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Caros associados, . .
entrevista e um espaco destinado a

vocés, com as vossas colaboracdes.
Esperamos que gostem do novo modelo!

Aqui estda a primeira newsletter de
2019. Decidimos mudar o formato, os
conteldos e a periodicidade. Vamos
disponibilizar novos conteldos,
focando no que ha de novo nas A vossa equipa editorial
ciéncias forense. Abrimos um espaco

CONGRESSOS A CONVERSA COM... MELHOR POSTER

IV Congresso da Associacdo
Portuguesa de Ciéncias Forenses e

XI Jornadas Cientificas de Prof. Doutora Odilia Queirés e COMPARISON OF 3-BROMOPYRUVATE
Ciéncias do Instituto Mestre Andrea Cunha EFFECT IN PARENTAL AND IN
Universitario de Ciéncias da RESISTANT BREAST CANCER CELL LINE
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EVENTOS

Em abril de
2019 realizou-se o IV
Congresso da
Associacao Portuguesa
de Ciéncias Forenses,
em conjunto com as XI
Jornadas Cientificas
de Ciéncias do
Instituto
Universitario de
Ciéncias da Saude. O
tema do evento,
realizado no centro
de congressos da
Alfandega do Porto,
foi “Os Olhares
Clinico e Forense
sobre o melhoramento
humano: uma visao
interdisciplinar”.

2019

IV Congresso da Associagdo Portuguesa de
Ciéncias Forenses e XI Jornadas
Cientificas de Ciéncias do Instituto
Universitario de Ciéncias da Saulde

0 evento contou com varias entidades organizadoras, com
a colaboragcdao da APCF e do IINFACTS, e diversos apoios
cientificos
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Foi realizado um curso
pré-congresso na area da
radiologia forense (Curso
de especializacgao em
Radiologia Forense),

ministrado pelo Dr. Jeroen
Kroll, da Maastricht UMC. RADIOLOGIA FORENSE

JEROEN KROLL (MAASTRICHT

Foram apresentadas 144 10 ABRIL
comunicagbes escritas.

Falamos com duas
das vencedoras da melhor
comunicagdo, Prof. Doutora
Odilia Queirdés e a Mestre
Andrea Cunha
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A conversa com:

2019

Prof. Doutora Odilia Queirds e Mestre Andrea Cunha

Falamos com a Prof. Doutora O0dilia
Queirdés (0Q) e com a Mestre Andrea Cunha
(AC), do Instituto de Investigacao e
Formacao Avancada em Ciéncias e
Tecnologia do Departamento de Ciéncias do
Instituto Universitario de Ciéncias da
Saude (IINFACTS, IUCS-CESPU), duas das
autoras da comunicacdao vencedora no IV
Congresso da Associagdo Portuguesa de
Jornadas
Instituto

Universitario de Ciéncias da Salde.

Ciéncias Forenses e XI

Cientificas de Ciéncias do

APCF - Gostariamos de conhecer um

pouco do vosso percurso académico.

0C: Licenciei-me em Bioquimica, pela
Faculdade de Ciéncias da Universidade do
Porto. Quase imediatamente apos a
conclusado do curso inscrevi-me no
Mestrado em Genética Molecular na
Universidade do Minho. Simultaneamente,
iniciei a minha funcao de docente no
TUCS/CESPU (na altura, ISCS-N) como
assistente da disciplina de Bioquimica,
que tinha como regente o Prof. Pedro
Moradas-Ferreira. Essa minha experiéncia,
académica e profissional, permitiu que se
estabelecesse uma colaboragao entre a
Prof. Margarida Casal da Universidade do
Minho e o Prof. Pedro Moradas-Ferreira
que, em conjunto com as suas fungles de
docente (do ICBAS, mas na altura também
no ISCS-N/CESPU), era investigador
responsavel pela unidade de Stress em
Microrganismos no IBMC. Essa colaboracao
serviu de embrido para o meu projeto de
Doutoramento sob a orientacao da Prof.
Margarida Casal e coorientagao do Prof.

Pedro Moradas-Ferreira e realizado na
Universidade do Minho e no IBMC. Fui
bolseira PRODEP durante o periodo em que
se desenvolveu o) meu trabalho de
Doutoramento e, em Fevereiro de 2002,
defendi a tese de Doutoramento. Durante o
periodo em que decorreu a minha formagdo
avancada (Mestrado e Doutoramento), a
area de investigagcdo em que estive
envolvida foi relacionada com estudos de
proteinas de membrana e caracterizagdo
bioquimica e genética de sistemas de
transporte transmembranar de nutrientes.
0 transporte de nutrientes através da
membrana plasmatica consiste no primeiro
passo da sua wutilizagao, sendo assim
essencial ao seu metabolismo celular.

AC: Completei uma licenciatura em
Bioquimica no IUCS, tendo prosseguido os
meus estudos completando o Mestrado em
Terapias Moleculares, também nesta
instituicdao. Ainda durante o mestrado,
tive a oportunidade de dar aulas de
Bioquimica e de Quimica Organica em
diversos cursos maioritariamente a
estudantes franceses. Nesse sentido, fui
responsavel pela elaboracao de uma
quantidade consideravel de material
didatico em francés, 1lingua que mais
tarde se tornou a segunda lingua oficial
da CESPU. Atualmente e simultaneamente
com a funcdo de docente, encontro-me no
Programa Doutoral em Ciéncias Biolégicas

Aplicadas a Saude.
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APCF- Quando surgiu o interesse

pela idinvestigacao

2019

nesta 4area? Tém alguma

investiga¢ao que possa ser relacionada com a area forense?

0Q: Sendo a CESPU uma instituig¢do cujo
foco principal de interesse é a area da

saude, comecei a envolver-me em
projetos 1ligados mais diretamente a
esta area. Tendo ja um  know-how
adquirido com varios anos de

investigagdao no metabolismo celular e
nos mecanismos de transporte de
nutrientes, particularmente de 4acido
lactico, mas numa investigagdo de cariz
mais biotecnolégico, comecei a aplicar

esses conhecimentos em areas mais
ligadas a salde, nomeadamente na area
da oncobiologia. As células tumorais
apresentam um metabolismo celular

desregulado, é um dos hallmarks do
cancro, que s6 nos UuUltimos anos tem
sido mais explorado, e que contribui
para as suas caracteristicas
agressivas. A principal alteracao
metabdélica no cancro é o chamado efeito
de Warburg, que consiste na utilizacao
da glicose pelas células tumorais, via
fermentagdo latica, o que leva a
produc¢do de elevadas quantidades de
acido 1latico, o qual ¢é exportado da
célula via transportadores de
monocarboxilatos (MCTs). Assim, e no
decorrer de uma colaboragdo que fizemos
com a Universidade do Minho e com
investigadores americanos, comecamos a
explorar essa area, com base no know-
how que ja tinhamos e no enquadramento
desse projeto na investigag¢do praticada
na entidade instituidora, com
particular enfoque na area biomédica. O
grupo americano com que estabelecemos
colaboracgao tinha desenvolvido um
composto, o] 3-bromopiruvato, que
apresentava uma toxicidade seletiva
para as células tumorais e que ¢é
transportado para a célula via MCTs, os
quais estdo sobre-expressos em varios
tipos de <cancro. Assim, comegamos a
tentar elucidar o mecanismo de agao
deste composto, explorando as
alteracdes que ocorriam na célula
tumoral e a importancia dos MCTs no seu
mecanismo de agao.

Posteriormente, alargamos a nossa
investigacdo a outros compostos inibidores
do metabolismo, e «com toxicidade para
células tumorais. Respondendo agora a
segunda parte da pergunta, qualquer
investigacdo, como é o caso desta, que
estude o efeito toxico de compostos, pode
ter aplicagdo forense. A otimizacao de
estudos clinicos e a individualizacdo de
tratamentos, é um campo onde se cruzam a
drea biomédica e a area forense. Mas temos
também outros projetos que se enquadram,
até mais diretamente, na area forense. Por
exemplo, estudos de proteinas/enzimas que
desempenham um papel central no
metabolismo de medicamento e xenobidticos
a que nos encontramos expostos. 0Os genes
que codificam para essas enzimas sao
muitas das vezes altamente polimérficos,
levando a uma diferente resposta por parte
de cada individuo. Neste contexto, estudos
de genotipagem (usando DNA extraido de
diferentes matrizes biolégicas) sdo
importantes para poder correlacionar esses
polimorfismos com a biotransformagao de

xenobidéticos, apresentando este estudo
elevada aplicabilidade quer a nivel
biomédico, quer a nivel forense. Temos

também uma colaboracdo com o Prof. Ricardo
Dinis, coordenador dos ciclos de estudo da
area forense, que consiste em realizar
estudos comparativos dos efeitos
toxicolégicos e da farmacodinamica do
tramadol e do tapentadol, dois analgésicos
(principalmente o] primeiro) bastante
prescritos para o tratamento da dor,
utilizando modelos in vitro e in vivo.
Este é mais um exemplo de estudos onde a
area biomédica e forense se cruzam. Estive
também envolvida na escrita de um capitulo
do 1livro Toxicologia Forense, coordenado
pelos Profs. Ricardo Dinis, Félix Carvalho
e Maria de Lourdes Bastos e editado pela
Lidel, sobre os mecanismos de toxicidade
do monéxido de carbono e <cianetos e
consideragbes médico-legais.
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APCF- Quando surgiu o 1interesse pela investigagdo nesta area? Tém alguma
investigacdo que possa ser relacionada com a area forense?

AC: Durante o meu percurso académico,
desde cedo tive a oportunidade de integrar
a atividade de investigag¢do desenvolvida
na institui¢dao. Neste ambito, participei
em varios congressos nacionais e
internacionais, onde apresentei o meu
trabalho e publiquei alguns resultados em
proceedings. Neste momento, estou
integrada no grupo de investigacao ligada
a area da oncobiologia do IINFACTS, a
desenvolver o meu projeto de doutoramento.
0 objetivo do meu trabalho é esclarecer a
relacao entre o microambiente e o
metabolismo das células tumorais.

TOXICOLOGIA

TOXICOLOGIA
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APCF- Venceram o prémio para melhor poster: Em que consiste a investigagdo ?

0Q+AC: A nossa investigagdo nos ultimos tempos tem sido focada no estudo do
metabolismo da célula tumoral e na atividade de compostos com atividade anti-tumoral
que atuam em alvos metabdlicos. Temos também dado particular atencdo a estudos de
mecanismos moleculares associados a fenotipo de resisténcia a mdltiplos farmacos
nestas células, assim como a relagdo que existe entre as caracteristicas do
microambiente tumoral, o metabolismo celular e esse fendtipo de resisténcia. Assim,
resumidamente, a nossa investigag¢do foca-se principalmente no metabolismo da célula
tumoral e na importancia dos transportadores transmembranares na atividade anti-
tumoral de compostos atuando em alvos metabélicos, assim como a influéncia do acido
latico nesse processo. Pretendemos estudar diferentes moduladores metabdélicos, que
tém como alvo diferentes vias bioenergéticas, nomeadamente o seu efeito na
viabilidade e metabolismo celular, assim  como no microambiente tumoral.
Adicionalmente, exploramos a ligag¢do que existe entre metabolismo da célula tumoral,
0 microambiente e a resisténcia a terapia.

APCF-Na vossa opinido, quais os aspectos mais positivos da vossa investigagdo?

0Q+AC: Bem, alguns dos aspetos positivos e gratificantes consistem em momentos como
este, em que vemos 0 nosso trabalho reconhecido. Também ja ganhamos uma vez um
prémio da sociedade portuguesa de senologia, por um trabalho que foi publicado
nesta tematica, utilizando como modelo o cancro da mama. Este tipo de estimulos
incentiva o nosso dia-a-dia, pois permite-nos certificar sobre a pertinéncia
daquilo que fazemos no dia-a-dia no laboratério e na nossa investigacao.
Relativamente a resultados bastante positivos decorrentes da nossa investigacao
realgo alguns resultados preliminares que nos mostram que a utilizagdo do tipo de
compostos que estamos a estudar com atividade anti-metabdélica, podem ser uma boa
estratégia para ultrapassar a resisténcia a terapia anti-tumoral, a qual continua a
ser um dos maiores entraves no sucesso do tratamento do cancro. E minha forte
convicgdo que o futuro do tratamento do cancro vai passar por terapia combinada, e
a exploragdo desta area pode ser muito promissora nesse sentido.
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APCF- Quais sdo as perspectivas futuras deste trabalho?

0Q + AC: Agora que vimos resultados promissores com a utilizagao
destes compostos, quer a nivel do seu potencial para diminuir a
agressividade das células tumorais, quer ao nivel de poderem ser
utilizados em tratamentos combinados, por diminuirem a
resisténcia aos chamados farmacos convencionais, pretendemos
fazer estudos de forma a torna-los mais seletivos, uma vez que
0s seus alvos metabolicos também existem nas células saudaveis.
Neste momento iremos utilizar como modelo o cancro do pulmdo,
mas depois os estudos podem estender-se a outros tipos de
cancro. Para 1isso iremos usar nanoparticulas para encapsular
estes farmacos, que possuem dominios de ligagdo a recetores que
apresentem uma maior expressdao nas células tumorais (como por
exemplo o recetor do fator de crescimento epidérmico, no caso do
cancro do pulmdo) e comparar os efeitos do composto encapsulado
e ndo encapsulado. Além disso, pretendemos também fazer estudos
in vivo, para melhor avaliar a eficacia e seguranga destes
compostos, nomeadamente no que diz respeito ao seu efeito nas
células ndo tumorais.

APCF-Na vossa opinido, quais os aspectos mais positivos da
vossa investigacgdo?

0Q+AC: Bem, alguns dos aspetos positivos e gratificantes
consistem em momentos como este, em que vemos O nosso trabalho
reconhecido. Também ja ganhamos uma vez um prémio da sociedade
portuguesa de senologia, por um trabalho que foi publicado nesta
tematica, utilizando como modelo o cancro da mama.

Este tipo de estimulos incentiva o nosso dia-a-dia, pois permite-nos certificar sobre
a pertinéncia daquilo que fazemos no dia-a-dia no laboratério e na nossa
investigacdo. Relativamente a resultados bastante positivos decorrentes da nossa
investigacdo realco alguns resultados preliminares que nos mostram que a utilizacao
do tipo de compostos que estamos a estudar com atividade anti-metabdlica, podem ser
uma boa estratégia para ultrapassar a resisténcia a terapia anti-tumoral, a qual
continua a ser um dos maiores entraves no sucesso do tratamento do cancro. E minha
forte convicgdao que o futuro do tratamento do cancro vai passar por terapia
combinada, e a exploracao desta area pode ser muito promissora nesse sentido.

APCF-Que outros projectos gostariam de desenvolver no futuro?

0Q + AC: Ha sempre muita coisa em mente. Mas gostariamos de fazer projetos em que se
pudessem integrar as mais-valias dos diferentes grupos de investigacao da entidade
instituidora e onde pudéssemos aplicar o know-how que fomos adquirindo com este
projeto. Isso tem sido desde ha uns tempos a politica do IINFACTS, o centro de
investigacdo a que pertencemos, mas neste ano ja foi posto em pratica. E muito
estimulante esta partilha de conhecimentos, permite-nos alargar os horizontes e
fazer projetos mais completos, com maior capacidade de reflexdo, gerando assim
conhecimento e inovagdo. Gostariamos também de desenvolver projetos que possam ser
aplicados na nossa pratica de ensino. A investigacdo e a educag¢do no Ensino Superior
sdo indissociaveis e a sua ag¢do sinérgica promove o0 avango do conhecimento
necessario para um ensino de exceléncia. Acima de tudo, gostariamos de desenvolver
projetos com impacto no bem-estar das pessoas. Este é um objetivo institucional, mas
principalmente pessoal.
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Leia aqui, o resumo do Poster:

COMPARISON OF 3-BROMOPYRUVATE EFFECT IN PARENTAL AND IN RESISTANT

BREAST CANCER CELL LINE

Introduction: The majority of tumor cells
presents a metabolic reprogramming,
consisting of a metabolic shift in energy
production, from oxidative phosphorylation
to glycolysis, even in the presence of 02,
which is named "Warburg effect"*?, 3-
bromopyruvate (3BP) is a drug targeting
glucose metabolism and inhibiting energy
production in tumor cells, both at glycolysis
and at mitochondrial level. Nevertheless, in
spite of the wide range of tumor types
affected by 3BP, some cases of 3BP resistance
in cancer cells have been reported. However,
the mechanisms involved in the development
of 3BP cell resistance are yet to be clarified.
Theidentification of key processes involved in
3BP resistance can lead to the discovery of
new targets and new therapeutic strategies”.
Aims: The aim of the present study was to
create a 3BP resistant cell line in order to
understand the molecular mechanisms
underlying such resistance. A breast cancer
cell line previously characterized as being
sensitive to 3BP, was chosen as parental cell
line.

Materials and Methods: All experiments
involving cell cultures were performed on a
laminar flow chamber, under aseptic
conditions. The cytotoxic effect of 3BP was
evaluated by the SRB assay. To determine the
IC50 of 3BP, cells were seeded, incubated
overnight to adhere and exposed to different

3BP concentrations during 16h. Drug-
resistant cells were created by repeatedly
exposing the cells growing in culture to
increasing concentrations of the drug. The
surviving daughter resistant cells can be then
compared to the parental sensitive cells,

Autores:

Ana Margarida Barbosa

Andrea Cunha

usiné cell viability 'assays such as the SRé
assay. Lactic acid and glucose were measured
using a commercial kit and the values were
normalized for the total biomass at the time
ofthe assay, evaluated by the SRB assay. Both
were quantified by spectrophotometric
measurements. The expression of the MCT4
was assessed by Western-blotting of total
protein extracts.

Results: It has been found that the sensible
breast cancer cell line and the resistant breast
cancer cell line presented some differences in
basal conditions, namely in cell morphology
(cytoplasm opacity, cell shrinkage and
increased vacuolation), migration and
metabolism. Concerning their response to
3BP, further differences were observed in
both kinds of cell lines, namely concerning
3BP effect on cell migration and on glucose
metabolism, besides the already mentioned
effect on its cytotoxicity. 3BP induced a
relevant decrease of cell migration in the
sensible breast cancer cell line, in contrast to
what happened with the resistant cancer cell
line, where no significant differences were
observed in 3BP treated or untreated cells.
Concerning cell metabolism, 3BP induced a
decrease in glucose consumption in both
sensible and resistant cancer cell line, but this
effect was more evident in the parental cell
line. Aiming to determine the influence of the
3BP monocarboxylate transporters, namely
isoforms 1 and 4, in the 3BP resistance
phenotype, their expression was assessed.

As the creation of a cell line resistant to one
compound often induces resistance to other
drugs, it was also aim of this work to observe
if this happens with the 3BP resistant cell line
created.

Conclusions: In summary, a resistant cell line

to 3BP was successfully constructed. This cell

line presented alterations, comparing to the
parental one in basal conditions

(morphology, cell migration and lactate

production/efflux), in 3BP response (toxicity,

cell migration and glucose metabolism) and
in resistance to other compounds.
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