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INTRODUCAO .

Alteracdes do padrao de distribuicao e concentracao de metais podem levar ao descontrole do ciclo celular,
resisténcia a morte celular e malignidade. Foi demonstrado que células tumorais da linhagem LLC
(Carcinoma Pulmonar Murino) , apresentam alteracdes em seu perfil metalomico, deflagradas pelo
acumulo de manganés disponivel no microambiente tumoral (Figura 1). Considerando os diversos caminhos
de transporte e distribuicdao de metais envolvidos neste processo, o DMT1 (Transportador de Metais
Divalentes 1) se mostrou um candidato promissor na investigacao do desequilibrio metalomico, uma vez
gue os metais alterados em nosso modelo sao os transportados pelo DMT1.

1. Modelo de vias de transporte de metais na linhagem LLC
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afetando o microambiente e modificando o comportamento das células tumorais. Nossos dados in vitro mostram que
Mn. Nossa hipotese envolve um transportador de metais responsavel pelo desequilibrio metalémico observado. O DMT1
 Avaliar em um modelo celular se as vias de captacao e distribuicao de manganés dependem do
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apOs exposi¢cao breve ou continua ao meio de cultura contendo uma alta concentragao de MnCl,, as células tumorais LLC
€ expresso nas membranas plasmaticas e nos endossomos e € um candidato promissor para participar da progressao
transportador de metais divalentes DMT1, indicando-o como alvo relevante no cancer.
As células tumorais foram tratadas em cultura com uma concentracao nao toxica de cloreto de manganés
 Mapeamento multielementar por fluorescéncia de raios X (XRF);

Intemalizagﬁu de
Mn e rotas de
Figura 1: : Resultados da pesquisa de nosso grupo e novas hlpoteses sobre o transporte de manganés e sua correlacao
com a progressao tumoral. O manganés participa da progressao tumoral desde os estagios iniciais até os avancados,
mudam seu padrao de migracao de invasivo para altamente invasivo com aumento dos eventos de migracao coletiva. As
vesiculas extracelulares também apresentam maior teor de Mn apds uma breve exposicao a uma alta concentracao de
tumoral associada ao desequilibrio metalico.
OBIJETIVOS .
e Compreender como as vias de transporte de metais divalentes estao envolvidas no desequilibrio
metaldmico de certos tipos de cancer.

de 5 uM e direcionadas para as seguintes analises:

* Analise da expressao génica do DMT1 (Niveis de expressao de mRNA do DMT1 analisados por PCR em
* Quantificacao multielementar por ICP-OES (espectrometria de emissao otica com plasma indutivamente
acoplado).

2. Cultura de células LLC
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Figura 2: Morfologia de células LLC apds exposicao ao Mn. As células tumorais foram tratadas em cultura em condicoes
de controle (A); e com a concentracao nao toxica de cloreto de manganés de 5 uM por 24h (B). Escala: 20uM.

3. Anadlise da expressao do transportador DMT1
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Figura 3: Andlise dos niveis de expressao do transportador DMT1 na condicao de exposicao ao manganés em
comparacao a condicao controle. As amostras foram suplementadas com 5 uM de cloreto de manganés por 24
horas, para a simulacao de um microambiente tumoral com concentracao elevada de manganés. As células foram
analisadas quanto a expressao do transportador DMT1 por PCR em tempo real.N=5. Teste T de Student, ***p<0.0001
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RESULTADOS .

4. Analises de fluorescéncia de raios-X de células LLC

(A) Células LLC (B) Vesiculas extracelulares
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Figura 4: Quantificacao dos elementos presentes nas amostras através de fluorescéncia de raio x das células LLC.
(A) Células LLC expostas a alta concentracao de manganés demonstram o aumento neste mesmo elemento , além
de ferro e cobre, portanto deflagram desequilibrio metaldmico apds exposicao ao Mn. N=3. Teste T de Student,
*p < 0,05 (B) Vesiculas extracelulares derivadas de células LLC apresentam apenas elevacdo nos niveis de Mn, e nao
de cobre, revelando assim uma rota para a distribuicao local e sistémica de Mn durante a progressao do tumor.
Teste T de Student. N=6. *p < 0,05.

5. Detecgcao da composicao elementar das células LLC por ICP-OES
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Figura 5: Deteccao multielementar de metais transportados pelo DMT1 em células LLC tratadas com manganeés.
Através da técnica de ICP-OES (espectrometria de emissao otica com plasma indutivamente acoplado), foi
determinado que o manganés é o unico metal encontrado alterado no componente intracelular da célula LLC

CONCLUSAO E PROXIMOS PASSOS I

Nossos resultados mostram que o transportador DMT1 é subexpresso apos 24 horas de exposicao ao
Mn nas células LLC, entretanto, foi possivel encontrar uma alta concentracao desse elemento retido na
célula. Este dado indica que a célula tumoral é capaz de reter esse elemento, mas também de
subregular o transportador DMT1, o que € um indicio de uma estratégia de captacao do Mn pra
aumento da malignidade , com uma regulacao que favorece a protecao da célula contra os efeitos
citotoxicos do acumulo de Mn.

Nossas principais conclusoes sao:

* A expressao de DMT1 é afetada pela concentracao local de Mn;

* A metalomica da célula LLC é perturbada pelo desequilibrio de Mn;

* O desequilibrio do metal da célula tumoral afeta especificamente o microambiente tumoral, pois
apenas o Mn é alterado nas vesiculas extracelulares derivadas das células tumorais.

Perspectivas futuras:

e Analisar a expressao de transportadores de extrusao de metais (ex: Hamp2 e SLC30A10) para avaliar
a capacidade da célula de auto regular a sua concentracao interna de Mn

 Analisar a capacidade de recuperacao dos niveis de expressao do transportador DMT1 apds a
exposicao da célula LLC ao manganés.

* Mapear a distribuicao de metais transportados por transportadores como o DMT1 em resolucao
subcelular por fluorescéncia de raios X na linha de luz Carnauba para definir a rota intracelular do
manganés em tumores celulares.
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