realizaram a adaptação de células em meio extracelular ácido (CORBET et 

al., 2014; DAMAGHI et al., 2015), nos quais as células inicialmente não se adaptam ao 

meio modificado e a manutenção do cultivo por longos períodos em meio ácido é 

necessária para que as células atinjam taxas de crescimento iguais às células normais. 

A influência da acidose extracelular no desenvolvimento do câncer é amplamente 

investigada e a condição de exposição aguda e crônica deve ser levada em consideração. 

A resposta biológica nos ajuda a entender o processo de adaptação celular a uma condição 

estressora. A redução das taxas de crescimento celular sob acidose aguda durante o 

período adaptativo pode ser interpretada como uma resposta natural da população a um 

ambiente adverso e à seleção de fenótipos resistentes (MOELLERING et al., 2008), e 

essa condição induzirá processos apoptóticos (SMALLBONE; MAINI; GATENBY, 

2010; JUSTUS; SANDERLIN; YANG, 2015; DONG et al., 2018).  

Cronicamente, o ambiente acidificado atua como um agente estressor que seleciona 

as células resistentes a essa condição, as quais recuperam as taxas de crescimento 

(JUSTUS; SANDERLIN; YANG, 2015). Para alguns autores, a acidose crônica atua 

como uma pressão de seleção darwiniana, modificando a estabilidade genômica, 

induzindo a evolução somática dessas células (XIAO et al., 2003; WOJTKOWIAK et al., 

2012). Outro fator que reforça este cenário adaptativo, em especial para a linhagem DU-

145, é o tempo de duplicação das células. Quando expostas de forma crônica ao ambiente 

ácido ocorre uma seleção das células mais resistentes, proporcionando a recuperação das 
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taxas proliferativas, reduzindo ou se assemelhando ao tempo de duplicação de células 

cultivadas em pH 7,4 (JUSTUS; DONG; YANG, 2013).  

A adaptação ao meio ácido foi acompanhada de modificações morfológicas em 

ambas as linhagens do estudo. Em comparação com as linhagens parentais cultivadas em 

pH 7,4, as células cultivadas em meio ácido adotaram um morfotipo mais mesenquimal. 

Esta mudança fenotípica, como consequência de estados adaptativos ao ambiente 

acidificado, vai ao encontro de outros trabalhos que induziram células à acidose 

extracelular observando uma alteração morfológica (DAMAGHI; GILLIES, 2017; 

PELLEGRINI et al., 2018).  

A remodelação celular para um fenótipo mesenquimal traz à tona o conceito de 

“transição epitélial-mesenquimal”. Modificações no estado morfológico das células 

garantem mudanças na motilidade, proliferação e interações com o ambiente. Neste 

cenário, há a perda de um estado de menor motilidade para um cenário com remodelação 

citoesquelética e ganho de mobilidade e capacidade para invadir, devido ao morfotipo 

fusiforme e projeções de longos pseudópodes. Este processo está intimamente 

relacionado as propriedades invasivas e migratórias necessárias para o desfecho 

metastático (KALLURI; WEINBERG, 2009; YE; WEINBERG, 2015; THOMSON; 

BALCELLS; CASCANTE, 2019). Em contrapartida, as células DU-145 visualizadas por 

imunofluorescência apresentam outra dinâmica morfológica que não corrobora com os 

achados da microscopia óptica. 

Ainda como consequência do estado proliferativo e morfológico das células 

cultivadas em meio ácido, observamos um perfil migratório diferenciado entre as 

linhagens e as condições de cultivo. As células DU-145 cultivadas em pH 7,4 e 6,8 

crônico apresentaram maior motilidade quando comparadas a condição de pH 6,8 agudo. 

Estes achados vão ao encontro de outros estudos que investigaram a relação de ambientes 

ácidos e o aumento da migração celular, inclusive com características morfotípicas 

semelhante às descritas neste estudo, as quais conduziriam a um fenótipo metastático 

(DAMAGHI; GILLIES, 2017; LI et al., 2017; VANDER LINDEN; CORBET, 2019). 

Enquanto isso, a migração das células de LNCaP se mostrou reduzida para todas as 

condições, especialmente para as células cultivas em meio ácido, fato já evidenciado por 

estudos com outras linhagens celulares, que também apresentam características celulares 

responsivas aos hormônios andrógenos para promoção de processos proliferativos, ao 

passo que a linhagem DU-145 é andrógeno independente (CORCORAN et al., 2012; 

CUNNINGHAM; YOU, 2015). 
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A condição de acidificação do meio extracelular estimula processos relacionados a 

migração celular, como a ativação de enzimas que degradam e remodelam o MEC, estas 

são principalmente as MMPs e catepsinas, ou seja, proteases ativadas por pH ácido que 

dissolvem as aderências do substrato celular proporcionando a liberação de células 

invasivas (BROWN; MURRAY, 2015; YAMAMOTO; MURPHY; TROEBERG, 2015; 

BÅNG-RUDENSTAM; CEREZO-MAGAÑA; BELTING, 2019).  

O fenótipo metabólico adquirido pelas células expostas à acidose confere uma 

vantagem proliferativa significativa, fornecendo biomassa para duplicação celular 

(PEPPICELLI et al., 2017a). O microambiente estimula alterações na resposta celular 

possibilitando a progressão do câncer, promovendo proliferação, evasão de apoptose, 

adaptação metabólica, migração e invasão, além de regulação do ciclo celular 

(ROMERO-GARCIA et al., 2011; WEBB et al., 2011; SHARMA; BOISE; 

SHANMUGAM, 2019).  

Em relação ao ciclo celular, as linhagens do estudo apresentaram diferentes 

resultados. O efeito do meio acidificado sob o ciclo celular é bem documentado pela 

literatura como um fator-chave para a proliferação celular (WEBB et al., 2011; 

PEPPICELLI et al., 2017a; WHITE; GRILLO-HILL; BARBER, 2017). A linhagem 

LNCaP apresentou pouca variação entre condições de cultivo, enquanto as células DU-

145 tiveram alterações nas fases de duplicação celular ao longo do tempo, especialmente 

a condição adaptada ao pH 6,8. Esta promoção de entrada em fase G2/M ficou explícita 

para a condição adaptada de DU-145 após 48 horas de cultivo, este fenômeno é conduzido 

pelo aumento do pH intracelular, devido a atividade de transportadores de próton H+ para 

o meio extracelular. Esta alteração no ciclo celular pode também estar relacionada a 

função do complexo regulador de mitose frente ao ambiente modificado (RESHKIN et 

al., 2000; PUTNEY; BARBER, 2003). 

A exposição ao meio ácido leva a uma diminuição do pH intracelular, gerando uma 

redução da atividade da ciclina B dependente quinase 1 (CDK1), por manter a 

fosforilação inibitória de CDK1 em Tyr15 (Cdk1-pTyr15) (PUTNEY; BARBER, 2003). 

Em contrapartida, a exposição prolongada ao ambiente ácido, juntamente com a ação de 

extrusão de prótons por alguns transportadores, leva a um aumento nos níveis da fosfatase 

CDC25, a qual desfosfolira Tyr25, conduzindo novamente ao aumento da quantidade de 

CDK1 ativa para promover a progressão de fase G2/M (PUTNEY; BARBER, 2004; 

WHITE; GRILLO-HILL; BARBER, 2017). 
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Em relação a morte celular, nossos achados diferem dos trabalhos encontrados na 

literatura, nos quais existem uma relação do baixo pH extracelular com a resistência à 

apoptose, apesar das células cancerígenas serem mais suscetíveis à apoptose devido 

constante ao estresse (RYDER et al., 2012; PEPPICELLI et al., 2014, 2019). Também foi 

possível observar uma resposta diferenciada entre as linhagens, principalmente quanto a 

condição de cultivo e tempo de exposição, ocorrendo maior taxa de apoptose nas células 

LNCaP adaptadas. Esta grande variação nas taxas de morte celular observada nas células 

LNCaP expostas ao meio ácido, pode estar relacionado a escassez de ATP, devido à falta 

de adaptação energética ou um ambiente hipóxico estressor (PEPPICELLI et al., 2017a).  

Enquanto isso, as células DU-145 também modificaram sua resposta à 

sobrevivência quando expostas de forma crônica no meio ácido. Ao passo que, não há 

uma variação de morte celular em relação ao tempo de cultivo pode ser reflexo da ação 

de expressão gênica de alvos importante na sensibilização à apoptose, que juntamente a 

outros genes irão equilibrar a produção de espécies reativas de oxigênio (BENSAAD et 

al., 2006), as quais induzem a apoptose quando em altos níveis devido a permeabilização 

da mitocôndria e liberação de citocromo c, também sustentada por proteínas da família 

Bcl2 (CAIRNS; HARRIS; MAK, 2011; DANHIER et al., 2017). 

Outro fator que pode promover a morte celular de ambas as linhagens é a 

desregulação da via intrínseca de morte celular, a qual é mediada pelas mitocôndrias 

(SHARMA; BOISE; SHANMUGAM, 2019). Sabe-se que membros da família Bcl-2 

regulam esta via, onde em tecidos tumorais há uma regulação positiva desta proteína anti-

apoptótica inibido o processo através da supressão de duas proteínas desencadeantes pró-

apoptóticas (Bax e Bak) (HANAHAN; WEINBERG, 2011; RYDER et al., 2012; RUSSO 

et al., 2018). A expressão da proteina Bax na linhagem DU-145 é amplamente discutida 

na literatura (CUNNINGHAM; YOU, 2015), enquanto alguns trabalhos comentam sua 

expressão (MU et al., 2013), outros grupos indicam sua ausência (NUTT et al., 2002), o 

que implicaria nos níveis baixos de apoptose mesmo com o passar do tempo de exposição. 

Ao analisar a taxa de consumo de oxigênio (OCR), observamos que as células 

cultivadas em meio ácido aumentaram o consumo de oxigênio em parâmetros 

respiratórios importantes. Nossos achados vão ao encontro dos resultados obtidos por 

Khacho et al. (2014), os quais também evidenciam um aumento de parâmetros como, 

consumo basal e respiração máxima, além da capacidade reserva  em células tumorais 

cultivadas em meio com pH 6,8, estes autores relacionam este cenário com a manutenção 

da função mitocondrial em ambientes hipóxicos, sendo conduzidos pelo estímulo da 
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acidose. As variáveis elevadas ou que se mantem estáveis refletem as condições 

adaptativas das células quando expostas ao meio ácido, configurando o aumento da 

demanda de ATP, ao mesmo tempo que demonstram o uso parcial da sua capacidade 

respiratória máxima o que conduz a uma capacidade reserva elevada (CHACKO et al., 

2014; VAYALIL, 2019). 

Este perfil bioenergético apresentado em nosso estudo, atrelado ainda a uma 

estabilização no vazamento de próton e no consumo não mitocondrial, realça a condição 

saudável das mitocôndrias e a ausência de estressores nestas células (CHACKO et al., 

2014). A capacidade extra disponível nas células para produzir energia em resposta ao 

aumento do estresse está diretamente relacionada à sobrevivência celular, mesmo na 

privação de energia, aumentando sua viabilidade (NICHOLLS, 2009; PFLEGER; HE; 

ABDELLATIF, 2015). Em nosso estudo, os resultados obtidos nas análises de 

respirometria sugerem um estado mais oxidativo por parte das células sob acidose, 

mesmo que esse perfil mais oxidativo esteja geralmente associada a perfis não 

proliferativos ou que a acidose conduza a um estado mais glicolítico, o que vem sendo 

discutido por diversos estudos (XIE et al., 2014; VAYALIL; LANDAR, 2015). 

O padrão oncobioenergético adotado pelas mitocôndrias pode variar conforme os 

estágios do desenvolvimento tumoral (VAYALIL; LANDAR, 2015). Foi observado que 

os fenótipos invasivos agressivos de câncer de próstata apresentam um perfil mais 

glicolitico enquanto um aumento na OXPHOS está associado a um estado pré-maligno. 

Em contrapartida, outras evidências estão moldando este conceito, esboçando uma 

escolha metabólica dual pelas células cancerígenas conforme as condições 

microambientais. Uma dessas condições é a acidose lática, uma consequência do efeito 

Warburg que condiciona as células em estado glicolítico para outro mais oxidativo (XIE 

et al., 2014). 

Apesar deste cenário menos glicolítico, muitas enzimas reguladoras deste perfil 

persistem sendo expressas (XIE et al., 2014; WU; YING; HU, 2016). Logo a condição de 

acidose traz outras vantagens a estas células, pois confere uma utilização de glicose de 

forma econômica e assim certa resistência à morte induzida por privação de glicose (WU; 

YING; HU, 2016). Levando em consideração estes conceitos, nossos achados revelam 

uma condição oxidativa das células tumorais em meio ácido, corroborando com os 

preceitos desenvolvidos por estudos atuais, os quais denominam o tecido tumoral neste 

estado como “tumores oxidativos” (LEHÚEDE et al., 2016). Este estado de maior 

OXPHOS e o metabolismo mitocondrial aumentado inclusive é relacionado ao 
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condicionamento de fenótipo metastático (LEBLEU et al., 2014; PISKOUNOVA et al., 

2015). 

O aumento do potencial de membrana mitocondrial (PMM) em ambas as condições 

ácidas corroboram com o perfil mais oxidativo observado para as células DU-145.  O 

aumento da atividade mitocondrial, mesmo em ambiente ácido, demonstrando a atuação 

de um componente chave no armazenamento de energia durante a OXPHOS em 

condições estressoras (ZOROVA et al., 2018). O PMM reflete a condição da cadeia 

transportadora de elétrons, logo a eficiência na produção de ATP. Além disso, esta 

manutenção e alteração de atividade das mitocôndrias está diretamente atrelada ao apoio 

a proliferação de células cancerígenas (MARTÍNEZ-REYES et al., 2016). Em modelos 

animais, a atividade mitocondrial aumentada avaliada a partir do PMM correlacionou-se 

positivamente com o potencial tumorigênico e representa o perfil da maior parte da 

células iniciadoras de tumor (VIALE; CORTI; DRAETTA, 2015). 

O aumento gradativo de PMM observado em nosso estudo reflete a resposta de 

células tumorais a acidose, a qual conduz as células a aumentar a atividade mitocondrial 

devido à queda no fornecimento de ATP, pois o potencial de membrana fornece a força 

motriz para a síntese de ATP nas mitocôndrias (ZOROVA et al., 2018). Assim como 

descrito por Khacho et al. (2014), PMM elevada, apesar da condição ácida, manifesta que 

a função respiratória mitocondrial foi preservada ou mantida pela ação da ATP sintase, o 

que resultaria em consumo de ATP. A reestruturação mitocondrial conduzida pela 

condição estressora também é modulada para evitar a fragmentação mitocondrial e morte 

celular induzida por hipóxia, promovendo a fusão mitocondrial e a remodelação da crista 

(KHACHO et al., 2014). 

Os resultados das análises de expressão gênica (RT-qPCR) sugerem uma adaptação 

metabólica diferencial para as células cultivadas em meio ácido de forma aguda e crônica. 

Embora ambas as células cultivadas em meio ácido tenham apresentado um aumento no 

perfil oxidativo de acordo com os ensaios de respirometria, as células adaptadas ao cultivo 

crônico em meio ácido mostraram uma diminuição na expressão de genes associados a 

glicólise, enquanto as células expostas de forma aguda ao meio ácido apresentaram um 

aumento da expressão desses genes. Estes achados estão de acordo com trabalhos prévios, 

os quais mencionam a reprogramação metabólica sofrida pelas células tumorais adaptadas 

a um microambiente ácido com redução na glicólise e aumento da OXPHOS (CHEN et 

al., 2008; XIE et al. 2014; PEPPICELLI et al., 2017b). 
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Além disso, nossos resultados demonstram que as células expostas de forma aguda 

possuem metabolismo diferente das células adaptadas ao meio ácido. O estado hipóxico 

é uma condição conhecida por favorecer a expressão de diversos genes glicolíticos pela 

indução de HIF1, o qual encontra-se elevado nas células expostas de forma aguda ao meio 

ácido e diminuído em células adaptadas ao cultivo em meio ácido.  

CORBET & FERON (2017) comentam o papel de mediador de HIF1, gene sensível 

a condições de O2, regulando positivamente genes que também se apresentam elevados 

em nosso estudo, como HK2, G6PD, PKM2 e MCT4. Logo, as células apresentam um 

cenário favorável à captação e fosforilação de glicose, favorecendo o fluxo glicolitíco, 

mas acidificando o ambiente, devido a liberação de lactato pelos transportadores MCT4, 

o qual se mostrou fortemente expresso nas células DU-145 com exposição aguda a 

acidose extracelular induzida. Além disso, a superexpressão desse gene caracteriza 

tumores agressivos (GATENBY et al., 2006; ROMERO-GARCIA et al., 2011).  

De acordo com diversos trabalhos publicados e revisados por CORBET & FERON 

(2017), este quadro de expressão de HIF1 reflete um estado de hipóxia do ambiente, o 

qual utiliza de artifícios moleculares para induzir a captação de recursos, proporcionando 

o efeito Warburg. Outro fator transcricional com expressão elevada nas células expostas 

de forma aguda ao meio ácido é o c-Myc, também relacionado com a ativação de genes 

da via glicolítica, principalmente HK2 e PKM2, contribuindo para a produção de energia 

através da glicólise, mas ao mesmo tempo está envolvido na transcrição de alvos que 

aumentam a biogênese mitocondrial e a função mitocondrial. Ainda assim, c-Myc é o 

principal responsável pela utilização de glutamina pelas células em proliferação (WANG 

et al., 2011). 

Em contrapartida, um estado de acidose crônica parece conduzir à respiração 

mitocondrial nas células cancerígenas, com uma concomitante redução da glicólise como 

por intermédio da acidose lática, gerando um aumento da dependência pela respiração 

aeróbica (CHEN et al., 2008; XIE et al., 2014), o que pode caracterizar o estado das 

células adaptadas a exposição crônica em ambiente ácido. Por outro lado, a expressão do 

gene LDHA se mostrou aumentada nas células adaptadas ao meio ácido, ao passo que este 

alvo está menos expresso nas células expostas de forma aguda ao meio com pH 6,8. 

DEBERARDINIS et al. (2008) e XIE et al (2014) comentam a importância do gene 

LDHA na conversão de piruvato para lactato em células metastáticas, bem como 

regenerando o NAD+ em favor de um fluxo glicolítico. Sua expressão diferencial em 

células adaptadas ao meio ácido pode estar relacionada a ativação de vias alternativas de 
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captação energética, como o uso de lactato na geração de intermediários do ciclo TCA e 

seu papel como molécula reguladora da incorporação e metabolismo da glutamina (DE 

LA CRUZ-LÓPEZ et al., 2019).  

O aumento no metabolismo deste aminoácido ocorre em situações de privação de 

glicose em que as células se adaptam utilizando substratos de outras vias, especialmente 

para alimentar o ciclo de Krebs, e em consequência da estabilização do HIF1-α pelo 

lactato (WARD; THOMPSON, 2012; RAJENDRAM; PREEDY; PATEL, 2015; DE LA 

CRUZ-LÓPEZ et al., 2019). Quando chega na mitocôndria, a glutamina passa por 

diversas conversões enzimáticas até ser incorporada no ciclo TCA na forma de α-

cetoglutarato, e por fim gerando malato. Este último é exportado para o citoplasma onde 

é convertido em piruvato e posteriormente em lactato pela LDHA (RAJENDRAM; 

PREEDY; PATEL, 2015; DE LA CRUZ-LÓPEZ et al., 2019). 

Apesar disso, as células expostas de forma crônica e aguda ao pH 6,8 apresentam 

uma redução de GLUD1, sendo significativo para a condição aguda. Tais achados vão ao 

encontro do estado de proliferação das células cancerígenas. O metabolismo de 

glutamina, em especial do glutamato derivado deste aminoácido é utilizado para gerar 

aminoácidos não essenciais, no entanto o estado celular irá variar o conjunto enzimático 

responsável pela metabolização. As células altamente proliferativas utilizam enzimas 

transaminases glutâmico-oxaloacéticas (GOT1 e GOT2), enquanto as células quiescentes 

metabolizam o glutamato através do GLUD1, para posteriores reações de descarboxilação 

no ciclo TCA (ABREGO et al., 2017; CRAZE et al., 2019). 

Ao avaliar os aspecto bioenergéticos e transcricionais que descrevem opções  

metabólicas diferentes para as células DU-145 devemos levar em consideração a 

característica de heterogeneidade de fenótipos metabólicos, que ocorre tanto entre 

tumores como em regiões distintas do mesmo tumor, e ainda de acordo com o tecido de 

origem (ELIA et al., 2016; HENSLEY et al., 2016). Estudos recentes demonstram uma 

forte relação entre a acidose local e a aquisição de plasticidade metabólica conduzindo a 

reprogramação metabólica do tumor, mais especificamente ao obter um fenótipo híbrido 

entre glicólise e OXPHOS ou ainda ter a tendência para uma das vias (PEPPICELLI et 

al., 2016; SHIN; CHEONG, 2019). Este cenário de alternância entre vias garante a 

melhora na sobrevivência em condições adversas, fornecendo vantagens de crescimento 

na presença de substrato, no caso da glicólise, ao passo que proporciona o uso de 

substratos alternativos e resistência sob privação de glicose, devido ao fenótipo OXPHOS 

(DAR et al., 2017; PEPPICELLI et al., 2017b). 
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O perfil metabólico empregado pode diferir também de acordo com o ganho de 

potencial metastático das células tumorais. As células tumorais metastáticas fazem uso 

desta flexibilidade metabólica com o intuito de responder com eficiência as demandas 

que estão sob constantes mudanças no ambiente e optar pela via metabólica que garantirá 

sua sobrevivência (LEHÚEDE et al., 2016). Como diferencial, o metabolismo 

mitocondrial oxidativo tem se mostrado com um importante regulador da metástase 

tumoral, proporcionando em algumas linhagens celulares o aumento gradativo de 

características metastáticas conforme a atividade mitocondrial aumenta (MORENO-

SÁNCHEZ et al., 2007).  

As células epiteliais prostáticas normais, diferentemente das maioria dos outros 

tecidos, utilizam mais a via da glicólise. No entanto, ao aparecer as lesões inicias neste 

tecido ocorre a mudança progressiva para o metabolismo dependente de OXPHOS, 

resultando em um fenótipo metabólico misto ao decorrer do processo metastático, devido 

ao metabolismo extremamente energético em cada etapa (ELIA et al., 2016). Desta froma, 

este cenário é evidenciado em nossos achados para as células cultivadas em meio ácido, 

com o perfil das células expostas de forma crônica ao meio ácido lembrando o de células 

em estado inicial da doença ou já em estado metastático, enquanto as células expostas de 

forma aguda ao meio ácido apresentam perfil mais semelhante ao de células em um estado 

mais avançado de progressão do tumor. 

A reprogramação metabólica atuará nas células cancerígenas como um meio de 

processo adaptativo no contexto do microambiente seletivo do tumor. O TME, as 

linhagens celulares e as interações com células benignas determinam a especificidade 

metabólica das células cancerígenas. Os estresses metabólicos conduzirão a adaptações 

metabólicas para o desenvolvimento das características malignas das células tumorais 

(SHIN; CHEONG, 2019). 

Ambas as linhagens adaptadas em ambiente ácido demonstraram uma sensibilidade 

significativa a inibidores metabólicos específicos para a via da glicólise, os quais atuam 

principalmente inibindo a hexoquinase 2. Os inibidores, 2DG e 3BrP, representam drogas 

já em fase de implementação clínica visando o tratamento de tumores com metabolismo 

glicolítico (VANDER HEIDEN, 2011; LI; ZHANG, 2016). Este efeito de sensibilização 

a drogas anti-metabólicas pode estar relacionado com os baixos níveis de transcrição do 

gene codificador desta enzima nas células adaptadas ao meio ácido. Conforme Sullivan 

et al. (2014), o efeito dos inibidor 2DG é mais pronunciado em linhagens celulares com 
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baixa expressão de hexoquinase, devido a relação inibitória competitiva da glicose para 

os sítios catalíticos em HK. 

Devido as modificações metabólicas em resposta a necessidade de sustentar altas 

taxas proliferativas, as células tumorais são altamente dependentes da via da glicólise 

(SEYFRIED; SHELTON, 2010; HANAHAN; WEINBERG, 2011). Esta resposta é 

extremamente relevante para o direcionamento de novas abordagens terapêuticas, 

permitindo uma potencial abordagem sobre enzimas importantes na glicólise (ATTIA et 

al., 2015). Os efeitos das drogas 2DG e 3BrP observados em nosso trabalho corroboram 

com a literatura, na qual uma diminuição significativa da viabilidade celular, 

principalmente de células adaptadas ao meio ácido, foi reportada (ATTIA et al., 2015). 

PICHLA et al. (2019) comentam ainda a relação dos efeitos da 3BrP com a mobilidade 

em células câncer de próstata metastático, no qual esta droga estaria sensibilizando e 

atuando como inibidor de metástase. Estes achados também são observados no presente 

trabalho, onde as células adaptadas apresentam uma alta capacidade migratória e sofrem 

drástica redução de viabilidade frente ao agente alquilante. 

As modificações no TME conduzidas pela atividade das células cancerígenas 

favorecem a acidose tumoral que está intimamente relacionada a progressão do processo 

de tumorigênese, além de representar um importante mecanismo na assimilação ou 

absorção de drogas quimioterápicas (TRÉDAN et al., 2007; KOLOSENKO et al., 2017; 

LASFAR et al., 2019). Segundo WOJTKOWIAK et al. (2011), a resistência à terapia 

pode não estar somente relacionada a resistência bioquímica, conduzida por  mutações 

em transportadores, mas também a uma condição fisiológica, no caso o pH, como reflexo 

de modificações microambientais do tumor. 

Em nossos achados, as células adaptadas ao meio ácido apresentaram um aumento 

na sensibilidade à cisplatina e um aumento na resistência das células expostas de forma 

aguda ao pH ácido. Esta resposta em relação a droga pode estar relacionada a um 

mecanismo já descrito na literatura, chamado aprisionamento de íons (WOJTKOWIAK 

et al., 2011; KOLTAI, 2016). Este fenômeno é caracterizado por formar uma barreira 

fisiológica para quimioterápicos de acordo com sua característica ionizável, impedindo 

absorção de drogas de base fraca (KOLTAI, 2016; PELLEGRINI et al., 2018). Logo, o 

aprisionamento de íons ocorre quando há uma grande diferença de permeabilidade entre 

os elementos ionizados e não ionizadas de uma droga, que são impermeáveis e 

permeáveis à membranas, respectivamente (WOJTKOWIAK et al., 2011). 
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Como já mencionado, a resposta das drogas fracamente alcalinas são prejudicadas 

pelo ambiente ácido que impedem a entrada de componentes ionizáveis nas células 

conferindo resistência a tais drogas (PELLEGRINI et al., 2018). Em contrapartida, as 

drogas com aspecto fracamente ácido têm sua absorção favorecida por tal mecanismo, 

quando em pH baixo, isto por se tratar de uma droga não protonada, a qual terá a sua 

permeabilidade facilitada em microambiente ácido (GERWECK; VIJAYAPPA; KOZIN, 

2006; KOLTAI, 2016). 

A resposta das células sob cultivo ácido diferiram quanto à sensibilidade a CDDP. 

O mecanismo de aprisionamento de íons pode não ser o único responsável pela resposta 

à terapia, ao invés disso ser uma consequência do aspecto bioenergético. Isto porque sabe-

se que a cisplatina pode afetar a função mitocondrial das células (GARRIDO et al., 2008; 

MARULLO et al., 2013; CHOI et al., 2015), afetando ainda mais as células adaptadas ao 

meio ácido que demonstram um perfil mais oxidativo e maior atividade mitocondrial. 

O presente estudo evidenciou os processos adaptativos das células tumorais a um 

agente estressor, a acidose extracelular. A partir desta seleção foi possível observar 

modificações nas respostas celulares, em especial a proliferação e viabilidade das células. 

Ainda que houvesse diferenças nas respostas celulares entre linhagens de câncer de 

próstata, o cultivo nesta condição ácida conferiu também uma seleção de células com 

perfil bioenergético específico e diferenciado em resposta adaptativa em condições 

desvaforáveis, seja aguda ou crônica. Além de demonstrar um perfil mais oxidativo, as 

células em meio ácido, em especial as cultivadas de forma crônica, apresentaram uma 

resposta sensibilizadora a inibidores metabólicos. Diante desta resposta as drogas e o 

perfil de expressão de genes associados a via glicolítica podemos especular conceitos de 

plasticidade metabólica e ao mesmo tempo pensar em modulação destas vias a fim de 

propor alvos terapêuticos específicos para os grupos celulares que apresentam este perfil 

de acidose e modulação bioenergética, em uma tentativa para eliminar as células já em 

estado avançado da tumorigênese. 
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6. PERSPECTIVAS 

 Realizar ensaio de citotoxicidade e viabilidade celular com inibidores da rota de 

fosforilação oxidativa; 

 Realizar ensaio com marcadores de massa mitocondrial e expressão gênica referente a 

biogênese de mitocôndrias (PGC1α); 

 Realizar ensaio com marcadores gênicos de vias alternativas, como da glutamina e 

fosforilação de ácidos graxos; 

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

ensaios de expressão dos genes de enzimas metabólicas. 
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