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Resumo 

Apesar do grande progresso no desenvolvimento de protocolos de tratamento do 

câncer, a eficácia da terapia de diversos tumores ainda é um desafio, principalmente 

nos casos metastáticos. Desta forma, o conhecimento dos mecanismos moleculares 

por trás das diferentes etapas do processo metastático é de grande importância para 

o estabelecimento de novos protocolos terapêuticos. Neste contexto, a identificação 

de mediadores chaves em vias de sinalização que fornecem vantagens às células 

tumorais para sobrevivência em condições atípicas, como é o caso da metástase, 

tem se mostrado promissor. Em células eucarióticas, fosforilação e desfosforilação 

catalisadas por proteínas quinases e proteínas fosfatases, respectivamente, são as 

principais formas de regulação pós-tradução. Estudos conduzidos por nosso grupo 

foram os primeiros a demonstrar que membros da família das proteínas tirosina 

fosfatases (PTPs): Proteína Tirosina Fosfatase de Baixa Massa Molecular 

(LMWPTP) e Proteína Tirosina Fosfatase 1B (PTP1B) têm papeis relevantes na 

progressão do câncer e correlação com pior prognóstico. Portanto, o presente 

estudo teve como principal objetivo investigar se o nível de ambas PTPs, em células 

de tumores gastrointestinais se correlaciona com maior capacidade de interação das 

mesmas com plaquetas. Ademais, a capacidade do análogo do piruvato (3-

Bromopiruvato) em atuar como disruptor desta interação e da hiper-reatividade 

plaquetária foi avaliada. Para tal, foram realizadas análises de expressão (gênica e 

proteica), nível de fosforilação, atividade enzimática, migração, formação de 

colônias, utilização de cultura 2D e 3D, bem como foi empregada a técnica de 

silenciamento CRISPR-Cas9. Além disso, foi feita uma ampla análise da expressão 

de LMWPTP em amostras de pacientes (plaquetas e biópsias de tecidos) e em 

banco de dados públicos disponíveis. Foi identificado que na concentração de 

100µM, 3-Bromopiruvato foi capaz de reduzir a porcentagem de agregação 

plaquetária em indivíduos sadios e pacientes com câncer gastrointestinal. Os 

resultados obtidos nesse estudo mostraram que: 1) O 3-Bromopiruvato diminui a 

atividade da LMWPTP e PTP1B, com reflexo na diminuição da hiper-reatividade 

plaquetária; 2) Alterações morfológicas em células CRC induzidas por plaquetas 

favorecem migração e maior capacidade de formação de sítio secundário; 3) 3-

Bromopiruvato tem potencial para ser utilizado visando à prevenção do 

tromboembolismo e etapa pré-metastática em pacientes oncológicos. Em conjunto, 

os resultados deste estudo demonstram que LMWPTP e PTP1B participam de 

diversos eventos e componentes do processo de metástase, principalmente na 

primeira etapa disseminação hematogênica (crosstalk plaquetas-células tumorais), 

contribuindo para maior agressividade dos tumores. 
 



Abstract 
Despite great progress in the development of cancer treatment protocols, the 

effectiveness of therapy for several tumors is still a challenge, especially in metastatic 

cases. Thus, knowledge of the molecular mechanisms behind the different stages of 

the metastatic process is of great importance for the establishment of new 

therapeutic protocols. In this context, the identification of key mediators in signaling 

pathways that provide survival advantage for tumor cells, even under atypical 

conditions, such as metastasis, has attracted attention. In eukaryotic cells, 

phosphorylation and dephosphorylation, catalyzed by protein kinases and protein 

phosphatases, respectively, are the main ways of post-translational regulation. 

Studies conducted by our group were the first to demonstrate that members of the 

family of protein tyrosine phosphatases (PTPs): Low Molecular Protein Tyrosine 

Phosphatase (LMWPTP) and Protein Tyrosine Phosphatase 1B (PTP1B) have 

relevant roles in cancer progression and correlation with worse prognosis. Therefore, 

the main goal of the present study was to investigate whether the level of both PTPs 

in gastrointestinal cancer cells correlates with their greater ability to interact with 

platelets. In addition, the ability of a pyruvate analog (3-Bromopyruvate) to act as a 

disruptor of this interaction and of platelet hyperreactivity was evaluated. To drive 

those results, it was analyzed expression, phosphorylation status, enzymatic activity, 

migration, colony formation, 2D and 3D cultures, as well as, knockdown using 

CRISPR-Cas9. Further, it was investigated the expression of LMWPTP in patient 

samples (platelets and tissue biopsy) and public data record available. It was 

identified that at a concentration of 100µM, 3-Bromopyruvate was able to reduce the 

percentage of platelet aggregation from healthy individuals and patients with 

gastrointestinal cancer. The results obtained in this study showed that: 1) 3-

Bromopyruvate decreases the activity of LMWPTP and PTP1B, reflecting the 

decrease in platelet hyper-reactivity; 2) Platelet-induced morphological changes in 

CRC cells favor migration and secondary site formation; 3) 3-Bromopyruvate has the 

potential to be used in order to prevent thromboembolism and pre-metastatic stage in 

cancer patients. Altogether, it was demonstrated that LMWPTP and PTP1B 

participate in several events and components of the metastasis process, in the first 

step of hematogenous dissemination (cancer cell-platelets crosstalk), contributing to 

greater aggressiveness of the tumors. 
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1. Introdução 

1.1.  Câncer gastrointestinal 

 Apesar dos grandes avanços no tratamento e diagnóstico de câncer, a 

incidência e mortalidade dessa doença continuam altas. De acordo com estimativas 

da Organização Mundial da Saúde (OMS), em 2018, houve 9,6 milhões de mortes 

em decorrência de câncer, sendo 18,1 milhões de novos casos para o mesmo 

período. Este número tende a aumentar tanto nos países em desenvolvimento 

quanto nos desenvolvidos, visto que para 2040, as estimativas para esta doença 

serão de 29,5 milhões de novos casos e mais de 16 milhões de mortes em todo o 

mundo. Especialmente em câncer do trato gastrointestinal, dados de 2018 mostram 

que o câncer de estômago foi o quinto mais frequente em todo o mundo (1,0 milhão 

de casos); o câncer colorretal (CRC, do inglês colorectal cancer) foi o terceiro mais 

frequente em números de mortes (1,8 milhão de casos). Apesar da melhora na 

qualidade de vida de populações pobres nos países emergentes, houve aumento de 

hábitos nocivos à saúde e influenciadores no desenvolvimento do câncer, como 

sedentarismo, consumo excessivo de álcool e tabagismo, obesidade, diabetes, e 

acometimento por doenças inflamatórias intestinais (Brenner et al, 2014; Bray et al, 

2018; Silva et al, 2018).  

No Brasil, a estimativa para os anos de 2020-2022, aponta para a ocorrência 

de aproximadamente 700 mil casos novos de câncer por ano, reforçando a 

magnitude do problema do câncer no país. Especificamente, para o câncer de 

estômago foi estimado para 2020, 13.360 casos novos em homens e de 7.870 em 

mulheres. Sem considerar os tumores de pele não-melanoma, o câncer de 

estômago é o sexto mais frequente nas regiões Sudeste e Sul - (INCA, 2020), com 

número de mortes: 14.761; sendo 9.387 homens e 5.374 mulheres (INCA-SIM, 

2018). Já para CRC, é estimado para 2020, 20.540 casos novos em homens e de 

20.470 em mulheres. Sem considerar os tumores de pele não-melanoma, o CRC é o 

segundo mais frequente nas regiões Sudeste e Sul - (INCA, 2020). Número de 

mortes: 19.603; sendo 9.608 homens e 9.995 mulheres (INCA-SIM, 2018). Nesse 

sentido, desde a década de 1970, a taxa de incidência de novos casos de câncer 

gastrointestinal aumenta significativamente. Nos Estados Unidos da América, 

anualmente ocorre aumento de cerca de 3% na incidência de CRC, especialmente 

na população jovem-adulta, ou seja, que apresenta idade igual ou inferior a 50 anos. 

Na população europeia, a incidência de CRC é maior na faixa etária de 20 a 39 anos 
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(Edwards et al, 2010; Vuik et al, 2019).  

 De maneira geral, 75-80% dos CRCs se desenvolvem de maneira esporádica, 

a partir de um desequilíbrio entre a proliferação e a morte de células epiteliais 

intestinais dessa região que adquirem altas taxas de proliferação e baixas taxas de 

mortalidade (Morán et al, 2010). De fato, o acúmulo de alterações genéticas em 

genes como APC, P53, K-RAS, PTEN, PI3KCA contribui para a gênese e 

progressão maligna do CRC (Imai & Yamamoto, 2008; Therkildsen et al, 2014). 

Geralmente, o CRC está confinado à parede do cólon ou à região dos linfonodos 

regionais. Nestes estágios, esse câncer é normalmente através da cirurgia de 

remoção do tumor combinada com quimioterapia (Markowitz et al, 2009; Howlader et 

al, 2013). Entretanto, em 25% dos casos de CRC, há o acometimento de eventos 

metastáticos para órgãos anatomicamente distantes e, portanto, os protocolos 

terapêuticos são geralmente ineficazes. Os órgãos comumente afetados são pulmão 

e fígado, mas também pode apresentar como alvo ossos (Robinson et al, 2017). 

Dentre os pacientes com metástases, somente 13% apresentam taxa de sobrevida 

de 5 anos (Markowitz et al, 2009; Howlader et al, 2013; Ganesh et al, 2019).  

 Além disso, pacientes acometidos por diversos tipos de câncer desenvolvem 

desequilíbrios relacionados à coagulação, uma vez que diversas evidências indicam 

o envolvimento de plaquetas com metástase e disseminação hematogênica (Medina 

et al, 2006; Labelle et al, 2014), e o número de eventos de trombose em pacientes 

com câncer é maior do que em indivíduos sadios. Portanto, o melhor entendimento 

das alterações moleculares em CRC é essencial para a descoberta de alvos 

terapêuticos mais efetivos e precisos, para aqueles pacientes que apresentam baixa 

resposta aos tratamentos atuais e com perfil metastático. 

 

1.2.  Função plaquetária 

Plaquetas são fragmentos celulares anucleados de origem mieloide que 

circulam no sangue e apresentam funções específicas (Garraud & Cognasse, 2015). 

São formadas a partir do citoplasma de megacariócitos e sua membrana é composta 

por fosfolipídios associados à glicoproteínas, integrinas e diversos receptores que 

são essenciais para ativação e promoção de suas funções: adesão e agregação. O 

número de plaquetas circulantes no corpo humano é da ordem de 1012. A meia-vida 

dessas células é de 8-10 dias, e as plaquetas remanescentes são processadas no 

baço ou no fígado. Com tamanho pequeno, aproximadamente 2-3μm de diâmetro e 
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formato discoide, plaquetas apresentam um volume mínimo acoplado a um 

citoesqueleto adaptado à circular por todo sistema circulatório (Patel et al, 2005). 

Semelhante às células de origem, as plaquetas contêm proteínas, RNAs, e 

organelas, como ribossomos, lisossomos e mitocôndrias, que coordenam os 

processos fisiológicos dessas células, incluindo síntese proteica, apoptose, autofagia 

e liberação de vesículas extracelulares (Aslan et al, 2011; Zufferey et al, 2012; 

Zharikov & Shiva, 2013; Best et al, 2015; Lee et al, 2016; Alberio et al, 2017; Mills et 

al, 2017; Ponomareva et al, 2017). Além disso, plaquetas contêm dois tipos de 

grânulos, alfa (α), denso (δ) e T (Thon et al, 2012). Durante a produção de 

plaquetas, megacariócitos produzem os grânulos, em especial os do tipo α, evento 

que compartilha a mesma via de produção de vesículas extracelulares. O conteúdo 

e carga liberados do α-grânulo interferem na ação dos agonistas, o que permite a 

plaqueta exercer diferentes funções específicas ao estímulo. Plaquetas atuam em 

diversos processos fisiológicos: (i) contenção de sangramento como principal 

maquinaria de formação de coágulo, (ii) na formação de vasos sanguíneos, pelo 

suprimento de fatores angiogênicos e anti-angiogênicos, (iii) reparação de tecido 

como principal ferramenta no processo de cicatrização e regeneração, e (iv) também 

atua no sistema imune (Andrade et al, 2019).  

A função tradicional de plaquetas envolve majoritariamente a formação de 

tampão plaquetário para controlar sangramento, e por isso são considerados os 

primeiros agentes no controle de dano tecidual. O primeiro estímulo para plaquetas 

é a interação transiente com colágeno exposto pela lesão do tecido. A força 

hemodinâmica e a proximidade com o vaso induzem a primeira etapa de aderência 

pela interação de Glicoproteína Ib-V-IX de plaquetas com o Fator de von Willebrand 

(FvW) do vaso. Essa interação transiente suporta a estabilização da plaqueta no 

vaso e mantém o fluxo do processo de agregação (Figura 1). Glicoproteína IV 

(GPIV), integrina α2β1 e αvβ3 interagem fortemente com colágeno e a interação por 

adesão é estabelecida. Para seguir com o processo de ativação propriamente, a 

Glicoproteína IIb-IIIa interage com o ADP, estimulando a liberação de grânulos e 

amplificação do processo de ativação e agregação (Bambace & Holmes, 2011; 

Oliveira et al, 2013; Reinhart et al, 2013; Shin et al, 2017; Pugh et al, 2017). 

Trombina interage com receptores do tipo ativado por proteases (PAR, do inglês 

Protease-activated receptor), e nessa etapa, a plaqueta apresenta mudança 

morfológica de discoide a estrelar, e assim estão totalmente ativadas. O formato 
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estrelar aumenta a superfície de contato dessa plaqueta, que favorece o processo 

de adesão. E especificamente na última etapa do processo de agregação, fibrina 

formado a partir de fibrinogênio, por ação de trombina, é capaz de interagir com 

Glicoproteínas IIb-IIIa e assume a liderança no processo de formação de coágulo, 

com a participação de fatores solúveis, como fator XIII (Mosesson et al, 2001; 

Lisman et al, 2005; Litvinov et al, 2016). 

 

 
Figura 1. Etapas da ativação plaquetária até formação de agregado. A ativação 
plaquetária vai ocorrer através da exposição de colágeno e FvW, levando ao 
processo de adesão. Em seguida, a liberação de grânulos plaquetários vão 
desencadear a segunda onda de ativação plaquetária com alteração na morfologia 
de plaqueta de discoide a estrelar, e ao final, as plaquetas formarão agregados. 

 

No entanto, as funções não tradicionais exercidas pelas plaquetas - como 

participação na metástase - merecem destaque, uma vez que os principais 

componentes intraplaquetários e receptores de membrana que contribuem para a 

resposta hemostática podem estar relacionados diretamente com a progressão 

maligna do câncer. Diversos mecanismos estão envolvidos com a ativação 

plaquetária induzida por células tumorais, e o potencial metastático de células 

tumorais está relacionado à habilidade dessas células interagirem com plaquetas, 

pois essa interação confere vantagens de sobrevivência (Medina et al, 2006; Oliveira 

et al, 2013). 
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1.2.1. Como plaquetas favorecem ou contribuem para a progressão de 

doenças? 

Além da importante contribuição de plaquetas na homeostase, pacientes com 

diversas doenças, como por exemplo, em câncer, doenças cardiovasculares 

(diabetes, hiper-colesterolemia e hipertensão) e infecção viral (exemplificada pelo 

coronavírus e influenza) desenvolvem aumento de função plaquetária. A 

hiperagregabilidade está relacionada ao aumento de reatividade plaquetária frente a 

estímulos, e esse fenômeno é causa de eventos trombóticos (Willoughby et al, 2002; 

Cooke et al, 2013; Koupenova et al, 2019; Lippi et al, 2020). A hiperagregabilidade 

plaquetária pode ser atribuída a eventos de tromboembolismo venoso (VTE, do 

inglês venous thromboembolism) e trombose arterial (AT, do inglês arterial 

thrombosis). Esses eventos sobrepõem parcialmente, uma vez que apresentam os 

mesmos fatores de risco (Aronson e Brenner, 2018). E de fato, a incidência de VTE 

não é independente de AT (Navi et al, 2017). 

Armand Trousseau foi o primeiro a descrever que a desordem plaquetária 

pode estar relacionada com doenças, em que foi associado o maior risco de eventos 

trombóticos em pacientes com câncer (Trousseau, 1895). Baseado nisso, a 

Síndrome de Trousseau consiste em um maior número de VTE comparando 

indivíduos sadios e pacientes com câncer. VTE é a segunda maior causa de mortes 

em pacientes com câncer, e é a maior causa de hospitalizações e aumento de 

gastos hospitalares (Khorana et al, 2016). Além disso, VTE em pacientes com 

câncer de trato gastrointestinal (esôfago e estômago) está relacionado à diminuição 

de sobrevivência: pacientes que não apresentam VTE têm a sobrevida de 18 meses, 

enquanto pacientes que apresentam VTE têm sobrevida de 13,9 meses (Marshall-

Webb et al, 2017). Aproximadamente 20% de pacientes com câncer desenvolvem 

tromboembolismo, incluindo eventos pulmonares e venosos, e o risco é 

especialmente alto em pacientes com câncer de estômago e pâncreas. Em relação 

às estatísticas de AT, durante os primeiros 6 meses após o diagnóstico de câncer, a 

incidência de AT em pacientes com câncer aumenta em 2 vezes comparado com 

indivíduos sadios (Navi et al, 2017). A hiper-reatividade plaquetária contribui para o 

aumento do risco dessas complicações. Entretanto, não existe um método 

disponível e validado para monitoramento das implicações clínicas da 

hiperagregabilidade plaquetária (Haemmerle et al, 2018).  
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A hiperagregabilidade plaquetária está associada ao efeito de tumores sobre 

a função plaquetária. O tumor pode estimular a agregação plaquetária pela interação 

direta, por moléculas de adesão, e/ou pelo delivery de material tumoral (como por 

exemplo, vesículas extracelulares e/ou fatores diversos). Esse fenômeno é descrito 

como indução de ativação plaquetária por célula tumoral (TCIPA, do inglês tumor cell 

induced platelet activation), recentemente, chamado de “educação” plaquetária 

(Adachi et al, 1986; Best et al, 2015). A hiperagregabilidade, assim como VTE, é 

consequências de TCIPA. Esse processo de educação plaquetária pelo tumor está 

relacionado ao aumento da reatividade plaquetária aos processos de adesão e 

suporta a disseminação hematogênica como etapa do processo metastático. O VTE 

vem sido associado a diversos cânceres, como carcinoma renal (Park et al, 2019); 

carcinoma hepatocelular (Sahara et al, 2020); câncer de pulmão (Chen et al, 2019); 

câncer de esôfago e estômago (Marshall-Webb et al, 2017). 

 

1.3.  Etapas da metástase – sobrevivência de células tumorais circulantes 

Metástase é a causa de cerca de 90% das mortes associadas ao câncer e os 

mecanismos que governam este processo são pouco entendidos. Durante a 

disseminação metastática, uma célula de um tumor primário executa a seguinte 

sequência de etapas: invasão localizada, intravasão para circulação sanguínea, 

sobrevivência na circulação sanguínea, extravasão para o tecido ou órgão, formação 

de micrometástases e colonização (Fidler, 2003; Chaffer & Weinberg, 2015) – 

(Figura 2). Um tumor primário pode lançar milhões de células diariamente para a 

corrente sanguínea, e eventualmente, as metástases se desenvolvem. Ao observar 

apenas o processo de metástase em relação às células tumorais, é possível dizer 

que é um processo ineficiente, uma vez que células tumorais individualmente falham 

na execução em uma, ou mais de uma, das etapas requeridas para a cascata de 

metástase, outros fatores são necessários para auxiliar na acomodação das células 

tumorais disseminadas no organismo. Durante esse processo, inúmeros desafios e 

estímulos impactam o potencial metastático das células tumorais. Metástases para 

órgãos distantes dependem, em grande parte, da disseminação hematogênica, ou 

seja, auxílio de fatores presentes no sistema circulatório. Portanto, interações 

cooperativas e dinâmicas entre células tumorais e células sanguíneas contribuem 

para o grau de eficiência de ocorrência da metástase (Borensztajn et al, 2008; Spek 

et al, 2015).  
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Figura 2. Etapas do processo metastático. A célula tumoral em fase de migração 
metastática deve seguir o fluxo de invasão localizada, intravasão para circulação 
sanguínea, sobrevivência na circulação sanguínea, extravasão para o tecido ou 
órgão, formação de micrometástases e colonização. 
 

Uma vez na circulação, a eficiência da disseminação das células tumorais 

depende da capacidade das mesmas formarem êmbolos mistos com elementos 

figurados do sangue, principalmente plaquetas. De forma geral, fator tecidual, 

selectinas e vias de sinalização podem promover a ativação plaquetária pela 

interação entre células tumorais e plaquetas. Em termos moleculares, o fator 

tecidual, expresso nas células tumorais, dispara a formação de trombina e, 

consequentemente, leva à ativação das plaquetas e da cascata de coagulação. 

Portanto, a fibrina produzida se ligará às integrinas das células tumorais (ανβ3) e 

das plaquetas (αIIbβ3) levando à formação de agregados células tumorais-fibrina-

plaquetas (Koizume & Miyagi, 2014; Van Es et al, 2014) – (Figura 3). 
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Figura 3. Interação célula tumoral e plaqueta. Células tumorais podem ativar a 
função plaquetária através da interação direta célula tumoral-plaqueta. O efeito é 
mimético ao de agonistas, uma vez que proteínas da membrana da célula tumoral 
podem interagir com glicoproteínas e outros receptores plaquetários e iniciar a 
cascata de ativação plaquetária. Uma vez que a plaqueta está ativada, ocorre à 
exposição de P-Selectina, um importante fator de adesão (Adaptado de Bambace & 
Holmes, 2011). 
  

Além disso, a interação das células tumorais com plaquetas é mediada por 

moléculas de adesão, principalmente as selectinas. Selectinas são glicoproteínas 

localizadas em membranas que se ligam especificamente a carboidratos, presentes 

em diferentes moléculas como glicoproteínas, glicolipídios e 

glicosaminoglicanos/proteoglicanos. Existem três tipos de selectinas em mamíferos: 

a P-selectina, encontrada em plaquetas e células endoteliais; a L-selectina, 

encontrada em leucócitos; e a E-selectina, encontrada em células endoteliais. A 

interação de selectinas com seus ligantes depende, em parte, de uma estrutura de 

carboidratos carregados negativamente. Usualmente, a ligação se dá entre a 

selectina e agregados de um antígeno contendo carboidrato conhecido como 

sialosil-Lewis x/a. Este antígeno é encontrado em diferentes moléculas e tem sido 
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considerado um marcador tumoral. Por exemplo, sialosil-Lewis-a é o antígeno 

reconhecido por CA19-9, que é útil para o acompanhamento clínico de pacientes 

com tumor de ovário. Além disto, a expressão de antígenos sialosil-Lewis x/a em 

carcinomas de mama, cólon, próstata, vias biliares, estômago e pulmão é um fator 

de mau prognóstico. Estes antígenos geralmente se apresentam em glicoproteínas, 

classificadas como membros da família das mucinas, as quais aumentam a 

tendência de agregação plaquetária. Desta forma, aumenta-se a probabilidade da 

formação de um êmbolo misto, constituído de células tumorais e plaquetas, que 

poderia atuar como “blindagem” das células tumorais e, consequentemente, evasão 

frente ao sistema imune. A P-selectina é essencial para a formação do êmbolo. Foi 

demonstrado que animais deficientes em P-selectina apresentaram menor 

propensão à progressão de carcinomas de cólon e que a disfunção plaquetária 

estava associada com menor propensão de metástases (Khorana, 2003; Gil-

Bernabé et al, 2013; Coupland & Parish, 2014). 
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Figura 4. Interação de células tumorais e plaquetas na circulação sanguínea. 
Diversas células tumorais podem ser liberadas pelo tumor na circulação sanguínea, 
mas somente algumas obtem sucesso no processo de colonização metastática. A 
formação de um êmbolo misto (célula tumoral-plaqueta) auxilia na proteção da célula 
tumoral frente ao fluxo hemodinâmico e sistema imune. 
 

A terapia com agentes inibidores de ativação plaquetária em câncer foi 

sugerida em 1989 por Zacharski e colaboradores como alternativa para inibir 

metástase. Sendo assim, a investigação de potentes candidatos a inibidores da 

ativação e agregação plaquetária se faz necessária (Bambace & Holmes, 2011). 

Agonistas fisiológicos que promovem ativação plaquetária e amplificam essa 

resposta são utilizados como ferramentas para elucidar mecanismo de ação de 

pequenas moléculas como antiagregantes e antimetastáticos. Dentre os agonistas 

temos: ADP (interage com receptores específicos [P2Y12 e P2Y1] e glicoproteínas 

IIb-IIIa [i.e. Integrina α2β3]); colágeno (interage com receptores de glicoproteínas Ia-

IIa [integrina α1β2] e VI [GPIV]; também pode ser utilizado para monitorar a inibição 
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de ciclooxigenase e avaliar a via da fosfolipase C); trombina (é um agonista utilizado 

principalmente com plaqueta lavada, uma vez que a exposição de fosfolipídios de 

membrana forma uma superfície negativa e regula o processo de coagulação via 

formação de trombina; a resposta à trombina permite também investigar a ocorrência 

da secreção de grânulos); adrenalina (a agregação estimulada por adrenalina 

também é dependente de integrina α2β3, no entanto, adrenalina interage com 

receptores α-adrenérgicos); e ristocetina (um antibiótico que atua como cofator da 

ligação de Fator de von Willebrand (FvW) plasmático e glicoproteína Ib [GPIb] 

plaquetário. A resposta plaquetária frente a ristocetina mostra ausência ou 

deficiência de interação de glicoproteína GPIb-IX e FvW) (Bambace & Holmes, 2011; 

Ministério da Saúde, 2012; Oliveira et al, 2013).  

 

1.4.  Proteínas tirosina fosfatases  

As vias de transdução de sinais são essenciais para que células possam 

responder, de forma transiente, aos diversos estímulos do microambiente. Para tal, é 

necessário que mediadores das cascatas de sinalização sejam regulados através de 

modificações pós-tradução de proteínas. Dentre as diferentes modificações pós-

tradução, a fosforilação/desfosforilação é a principal forma de modulação covalente 

rápida e reversível de proteínas (Tamura et al, 2004; Jailkhani et al, 2011). O 

grupamento fosfato em resíduos específicos de aminoácidos de uma proteína pode 

“criar” um novo sítio de reconhecimento para interações proteína-proteína, controlar 

a estabilidade proteica e, mais importante, pode regular a atividade enzimática. 

Desta forma, a fosforilação de resíduos de tirosina, serina e treonina, mediada pelo 

balanço entre a ação de proteínas quinases (PKs, do inglês protein kinase) e 

proteínas fosfatases (PPs, do inglês protein phosphatase) é reconhecida como fator 

crucial na geração e regulação de sinais necessários para a sobrevivência, 

proliferação, diferenciação e morte celular (Jailkhani et al, 2011). Nesse contexto, 

mudanças anormais na atividade dessas enzimas podem proporcionar 

consequências graves que incluem diabetes, obesidade, inflamação, doenças 

imunológicas, neurodegenerativas e neoplasias (Mustelin et al, 2005; Ferreira et al, 

2006; Souza et al, 2009; Jailkhani et al, 2011; Lee et al, 2015; Ferreira et al, 2019). 

Com base na função, estrutura, sequência, especificidade, sensibilidade a 

ativadores e inibidores, as PPs podem ser divididas em duas grandes famílias: 

serina/treonina fosfatases e tirosina fosfatases (PTPs, do inglês protein tyrosine 
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phosphatase) - (Aoyama et al, 2003; Ferreira et al, 2006). No genoma humano já 

foram identificados 107 genes que codificam enzimas da família das PTPs (Mustelin 

et al, 2005; Alonso et al, 2004; Souza et al, 2009; Caselli et al, 2016). Em relação à 

função, estrutura, sequência de aminoácidos e resíduos de aminoácidos presentes 

em seus domínios catalíticos, as PTPs podem ser divididas em quatro subfamílias: 

PTPs da classe I, classe II, classe III e classe IV. Nesta tese, foi enfatizado às 

proteínas tirosina fosfatases de baixo peso molecular (LMWPTP, do inglês low 

molecular weight protein tyrosine phosphase) e proteína tirosina fosfatases 1B 

(PTP1B, do inglês protein tyrosine phosphatase 1B). 

 

1.4.1. Proteínas tirosina fosfatases (LMWPTP e PTP1B) no câncer 

Até poucos anos atrás fosfatases eram sido consideradas como supressores 

de tumor, entretanto têm surgido evidências para o papel de alguns membros da 

família PTP na iniciação de vários tipos de cânceres (Zhao et al, 2015).  

LMWPTP constitui um grupo de enzimas tirosina específicas de 18 kDa 

(pertencentes à classe II), também conhecidas como acid phosphatase (ACP)1, 

amplamente expressas em diferentes tecidos. Em humanos, essas enzimas são 

codificadas por uma única cópia do gene ACP1, localizado no cromossomo 2, cuja 

transcrição origina quatro diferentes RNAs mensageiros através de um complexo 

sistema de splicing alternativo. Das quatro isoformas de LMWPTPs apenas duas, 

isoforma (IF) 1 e 2, demonstram ser cataliticamente ativas, exercendo funções até o 

momento consideradas como idênticas (Modesti et al, 1998; Souza et al, 2009). 

LMWPTP influencia a fosforilação de mediadores de vias de sinalização envolvidas 

no câncer e, portanto, se postula tratar de uma enzima promotora de tumor. Estudos 

mostram que o aumento na expressão de LMWPTPs é suficiente para induzir a 

transformação celular e que a atividade dessas enzimas está fortemente 

correlacionada ao desenvolvimento e progressão de tumores em modelos animais. 

De fato, análises de tumores humanos têm revelado alta prevalência da forma 

desfosforilada e oncogênica do receptor EphrinA2, o que tem sido associado ao 

aumento da expressão de LMWPTPs (Kikawa et al, 2002; Chiarugi et al, 2004; 

Locard-Paulet et al, 2016). Malentacchi e colaboradores (2005) avaliaram os níveis 

de expressão de LMWPTPs em amostras de tumores de mama, cólon, pulmão e em 

neuroblastoma. Os resultados mostraram aumento na expressão de LMWPTPs na 

maioria das amostras analisadas, indicando também a existência de significante 
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correlação entre os níveis de expressão de LMWPTPs como principais 

características clínico-patológicas comuns de cada tipo de câncer. Adicionalmente, o 

aumento na expressão de LMWPTPs demonstrou ser indicativo de prognóstico 

menos favorável, constituindo marcador da agressividade tumoral (Malentacchi et al, 

2005; Souza et al, 2009; Ruela-de-Sousa et al, 2016). Nosso grupo de pesquisa foi o 

primeiro a demonstrar que a inibição da LMWPTP torna as células leucêmicas, 

anteriormente resistentes, sensíveis a quimioterápicos (Ferreira et al, 2006; Ferreira 

et al, 2012). Além disso, demonstramos que células de leucemia mieloide crônica 

humana (K562) transfectadas com o gene da LMWPTP se tornaram menos 

sensíveis ao tratamento com vincristina, em relação às células não transfectadas 

(Ferreira et al, 2012). Reportamos também que a LMWPTP, nas células leucêmicas 

resistentes, é crucial para a manutenção da atividade das proteínas quinases Src e 

Bcr-Abl e, consequentemente, manter a agressividade destas células (Ferreira et al, 

2012). Mas recentemente, reportamos que a LMWPTP contribui para a manutenção 

do efeito Warburg em células da leucemia mieloide crônica resistente a 

quimioterápicos, fato que também fornece vantagem metabólica a estas células para 

a resposta contra estresse oxidativo (Faria et al, 2017; Faria et al, 2020). 

Apesar das evidências sobre a LMWPTP atuar como promotora de tumores, 

até então não havia evidências clínicas, nem mecanismo de ação convincente para 

o papel desta enzima no desenvolvimento e progressão tumoral. Portanto, 

realizamos dois estudos em parceria com o grupo do Prof. Maikel Peppelenbosch 

envolvendo pacientes com CRC e próstata (Hoekstra et al, 2015; Ruela-de-Sousa et 

al, 2016). Em ambos os estudos, foi observado que o aumento da expressão da 

LMWPTP se correlaciona com a malignidade destes tumores, sugerindo que esta 

enzima tem um grande potencial como biomarcador preditivo do estágio de 

desenvolvimento da doença e prognóstico. Ademais, especificamente no CRC, 

analisamos a expressão da LMWPTP (em nível proteico) em biópsias de pacientes 

classificadas como de baixo grau de displasia, alto grau de displasia, 

adenocarcinoma e grupo controle. De forma interessante, observamos que a 

expressão da LMWPTP aumentou de forma significativa com o aumento da 

gravidade da doença. Além disso, deve-se destacar que a expressão desta enzima 

se manteve alta em células de CRC que metastizaram para o fígado (Hoekstra et al, 

2015). 

 



30 
 

 

A PTP1B tem função bem estabelecida no metabolismo através da regulação 

da fosforilação dos receptores de insulina. De fato, aumento de expressão de 

PTP1B está associado à obesidade, bem como inibidores para essa proteína são 

estudados como potenciais fármacos para uso em diabetes do tipo 2 (Lessard et al, 

2010). Além disso, a PTP1B está associada a mau prognóstico e perfil invasivo em 

câncer colorretal (Chen et al, 2014; Hoekstra et al, 2016), proliferação e metástase 

em câncer de pulmão (Liu et al, 2015), resistência a morte por anoikis (quando há 

perda de adesão celular, importante para o processo de migração) em câncer de 

mama (Hilmarsdottir et al, 2017), e diretamente associada a malignidade em câncer 

de próstata, estômago e ovário (Wang et al, 2012; Wang et al, 2018). Os 

mecanismos pelos quais PTP1B promove agressividade tumoral envolvem a 

participação de quinases como FAK, Src e Erk (MAPK), em que aumento de 

atividade dessas proteínas estão diretamente relacionados à proliferação e migração 

celular (Wang et al, 2012; Liu et al, 2015).  

 No contexto de sinalização intra-plaquetária, o estudo de fosfatases (incluindo 

as proteínas tirosina fosfatases) não é tão aprofundado quanto em outras doenças, 

como câncer e doenças metabólicas. A presença de LMWPTP em plaquetas foi 

descrita pela primeira vez em 2007, em que se sugeriu que a atividade positiva de 

LMWPTP estaria relacionada à diminuição de função plaquetária. Entretanto, 

nenhuma avaliação de função plaquetária foi realizada nesse estudo de Mancini e 

colaboradores, 2007 - (Mancini et al, 2007). Por outro lado, a PTP1B foi descrita 

como importante mediador da sinalização positiva de eventos de adesão, o qual é 

fundamental para função plaquetária. Sendo assim, a investigação molecular 

aprofundada dessas fosfatases poderia impulsionar o desenvolvimento de 

compostos que atuam nessas enzimas, como alvo terapêutico (Ragab et al, 2003; 

Arias-Salgado et al, 2005; Mori et al, 2012). 

Diante dessas evidências acreditamos que a LMWPTP apresenta um grande 

potencial como alvo para a investigação sobre metástase em câncer gastrointestinal, 

ao considerar o contexto da primeira etapa da disseminação hematogênica 

(interação células tumorais-plaquetas). 
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1.5.  3-bromopiruvato 

 3-bromopiruvato (3BP) é um análogo do piruvato e atua como agente 

alquilante cujo mecanismo químico proposto é uma substituição nucleofílica 

através do mecanismo de substituição nucleofílica 2 com grupo(s) tiol(ois) 

nucleofílico(s). Com a clivagem do bromo (grupo abandonador), um centro 

alquilante (eletrofílico) é exposto a alvos nucleofílicos, como por exemplo, os 

grupos tiol (–SH) de proteínas. Enzimas do metabolismo energético como 

hexoquinase, enzima málica, glutamato desidrogenase, piruvato desidrogenase, 

succinato desidrogenase, fosfoenolpiruvato carboxiquinase, gliceraldeído 3-fosfato 

desidrogenase, 3-fosfoglicerato quinase e enzimas mitocondriais geralmente 

apresentam grupos tiois em sua estrutura. Desta forma, o 3BP causa um grande 

impacto no metabolismo energético e consequente morte celular. Células tumorais 

apresentam elevado consumo de glicose devido à demanda energética para 

proliferação, e fornecimento de substratos a partir de intermediários do 

metabolismo de glicose e ciclo de Krebs para síntese de biomoléculas. Sendo 

assim, muitas células tumorais são sensíveis ao 3BP (Nilsson et al, 2015; Jardim-

Messeder & Moreira-Pacheco, 2016). No entanto, o alvo, bem como os efeitos do 

3BP no metabolismo oxidativo, depende da disponibilidade e tipo de nutrientes 

(Pereira da Silva et al, 2009). Uma vez que o 3BP apresenta potente ação 

antitumoral e a baixa toxicidade na maioria das células normais, estudos clínicos 

foram estimulados como, por exemplo, foi demonstrado que o 3BP é eficaz no 

tratamento de carcinoma hepatocelular fibrolamelar (Ko et al, 2012; Azevedo-Silva 

et al, 2015). Apesar dos mecanismos de ação do 3BP como agente antitumoral 

estarem bem descritos na literatura (Azevedo-Silva et al, 2016; Lis et al, 2016), o 

uso desse composto na resposta plaquetária é um ponto de investigação inédito. O 

mecanismo de ação do 3BP frente a enzimas do metabolismo de glicose também 

aponta para o potencial antiagregante desse composto. Tison e colaboradores 

(1983) reportaram que inibidores da glicólise afetam função plaquetária, ao diminuir 

agregação frente à agonistas como ADP, adrenalina e colágeno (Tison et al, 1983; 

Ravi et al, 2015).  
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2. Objetivos 

2.1. Objetivo geral 

Elucidar os mecanismos moleculares da interação de células tumorais e plaquetas, 

no nível de sinalização celular, de maneira a diminuir a migração e proliferação de 

células tumorais em câncer colorretal (CRC) e disseminação hematogênica, com 

foco em proteínas tirosina fosfatases. 

 

2.2. Objetivos específicos  

2.2.1. Avaliar os efeitos do 3-bromopiruvato na função plaquetária em indivíduos 

sadios e pacientes com câncer gastrointestinal, a fim de compreender os 

mecanismos moleculares (e potenciais alvos terapêuticos) que coordenam a 

hiper-reatividade plaquetária in vitro e ex vivo, frente à exposição com diversos 

agonistas e a interação de células tumorais e plaquetas. 

2.2.2. Investigar a contribuição de LMWPTP em células tumorais frente a alterações 

morfológicas na presença de plaquetas, com foco em eventos de migração e 

proliferação celular; 

2.2.3. Elucidar LMWPTP como assinatura biológica em tumores gastrointestinais a 

partir da análise de bioinformática (dados de repositórios públicos) e 

investigação em biópsias de pacientes. 
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3. Materiais e métodos 

3.1.  Linhagens celulares  

As linhagens celulares foram obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ, 

BR) e The Global Bioresource Center (ATCC, EUA). Detalhes das linhagens 

celulares na Tabela 2.  

 

3.2.  Reagentes e anticorpos 

Reagentes foram adquiridos de Sigma Aldrich (MO, EUA), Santa Cruz, Merck 

Millipore (MA, EUA), Chronolog (PA, EUA). Para detalhes dos compostos utilizados 

para o tratamento de plaquetas, verificar a Tabela 1. 

Anticorpos foram adquiridos de Santa Cruz Biotech. (TX, EUA), Cell Signaling 

Technology (MA, EUA), Signal Way Antibodies (MD, EUA). Para mais detalhes, 

verificar Tabela 4. 

 

Tabela 1. Compostos utilizados para tratamento de plaquetas.  

Reagente Companhia Código 

3-bromopiruvato Sigma Aldrich 16490-10 

PP2 Sigma Aldrich P0042 

CinnGel Santa Cruz 205633 

NSC87887 Merck Millipore 565851 

Colágeno Chronolog 385 

Ristocetina Chronolog 396 

 

3.3.  Cultura de células 

O cultivo das linhagens celulares de CRC wild type e silenciadas para LMWPTP foi 

realizado em meio de cultura indicado pelo BCRJ (Tabela 2 e 3), nos quais foi 

adicionado 100U/mL de penicilina, 100µg/mL de sulfato de estreptomicina e 

suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB). As células foram cultivadas em 

atmosfera umidificada, 5% CO2 a 37°C. 
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Tabela 2. Informações sobre linhagens celulares 

Linhagem HCT116 HT29 Caco-2 T84 

Paciente 
Homem, 48 
anos 

Mulher, 44 anos 
Homem, 72 
anos 

Homem, 72 
anos 

Órgão 
Cólon 
ascendente 

Cólon Cólon 
Cólon, derivado 
de pulmão 

Doença 
Carcinoma 
colorretal 

Adenocarcinom
a colorretal  

Adenocarcinom
a colorretal  

Carcinoma 
colorretal 

Estágio Dukes’ D Dukes’ C   

Derivado 
de 

Tumor primário Tumor primário  
Tumor 
secundário 

MSI 
status 

MSI MSS MSS MSS 

CIMP 
painel 1 

+ + + Ø 

CIMP 
painel 2 

+ + - Ø 

CIN - + + Ø 

KRAS G13D WT WT G13D 

BRAF WT V600E WT WT 

PIK3CA H1047R P449T WT G542L 

PTEN WT WT WT WT 

TP53 WT R273H E204X WT 

Meio de 
cultivo 

McCoy5A McCoy5A DMEM DMEM 

(Ahmed et al, 2013; Brattain et al, 1981a; Brattain et al, 1981b; Eshleman et al, 
1995; Fogh et al, 1977; Liu et al, 2006; Griffin et al, 2011; Takawa et al, 2011; 
Mouradov et al, 2014). 
 

Tabela 3. Linhagens celulares silenciadas 

Linhagem 
Técnica 
silenciamento 

Obtenção 
Meio de 
cultivo 

HT29 LMWPTP KD CRISPR Dr. Fuhler DMEM 

HCT116 shLWMPTP Lentivírus Hoekstra et al, 2015 DMEM 

 

3.4. Oncomine™ e GEOdata  

Dados de transcriptoma disponíveis em repositórios públicos foram analisados para 

validação das hipóteses frente à análise de imunohistoquímica. Análise em 

Oncomine™ e GEOdataset foi feita conforme descrito anteriormente (Hoekstra et al, 

2015). A partir da busca por gene ACP1 comparando dados de tecido de câncer e 

normal, o perfil de expressão público disponível em Oncomine™ (Analysis type; 

Cancer vs. Normal Analysis; Esophageal or Gastric or CRC) e GEO profiles foram 

avaliados de acordo com a apresentação formal de Oncomine™ e análise de 
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transcritos disponíveis em GEO Profiles. Os GEO Datasets que foram avaliados para 

estômago: GEO Dataset Record GSE13861 (transcript 201629_s_at) comparou 71 

amostras de tecido de câncer de estômago com 19 tecidos normais de estômago 

[Illumina HumanWG-6 v3.0 expression beadchip (Illumina, Inc., California, USA)], 

(Cutcutache et al, 2016),  GSE35809 (transcript U25849_at) comparou 3 amostras 

de tecido de câncer de estômago com 10 tecidos normais de estômago [GeneChip 

Human Genome U133 Plus 2.0 Array (Affymetrix, California, USA)], (Shi et al, 2017), 

GSE2685 (transcript 201630_s_at) comparou 22 amostras de tecido de câncer de 

estômago com 8 tecidos normais de estômago [GeneChip HuGeneFL array; 

Affymetrix, California, USA)], (Hippo et al, 2002). Para CRC, foram avaliados 33 

dados públicos disponíveis em Oncomine e GEO Dataset Record (transcript 

201630_s_at) comparou 34 amostras de tecido de CRC com 15 tecidos normais de 

cólon [GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0 Array (Affymetrix, California, USA)], 

(Alhopuro et al, 2012). 

 

3.5.  Imunohistoquímica 

Imunohistoquímica foi realizado conforme descrito anteriormente (Hoekstra et al, 

2015). Cortes histológicos de 5μm fixados em parafina-formalina (FFPE) foram 

desparafinizados em xileno e reidratados em diferentes porcentagens de álcool. O 

reestabelecimento de antígenos foi feito em tampão citrate (pH 6.0) a 95°C por 15 

minutos. As peroxidases endógenas foram bloqueadas através da imersão dos 

slides em peróxido de hidrogênio (3%-PBS). Em seguida, foi feito o bloqueio através 

da incubação em goat sérum (10%-PBS) por 1 hora em temperatura ambiente. 

Anticorpo primário ACP1/LMWPTP (1:100 em 5% BSA-PBS) e PTP1B (1:50 em 5% 

BSA-PBS) foi incubado overnight a 4°C. Anticorpo secundário goat anti-mouse-HRP 

(Dako, Bélgica) foi incubado por 1 hora. E a marcação com hematoxilina-eosina foi 

feita por 3 minutos. As imagens foram adquiridas em microscópio Nikon (Nikon Inc., 

Japão) e a contagem de células positivas bem como a intensidade de marcação foi 

feita pelo sistema (Allred et al, 1998).  

 

3.6.  Dosagem de MTT 

As células CRC foram plaqueadas na densidade de 1.5x104 células/poço em placas 

de 96 poços e incubadas a 37ºC, 5% CO2 por 48 horas. Em seguida, a capacidade 

de redução do MTT pelas células foi analisada, para isso o meio foi removido e 
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adicionado aos poços meio sem soro contendo MTT (0.5 mg/mL). Após incubação 

por 3 horas a 37°C, o meio foi retirado cuidadosamente e foi adicionado 100μL de 

etanol para solubilização do formazan. As placas foram agitadas por 10 minutos e a 

absorbância correspondente a cada poço foi lida em espectrofotômetro (ELx 800 

BIO-TEK) em λ = 570nm. Os valores no gráfico foram expressos em absorbância. 

Para plaquetas, ensaio de MTT foi realizado conforme descrito anteriormente (Shiri 

et al, 2014). Resumidamente, PRP foi plaqueado e tratado em placas de 96-poços 

por 3 horas (volume total por poço 180μL). 20μL de MTT (Sigma Aldrich, EUA) em 

solução (5mg/mL em PBS) foram adicionados por poço. Após incubação por 4 horas 

a 37°C, a placa foi centrifugada a 2500rpm, 10 minutos, e a solução de MTT foi 

retirada e os cristais de formazan formados foram solubilizados em 100μL de etanol. 

A absorbância foi medida em λ = 585nm com leitor de placas (BioRad, EUA). 

 

3.7.  Preparação de plaquetas  

Após assinatura do termo de consentimento livre esclarecido [Ethical Committee 

Project NL66029.078.18 aprovado pelo Comitê de Ética da Erasmus Medical Center 

(Anexo 3)], sangue total de indivíduos sadios (n=19) e pacientes com câncer 

gastrointestinal (n=6) foram coletados em tubos plásticos contendo 3.8% de citrato 

trissódico (v/v). Sangue total foi centrifugado a 1500rpm, 10 minutos, 22°C, e Plasma 

Rico em Plaquetas (PRP) foi coletado. Para obtenção de Plasma Pobre em 

Plaquetas (PPP), após coleta de PRP, o restante do material foi centrifugado a 

2500rpm, 10 minutos, 22°C, e sobrenadante foi coletado e utilizado na agregação 

plaquetária por meio óptico. Para análises específicas, foi utilizado NaCl (0.9%) para 

lavagem de plaquetas conforme descrito anteriormente (Andrade et al, 2016). Todos 

os experimentos foram realizados usando a concentração de 20-30x104 

plaquetas/µL. 

 

3.8.  Informação dos pacientes  

Sangue total foi coletado de três pacientes com neoplasia maligna esofágica e 

colorretal. A média de idade dos pacientes é 73±10 anos, sendo quatro homens e 

duas mulheres. Dois pacientes faziam uso de salbutamol, dois pacientes faziam uso 

de moduladores de pH gástrico (Esomeprasol e Famotidina), e dois pacientes faziam 

uso de fármaco anti-diabete (Hidroclorotiazida). Um paciente fazia uso de 

paracetamol, e outro fazia uso de metoclopramida e beclometazona. Nenhum dos 
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fármacos listados acima apresenta efeito antiplaquetário conforme brochura da 

Chronolog (Chronolog Corp., EUA). Todos os pacientes foram analisados aos pares 

com indivíduos sadios do mesmo gênero. 

 

3.9.  Agregação plaquetária por método óptico  

Uma alíquota de 500µL de PRP foi plaqueada em cubetas específicas de 

agregômetro e incubadas a 37°C por 5 minutos (fase pré-teste) na ausência ou 

presença de compostos (100µM 3-Bromopiruvato, 10µM CinnGel, 100µM 

NSC87887). Em seguida, durante a fase de teste e aquisição de dado, foi 

adicionado colágeno (2µg/mL) as amostras, com uso de PPP como baseline. A curva 

de agregação foi monitorada por 10 minutos após adição do agonista em 

agregômetro Chronolog (Chronolog Corp., EUA), seguindo descrição metodológica 

(Born & Cross, 1963). A porcentagem de agregação foi considerada o parâmetro de 

análise (Figura 5). 

 

 
Figura 5. Parâmetros avaliados em agregação plaquetária por sistema óptico. 
Após a adição do reagente, o tempo até a resposta de agregação ocorrer é 
denominado LagTime. O Slope é o parâmetro que avalia a intensidade da resposta 
frente ao agonista a partir do ângulo de decaimento da curva. A porcentagem de 
agregação refere-se à formação do agregado na cubeta (Silver et al, 1993). 
 
3.10. Citometria de fluxo com plaquetas 

Plaquetas lavadas foram incubadas com compostos 3BP (100μM); CinnGEL (10μM); 

e NSC87887 (100μM), por 60 minutos a temperatura ambiente, seguida de estímulo 

com colágeno (2μg/mL) ou ristocetina (1.25mg/mL) por 10 minutos). Após o 

tratamento, as amostras foram incubadas com anticorpos CD41b (92800/040408 

M1674); CD42b (65117/151106-M1729); CD62 (AK4) (304910-B239360 Becton, 
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Dickinson and Company, EUA) por 15 minutos e a citometria de fluxo foi realizada 

em MACSQuant® Analyzer 10 (EUA) e análise feita em FlowJo, LLC v10 (EUA). 

 

3.11. Interação célula tumoral e plaquetas 

Para experimentos de co-cultura, células CRC foram plaqueadas em placas de 24 

poços na densidade de (1.0x104 células/cm2) por 24 horas. Em seguida, células 

foram lavadas com PBS, e foi adicionado PRP em cada poço na ausência ou 

presença de colágeno (2µg/mL), 3BP (100µM), e incubadas por 6 horas. Após 

período de co-cultura, as imagens foram obtidas em microscópio (Nikon Inc, Japão) 

e plaquetas foram removidas e analisadas por western blot, conforme descrito 

anteriormente (Alves et al, 2015).   

Para avaliação do efeito de meio condicionado em plaquetas, o meio de cultura foi 

condicionado por 24 horas na presença das células tumorais. Após 24 horas, o meio 

sobrenadante foi coletado e centrifugado a 1500rpm, por 5 minutos, 22°C. O PRP foi 

tratado com meio condicionado por 6 horas e as plaquetas foram removidas e 

analisadas por western blot. 

Para o ensaio de formação de trombo, células CRC foram tripsinizadas (Tripsina-

EDTA) e lavadas 3 vezes com NaCl (0.9%), para remover o excesso de tripsina. 500 

μL de PRP foi incubado com células tumorais na densidade de 1.5x104 células/teste 

(protocolo escrito por Medina et al, 2006 com modificações) a 37°C por 5 minutos em 

fase pré-teste na ausência ou presença de 100µM 3BP. Em seguida, no início da 

fase de teste e aquisição de dado, foi adicionado colágeno (2µg/mL) nas amostras. A 

curva de agregação foi monitorada por 10 minutos após adição do agonista em 

agregômetro Chronolog (Chronolog Corp., EUA), seguindo descrição metodológica 

(Born & Cross, 1963). A porcentagem de agregação foi considerada o parâmetro de 

análise. 

 

3.12. Western Blot 

Células CRC foram plaqueadas em placas de petri 100mm, na densidade de 5.0x104 

células/cm2 para HT29, e 4.5x104 células/cm2 para HCT116 por 24 horas. Após esse 

período, as células foram submetidas à extração proteica com tampão de lise 

apropriado contendo inibidores de proteases [Tris-HCl 50mmol/L pH7.4; Tween 20 

1%; SDS 0.25%; NaCl 150 mmol/L; EGTA 1mmol/L; ortovanadato 1mmol/L; NaF 

1mmol/L; aprotinina 1μg/mL; leupeptina 10μg/mL; PMSF 1mmol/L]. As amostras 
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foram sonicadas e incubadas em banho de gelo por 2 horas. Em seguida, as 

amostras foram centrifugadas a 14.000rpm por 10 minutos. A quantificação proteica 

foi realizada por espectrofotometria pelo método de Bradford, utilizando kit comercial 

(Sigma-Aldrich, EUA) e albumina como padrão para as amostras de extrato total. As 

amostras foram incubadas à 95ºC por 5 minutos em tampão de amostra na 

proporção de 1:1 [Tris-HCl pH6.8 100mmol/L; azul de bromofenol 0.1%, Na2HPO2 

1mol/L, glicerol 20%, SDS 4%, DTT 200mmol/L]. Para a corrida eletroforética foi 

utilizado gel bifásico: gel de empilhamento (EDTA 4mmol/L, SDS2%, Tris-HCl pH6.8 

750mmol/L) e gel de resolução (EDTA 4mmol/L, SDS 2%, Tris-HCl pH8.8 50mmol/L). 

A corrida foi realizada a 120V por aproximadamente 1.5 horas. Após a eletroforese, 

as proteínas foram transferidas para uma membrana de PVDF (previamente 

incubadas em metanol) durante 2 horas a 400mA. Após a transferência, as 

membranas foram bloqueadas com Odyssey® Blocking Buffer por 1 hora. As 

proteínas avaliadas foram detectadas na membrana por incubação overnight, com 

anticorpo primário específico (Tabela 4). Em seguida, as membranas foram lavadas 

com TBS-T (TBS; 0.05% Tween 20) - (3 vezes, 5 minutos) e incubadas por 2 horas 

com o anticorpo secundário específico conjugado com peroxidase-HRP (diluição 

1:10000). Após este período, as membranas foram novamente lavadas com TBS-T 

(3 vezes, 5 minutos). O fotodocumentador utilizado foi Odyssey® (LI-COR 

Biosciences, EUA) e análise realizada em ImageLite® (LI-COR Biosciences, EUA). 

 
Tabela 4. Anticorpos usados em ensaio de western blot e microscopia 

Anticorpos Resíduo fosforilado Companhia Código 

Acp1 α/β   Santa Cruz Biotech.  sc-100343  

PTP1B   Santa Cruz Biotech. sc-14021  

β-actina  Santa Cruz Biotech. sc-47778  

p-Src family (Y416)  Ativador Cell Signaling  2101  

p-Src (Y572)  Inibitório Cell Signaling  2105  

Src   Cell Signaling 2123 

p-FAK (Y925)  Ativador SignalWay Antibodies  11123-2  

FAK  Cell Signaling 3285S 

p-Integrin βIII (Y773)  Ativador SignalWay Antibodies  11060-1  

p-Erk (T202/Y204) Ativador Cell Signaling 4370 

Erk  Cell Signaling 4695 (137F5) 

p-p38 (T180/Y182) Ativador Cell Signaling 4511 

p38  Cell Signaling 9228 
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Caspase-3  Cell Signaling 9662 

Cleaved Caspase-8  Cell Signaling 9496 

Bax  Cell Signaling 2772 

Bcl-2  Cell Signaling 2876 

α-tubulina  Cell Signaling 2125 

 

3.13. Imunoprecipitação 

A imunoprecipitação foi realizada conforme descrito anteriormente (Ferreira et al, 

2012). Brevemente, células foram lisadas com 100μL de Tampão de Lise (HEPES 

pH7.4 20mM, MgCl2 2.5mM, EDTA 0.1mM) em banho de gelo por 2 horas. Após 

centrifugação, seguiu-se a etapa de limpeza com adição de G-Sepharose beads 

(Thermo Scientific, EUA) aos extratos proteicos. Em seguida, apenas o lisado 

proteico foi incubado overnight a 4°C sob agitação com anticorpos para LMWPTP 

(informações consultar Tabela 1).  G-Sepharose beads foram adicionadas ao lisado 

e as amostras foram incubadas por 3 horas a 4°C sob agitação. As beads foram 

lavadas 3 vezes com tampão acetato (100mM) antes do ensaio de atividade de 

fosfatases. Para ensaio de atividade de fosfatase, foi realizada a quantificação 

proteica dos extratos celulares e normalizadas as amostras a 100µg/µL. 

 

3.14. Atividade de fosfatases 

Após imunoprecipitação, as beads foram ressuspendidas em tampão acetato e a 

atividade enzimática foi medida conforme: meio de reação (100μL) com tampão 

acetato 100mM, pNPP 5mM e fosfatases precipitadas. Após 60 minutos a 37°C e 

sob agitação (600rpm), a reação foi finalizada com 100μL de NaOH 1M. A 

absorbância foi medida a 405nm (espectrofotômetro BioRad, EUA). 

O efeito de 3-Bromopiruvato em LMWPTP foi examinado a partir do tratamento das 

células HT29 com 70μM de 3BP (IC50) por 24 horas e a enzima precipitada após 

tratamento.  

 

3.15. Ensaio de formação de colônia 

Células CRC foram plaqueadas na densidade de 2.0x103 células/poço em placa de 

6-poços por 24 horas. Após esse período, 250µL de meio de cultura (com SFB), PRP 

ou PPP foi adicionado em cada poço correspondente. As imagens de microscopia 

foram adquiridas utilizando microscópio Nikon (Nikon Inc, Japão) e EVOS Cell 
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Imaging Systems (Thermo Fisher Scientific, EUA).  

 

3.16. Microscopia confocal  

HT29 foi cultivada a 5.0x104 células/poço – 500µL, e HCT116 foi cultivada a 4.5x104 

células/poço – 500µL, em lamínulas por 24 horas. Após esse período, as células 

foram incubadas com meio de cultura (com SFB) e com meio de cultura com 

plaquetas (a 5%, em meio sem SFB) e cultivadas por 24 horas. Depois, células 

foram fixadas com paraformaldeído (4%) por 10 minutos, lavadas 3 vezes com PBS, 

permeabilizadas com Triton X-100 (0.01%-PBS) por 10 minutos, e bloqueadas com 

BSA (3%-PBS) por 1 hora. As células foram lavadas 3 vezes com PBS e incubadas 

overnight 4°C em câmara umidificada com anticorpos primários em BSA (1%-PBS) – 

(ver Tabela 1). As lamínulas foram incubadas com anticorpos secundários Alexa-

Fluor® Invitrogen 488 Mouse (diluição 1:500) - (Thermo Fisher Scientific, EUA) por 1 

hora. As lamínulas foram incubadas com DAPI-Invitrogen (Thermo Fisher Scientific, 

EUA) a diluição 1:1000. Depois, lamínulas foram montadas em lâminas. As imagens 

foram adquiridas em LEICA TCS SP5 II confocal microscope (Leica, Alemanha) no 

LaCTAD – UNICAMP com objetiva de 100X. Formato das imagens 1024x1024 and 

4x zoom óptico. Imagens foram analisadas utilizando Image J software (NIH, EUA).  

 

3.17. Modelo de cultura 3D 

O protocolo foi baseado em Souza et al, 2010. HCT116 e HT29 foram plaqueadas a 

3x104 células/poço – 1 mL, em placa de 24 poços e cultivadas em modelo 2D por 24 

horas. Na sequência, as células foram incubadas com 60µL de NanoShuttle 

(Nano3D Biosciences, EUA) na proporção de 2µL/1x104 células. Após 24 horas de 

magnetização, as células foram lavadas 2 vezes com PBS e enzimaticamente 

removidas com 350µL de tripsina. Para o controle, as células foram ressuspendidas 

com 750µL de meio de cultura McCoy 5A e plaqueadas a 1x104 células/poço – 100 

µl em placa de 96 poços com superfície repelente. Plaquetas foram ressuspendidas 

com as células e a mistura plaqueada imediatamente. A placa foi incubada em cima 

de drive magnético, com ímãs correspondentes aos 96 poços (Nano3D Biosciences, 

Greiner Bio-One, BR) para induzir a formação de esferoide. Após 24 horas, o drive 

magnético foi removido. As imagens foram adquiridas em microscópio Luma Scope 

(Etaluma Inc, EUA) em magnificação 10X após 120 horas de remoção do drive 

magnético. Para a marcação de imunofluorescência, os esferoides foram fixados 
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com paraformaldeído (4%) por 20 minutos, lavados com PBS, e permeabilizados 

com Triton X-100 (0,1%-PBS) por 20 minutos e bloqueados com BSA (3%-PBS) por 

1 hora. Os esferoides foram lavados 3 vezes com PBS e incubados por 48 horas a 

4°C em câmara umidificada com anticorpos primários em BSA (1%-PBS) – (ver 

tabela 1). Esferoides foram incubados com anticorpos secundários Alexa-Fluor® - 

Invitrogen 488 Mouse (Thermo Fisher Scientific, EUA) - (diluição 1:500) por 3 horas. 

Os esferoides foram incubadas com DAPI-Invitrogen (Thermo Fisher Scientific, MA, 

USA) e ActinGreen (Thermo Fisher Scientific, EUA) a diluição 1:1000 por 1 hora. 

Depois, lamínulas foram montadas em lâminas. As imagens foram adquiridas em 

microscópio Luma Scope (Etaluma Inc, Carlsbad, EUA) em magnificação 10X. 

Imagens foram analisadas utilizando Image J software (NIH, EUA). 

 

3.18. Formação de ferida 

HT29 e HCT116 foram plaqueadas na densidade de 1.8x105 células por poço em 

placa de 24 poços e cultivadas por 24 horas. Após esse período, a “ferida” foi feita 

na monocamada de células utilizando ponteira de 200uL, e as células foram tratadas 

com FSB (10% - controle) ou PRP (5% - estimulação plaquetária). O fechamento da 

ferida foi acompanhado por até 72 horas. As imagens foram obtidas utilizando 

microscópio LumaScope (Etaluma Inc, CA, USA) em 10X de magnificação. Barra de 

escala referente à 100µm. A análise foi feita por software ImageJ (NIH, EUA) e a 

área de migração foi quantificada em unidades arbitrárias (A.U., do inglês arbitrary 

units). 

 

3.19. Análise estatística 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). A 

análise estatística foi realizada utilizando-se teste t-student pareado. Para 

comparação entre grandes grupos, foi utilizada ANOVA (post-test Turkey). Foi 

adotado o nível de significância P<0.05.   
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Resultados e Discussão 

4.1. 3-Bromopiruvato atua como disruptor da resposta das plaquetas 

derivadas de indivíduos sadios e pacientes com câncer gastrointestinais 

e da interação plaquetas-células tumorais 

  

4.1.1. Modulação de proteínas quinases e fosfatases, em plaquetas de 

indivíduos sadios, por 3-bromopiruvato 

Assim como em câncer e outras doenças, grande parte da investigação de 

vias de sinalização em plaquetas tem como principal foco as quinases. Como parte 

de uma fase exploratória desse trabalho, foram feitos diversos experimentos 

investigativos frente a comportamento de plaquetas em relação a quinases, 

fosfatases e ao 3BP. Nesse sentido, foi investigada a influência do 3BP, em 

tratamento tempo-dependente, na atividade de quinases e nível da fosforilação em 

resíduo de tirosina (Figura 6). A atividade de Src e FAK foi associada ao aumento de 

função plaquetária (Guidetti et al, 2019), e de fato, observou-se o efeito de 3BP em 

Src e FAK, promovendo a diminuição da atividade dessas quinases. De forma 

interessante, o composto também modulou diferentemente, no decorrer do tempo, o 

perfil global de fosforilação em diversas proteínas, como observado pelo efeito em 

análise de fosfo-tirosinas. 

 

 
Figura 6. Influência do 3-bromopiruvato na fosforilação de proteínas plaquetárias. 
Western blot das amostras plaquetárias de indivíduos sadios tratadas com 3BP, de 0 
(controle) até 180 minutos, em duas concentrações de 50 e 100µM. β-actina foi 
utilizada como controle interno.  
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4.1.2. Proteínas tirosina fosfatases intracelular são diferentemente moduladas 

pelos agonistas da função plaquetária: colágeno e ristocetina 

 A relevância das proteínas quinases na função plaquetária tem sido mais 

explorada que as proteínas tirosina fosfatases, inclusive com algumas quinases 

apontadas como alvos farmacológicos (Vilahur et al, 2018). Com base no dado 

mostrado na Figura 6 que aponta diminuição da atividade de quinases, na etapa 

seguinte, a atividade global de fosfatases plaquetária foi analisada após estímulo 

com agonistas: colágeno e trombina (Figura 7). Colágeno tem atividade associada a 

eventos de adesão, enquanto trombina está associada a efeitos de agregação 

plaquetária (Senis et al, 2014; Ravi et al, 2015). Conforme observamos na Figura 7, 

o colágeno modula positivamente a atividade global de fosfatases, enquanto na 

presença de trombina se observa uma diminuição da atividade global de fosfatases. 

 

 

Figura 7. Análise global de fosfatases em plaquetas de indivíduos sadios na 
presença de agonistas. Análise global da atividade de fosfatases através de ensaio 
colorimétrico com utilização do substrato sintético (pNPP) em plaquetas ativadas por 
colágeno (A) e trombina (B).  
 

Nesse contexto, considerando a importância da LMWPTP na progressão 

tumoral, bem como, a importância das plaquetas para a disseminação hematogênica 

das células tumorais e que a atividade de fosfatase global sobre alteração em 

resposta aos agonistas, decidimos investigar se a LMWPTP pode ser modulada em 

virtude da ativação plaquetária por dois agonistas de eventos de adesão: colágeno e 

ristocetina. 

Como mostrado na Figura 8A, plaquetas de indivíduos saudáveis apresentam 

expressão da LMWPTP e também da PTP1B, essa última foi incluída na análise a 

fim que fosse possível identificar alguma especificidade de ação da LMWPTP, na 
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função plaquetária. No entanto, o tratamento das plaquetas com colágeno e 

ristocetina causou diferentes respostas em termos do nível de atividade de ambas 

as fosfatases. Colágeno provocou um aumento da atividade da LMWPTP e PTP1B 

(2 e 4 vezes, respectivamente) - (Figura 8B e C). Por outro lado, a ristocetina não 

causou alteração significativa da atividade da LMWPTP e aumento da PTP1B 

(Figura 6B e C). Esses dados indicam que a modulação da LMWPTP em resposta à 

ativação plaquetária é mais específica para o colágeno, enquanto a PTP1B parece 

ser mais promíscua, já que responde a ambos agonistas. 

 

 
Figura 8. LMWPTP e PTP1B respondem diferentemente ao estímulo de plaquetas 
por colágeno e ristocetina. (A) Análise de western blot de plaquetas de dois 
doadores diferentes indica a expressão de LMWPTP e PTP1B nessas amostras. β-
actina foi utilizada como controle interno. (B, C) Plaquetas foram estimuladas por 
colágeno (2µg/mL) ou ristocetina, em seguida as plaquetas foram lisadas e as 
fosfatases LMWPTP e PTP1B foram imunoprecipitadas, com subsequente dosagem 
da atividade de ambas as enzimas.  
 

Desta forma, analisamos mediadores de vias de sinalização responsivas ao 

colágeno, em plaquetas. A fosforilação constitutiva de FAK, integrina β3 e p38 

(Figura 9A-C) e ausência de ativação de Erk (Figura 9D) foram notadas em 

plaquetas. No entanto, o efeito mais proeminente em ativação da via de sinalização, 

por estímulo de colágeno, é visto em Src quinase, determinada pela fosforilação em 

resíduo de Y416 (resíduo ativador) – Figura 9E.  
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Para confirmar a importância da família de Src quinase na função plaquetária, 

foi analisada a resposta de função plaquetária através do ensaio de agregação na 

presença do inibidor seletivo de Src (PP2). De forma concordante, apenas quando o 

agonista colágeno foi utilizado, é possível observar redução de agregação na 

presença de PP2 (Figura 9F e Figura 26-I), fato não observado na agregação 

induzida pela ristocetina (Figura 9G e Figura 26-I). Portanto, esses dados sugerem 

que a ativação da agregação por colágeno é particularmente dependente da via de 

sinalização mediada por Src.  

 

 
Figura 9. Expressão de tirosina fosfatase e atividade de quinases em plaquetas 
estimuladas por colágeno – diferente sensibilidade frente a inibidor de Src e 
agonistas colágeno e ristocetina. Plaquetas foram estimuladas com colágeno 
(2µg/mL), seguida da análise de IntegrinaβIII, PTP1B, LMWPTP (A); FAK (B); P38 
(C); Erk (D) e Src (E) por western blot. β-actina e proteínas totais foram utilizadas 
como controle interno. (F-G) Plaquetas foram pré-incubadas com PP2 (inibidor de 
Src), por 5 minutos, seguido de estímulo com colágeno (2µg/mL) (F) ou ristocetina 
(1.25 mg/mL) (G). A agregação foi monitorada por 10 minutos após adição do 
agonista, no agregômetro da Chronolog.  
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4.1.3. 3-Bromopiruvato compromete a eficiência de resposta de plaquetas ao 

colágeno 

Com base nos dados mostrados, em que a atividade da LMWPTP e PTP1B é 

aumentada em plaquetas ativadas em resposta ao colágeno, decidimos investigar se 

o 3BP seria capaz de afetar a LMWPTP derivada de plaquetas e da PTP1B (essa 

última foi incluída na análise como padrão de comparação com a LMWPTP e 

também por evidências que é importante no processo tumoral – Hoekstra et al, 

2016). Portanto, a atividade das duas proteínas tirosina fosfatases (LMWPTP e 

PTP1B) e a expressão/fosforilação de quinases e integrina relevantes no processo 

de ativação plaquetária foram avaliadas. A atividade de LMWPTP (derivada das 

plaquetas estimuladas por colágeno) e PTP1B (recombinante) foi significativamente 

reduzida por 3BP (Figura 10). O ensaio foi realizado com proteína precipitada e 

recombinante, portanto, se avaliou a capacidade do 3BP atuar diretamente nessas 

enzimas. 

 

 
Figura 10. 3-Bromopiruvato tem capacidade de inibir fosfatases isoladas de 
plaquetas. Plaquetas foram estimuladas com colágeno (2μg/mL) e LMWPTP foi 
imunoprecipitada. Para a atividade de PTP1B, foi utilizada proteína recombinante 
humana. Seguindo o tratamento com 3BP, precipitados foram submetidos ao ensaio 
de atividade de fosfatase.  
 

Além disso, o tratamento das plaquetas com 3BP, por 10 minutos, reduz 

drasticamente a atividade constitutiva da Src (diminuição da fosforilação dos 

resíduos Y527 e Y416), bem como do nível de fosforilação da FAK e integrina 

(Figura 11).  

De forma interessante, esses efeitos no nível de fosforilação das proteínas 

Src, FAK e integrina foram mantidos quando as plaquetas foram pré-tratadas com o 

3BP, seguida da estimulação com o colágeno (agente pró-agregante) - (Figura 11C 
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e D). Entretanto, p38 MAPK é ativada nessas condições, demonstrado pelo aumento 

de fosforilação dos resíduos T180 e Y182 (Figura 11E). A estimulação da p38, após 

o tratamento das plaquetas com o colágeno, pode ser um indicativo da ação anti-

agregante desse composto. Recentemente, Hsia e colaboradores (2018) 

demonstraram que o flavonoide morina (também inibidor de LMWPTP) inibiu a 

agregação plaquetária, e manteve ativada a p38 (Hsia et al, 2018; Lyman et al, 

2019). Em conjunto, esses dados sugerem que a estimulação de plaquetas por 

colágeno aumenta a atividade de fosfatases e de Src, ambas as quais estão 

reduzidas após o tratamento com 3BP. 

 

 
Figura 11. 3-Bromopiruvato inibe a sinalização intracelular em plaquetas. (A-B) 
Plaquetas foram pré-tratadas com 3BP por 10 minutos. A análise de western blot foi 
realizada para as proteínas indicadas na figura, e β-actina e Src total foram 
utilizadas como controle interno. (C-E) Plaquetas foram pré-tratadas com 3BP por 10 
minutos e incubadas com colágeno (2μg/mL). A análise de western blot foi realizada 
para as proteínas indicadas na figura, e β-actina foi utilizado como controle interno. 
 

4.1.4. 3-Bromopiruvato diminui o efeito pró-trombótico do colágeno 

 Os efeitos inibitórios do 3BP em quinases e fosfatases de plaquetas nos 

levaram a investigar se esses efeitos seriam em decorrência do comprometimento 

da viabilidade das plaquetas. Portanto, foi avaliada a capacidade das plaquetas 

reduzirem o MTT (indicativo da função mitocondrial) e marcadores de morte celular 
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(caspases e proteínas pró- e anti-apoptóticas). 

Como mostrado na Figura 12A, o tratamento das plaquetas com o 3BP não 

comprometeu a integridade das caspases -8 e -3, ou seja, ambas não foram 

clivadas. Desta forma, apesar do 3BP inibir as quinases Src e FAK das plaquetas, 

indução de morte por apoptose não foi disparada por esse composto. A clivagem das 

caspases -8 e -3 é um marcador de morte celular por apoptose (Davison et al, 2004; 

Liu et al, 2017). Além disso, os níveis de expressão de proteínas pró-apoptótica Bax 

e anti-apoptótica Bcl-2 estão inalterados após o tratamento com 3BP em plaquetas 

(Figura 12B). 

A via glicolítica tem sido descrita como um importante mediador da função 

plaquetária (Ravi et al, 2015; Nayak et al, 2018). Portanto, tendo em vista que o 3BP 

é capaz de inibir enzimas dessa via metabólica e enzimas mitocondriais (Azevedo-

Silva et al, 2015), avaliamos se esse efeito também ocorre nas plaquetas. Para tal, 

foi avaliada a capacidade das plaquetas reduzirem o corante MTT a formazan 

(processo dependente, primordialmente, da função mitocondrial) – (Vistica et al, 

1991). Como mostrado na Figura 12C, o tratamento das plaquetas com o 3BP 

causa uma diminuição da capacidade dessas células metabolizarem o MTT. 

 

 
Figura 12. 3BP diminui atividade metabólica e função plaquetária. (A, B) Plaquetas 
foram submetidas a 50μM e 100μM de 3BP pelos tempos indicados, e a expressão 
de Bcl2 e BAX (A), bem como caspase clivada (B) foram determinadas por western 
blot. β-actina foi utilizada como controle interno. (C) Plaquetas isoladas foram 
submetidas a diferentes concentrações de 3BP, e a atividade metabólica foi medida 
pelo ensaio de MTT.  
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Devido à importância da Src quinase na agregação plaquetária mediada por 

colágeno, e ao efeito inibitório do 3BP na via de sinalização de Src, foi examinado se 

esse composto poderia interferir na ativação e agregação plaquetária em resposta a 

agonistas específicos. Conforme mostrado na Figura 13A e Figura 26-II, o 3BP (100 

μM) foi capaz de inibir a agregação plaquetária dependente de colágeno. O 

colágeno atua através da interação com integrina α1β2, integrina αvβ3 e 

Glicoproteína GPVI na superfície plaquetária (Roberts et al, 2004; Farndale, 2006). 

Ativação de plaquetas por colágeno é acompanhada pelo aumento de expressão de 

integrina β3, receptor de FvW e P-Selectina na superfície da plaqueta, e o 

tratamento com 3BP reduziu significativamente a expressão de integrina β3 e do 

receptor de FvW nessas células, conforme determinado por análise de citometria de 

fluxo (Figura 13B).  

 

 
Figura 13. Influência do 3BP na agregação plaquetária estimulada por colágeno. (A) 
Plaquetas foram pré-incubadas com 3BP (5 minutos) e em seguida estimuladas com 
colágeno (2μg/mL). A agregação foi acompanhada por 10 minutos após adição do 
agonista, no agregômetro da Chronolog. (B) Expressão de marcadores de ativação 
plaquetária na presença de 3BP. Plaquetas foram estimuladas com colágeno 
(2μg/mL), e a detecção de expressão de Integrina β3, receptor de FvW e P-Selectina 
foi feita usando anticorpos CD41b-FITC, CD42b-PE e CD62-APC, respectivamente, 
por citometria de fluxo.  
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Além disso, é possível observar os efeitos de 3BP em função plaquetária por 

análise de expressão de marcadores de ativação plaquetária expressos na 

membrana, como Integrina βIII, P-Selectina e receptor de fator de von Willebrand 

(FvW) por citometria de fluxo (Figura 14). No caso de plaquetas tratadas com 3BP e 

trombina, foi observado maior efeito em diminuição da expressão de P-Selectina, 

importante marcadora do processo de ativação plaquetária por sua expressão estar 

associada à fusão de grânulos a membrana plaquetária, através do recrutamento 

por diversos agonistas (Coupland e Parish, 2014). 

 

 
Figura 14. Influência do 3BP na ativação plaquetária estimulada por trombina. (A) A 
análise de western blot foi realizada para as proteínas indicadas na figura, e β-actina 
foi utilizado como controle interno. (B) Expressão de marcadores de ativação 
plaquetária na presença de 3BP. Plaquetas foram estimuladas com trombina 
(1U/mL), e a detecção de expressão de Integrina β3, receptor de FvW e P-Selectina 
foi feita usando anticorpos CD41b-FITC, CD42b-PE e CD62-APC, respectivamente, 
por citometria de fluxo. 
 

Por outro lado, a agregação plaquetária induzida por ristocetina, mediada pela 

interação com FvW em receptores GPIb (Kornblith et al, 2018), não foi reduzida pelo 

pré-tratamento de plaquetas com 3BP (Figura 15A, Figura 26-II), enquanto a 

expressão de integrina β3, receptor de FvW e P-Selectina na presença de ristocetina 

não foi afetada (Figura 15B). Sendo assim, os dados apresentados aqui, revelam 

que o 3BP é capaz de reduzir a ativação plaquetária seletivamente (em resposta ao 

colágeno), e essa ação não é em decorrência de indução de apoptose (morte) das 

plaquetas. 
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Figura 15. Influência do 3BP na agregação plaquetária estimulada por ristocetina. 
(A) Plaquetas foram pré-incubadas com 3BP (5 minutos) e em seguida estimuladas 
com ristocetina (1.25mg/mL). A agregação foi acompanhada por 10 minutos após 
adição do agonista, no agregômetro da Chronolog. (B) Expressão de marcadores de 
ativação plaquetária na presença de 3BP. Plaquetas foram estimuladas ristocetina 
(1.25mg/mL), e a detecção de expressão de Integrina β3, receptor de FvW e P-
Selectina foi feita usando anticorpos CD41b-FITC, CD42b-PE e CD62-APC, 
respectivamente, por citometria de fluxo.  
 

4.1.5. Função plaquetária é dependente de fosfatases específicas 

 Uma vez que o 3BP não é um inibidor específico de fosfatases, para confirmar 

o envolvimento de fosfatases na ativação plaquetária, foi verificada a função 

plaquetária com uso de inibidor da PTP1B. Como esperado, CinnGEL inibiu 

especificamente PTP1B (Figura 16A, parte de cima), mas não a LMWPTP (Figura 

16A, parte de baixo). Além disso, a inibição da PTP1B foi acompanhada pela 

redução de ativação de Src (Figura 16B). Em concordância, foi observado que a 

ativação plaquetária na presença de CinnGEL foi significativamente diminuída, com 

a inibição de PTP1B (Figura 16C). De forma interessante, a expressão de 

marcadores de ativação plaquetária induzida por colágeno: integrina β3, receptor de 

FvW e P-Selectina foi significativamente reduzida, quando a PTP1B foi inibida 

(Figura 14D).  
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Figura 16. Função plaquetária é afetada negativamente por inibidor seletivo de 
PTP1B. (A) Ensaio de atividade de fosfatase para PTP1B foi realizado com proteína 
recombinante humana. Para dosagem de atividade de LMWPTP, plaquetas foram 
estimuladas com colágeno (2ug/mL) e LMWPTP foi imunoprecipitada. Seguindo o 
tratamento com CinnGEL (inibidor de PTP1B), proteína recombinante e precipitados 
foram submetidos a ensaio de atividade de fosfatase. (B) Plaquetas foram pré-
tratadas com CinnGEL ou deixadas sem tratamento, por 5 minutos. Em seguida, 
foram deixadas sem estímulo. Análise de western blot foi feita para proteínas 
indicadas, sendo β-actina utilizada como controle interno. (C) Ensaio de agregação 
foi realizado utilizando colágeno após pré-tratamento com inibidor específico de 
PTP1B (CinnGEL). (D) Expressão de receptor de FvW (CD41-FITC), Integrina β3 
(CD42-PE) e P-Selectina (CD62-APC) foi investigada em plaquetas estimuladas por 
colágeno, pré-tratadas com inibidor específico de PTP1B (CinnGEL).  
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É digno de nota que quando foi utilizado inibidor da tirosina fosfatase SHP, 

NSC87887, a função plaquetária não foi afetada, tanto pela análise de agregação, 

quanto pela análise dos marcadores de ativação (Figura 17 e Figura 26-III). Esse 

resultado reforça a hipótese de seletividade de proteínas tirosina fosfatases na 

função plaquetária colágeno-dependente. De fato, SHP, especificamente a SHP-2, 

foi reportada como modulador negativo do processo de adesão, sendo a maior 

contribuição desta fosfatase em eventos agregantes e trombina-dependente 

(Edmead et al, 1999; Henshall et al, 2001), os quais não serão abordados nesse 

estudo. 

 

 
Figura 17. Função plaquetária não é inibida por inibidor seletivo de SHP1. (A) 
Ensaio de agregação plaquetária foi realizado com plaquetas estimuladas por 
colágeno, após pré-tratamento com específico inibidor de SHP (NSC87887). (B) 
Expressão de receptor de FvW (CD41-FITC), Integrina β3 (CD42-PE) e P-Selectina 
(CD62-APC) foi investigada em plaquetas estimuladas por colágeno pré-tratadas 
com inibidor específico de SHP (NSC87887). 
 

4.1.6. Duplo efeito de 3-bromopiruvato na pré-metástase: atuação na interação 

plaquetas-células de câncer colorretal 

Com base nos mecanismos moleculares disparados em resposta ao 

tratamento das plaquetas com 3BP, decidimos avaliar a resposta das células câncer 

colorretal a esse composto, pelo método de redução do MTT. As quatro linhagens 

analisadas tiveram comprometimento da viabilidade com valores de IC50 na faixa de 

40 a 80 μM (Tabela 5 e Figura 18A-B). O valor de IC50 obtido nesse projeto é 

coerente com dados publicados pela literatura (Sun et al, 2015; Chen et al, 2017). 

Esses valores encontram-se na média entre os valores de IC50 reportados em outros 

tipos de câncer pela literatura, como em Câncer de Próstata e Hepatocelular 

Carcinoma (Pichla et al, 2019; Sun et al, 2020). 
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Outro ponto investigado foi à capacidade do 3BP diminuir a atividade da 

LMWPTP. De fato, esse composto foi capaz de inibir a atividade dessa fosfatase 

(Figura 18C).  

 
Tabela 5. IC50 para células CRC. 

Linhagem celular IC50 (μM) Intervalo (μM) 

HCT116 41.81 35.44 – 49.33 

Caco-2 81.34 56.68 – 116.70 

T84 47.28 37.67 – 59.33 

HT29 72.79 69.40 – 76.35 

 

 
Figura 18. Efeitos de 3-bromopiruvato em células de câncer colorretal. (A-B) Gráfico 
de viabilidade celular para as células HCT116, Caco-2, T84 (A), HT29 (B). As células 
HCT116, Caco-2, T84, HT29 (1,5x105 células/poço) foram plaqueadas e cultivadas 
por 24 horas, em seguida o meio de cultura foi removido e foi adicionado meio de 
cultura contendo tratamento com 3BP. Após 24 horas, o meio de tratamento foi 
removido e MTT 0.5 mg/mL foi adicionado em meio de cultura sem SFB. Após 3 
horas de incubação a 37˚C, o meio de cultura com MTT foi retirado e o formazan 
solubilizado com etanol e a absorbância do mesmo medido a 570 nm. (C) Ensaio de 
atividade de LMWPTP por pNPP. Células HT29 foram plaqueadas por 24 horas. 
Após incubação, foram tratadas com concentração de 0 e 70μM por 24 horas. A lise 
de células foi feita conforme descrito em protocolo e a análise de atividade foi feita 
utilizando-se pNPP. As imagens são representativas dos experimentos realizados.  
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4.1.7. 3-Bromopiruvato diminui a capacidade de células de câncer de colorretal 

em ativar plaquetas 

 Uma vez que o risco de desenvolvimento de tromboembolismo em pacientes 

com câncer é mediado em parte, pela ativação plaquetária por células tumorais 

(Mitrugno et al, 2016), e também a capacidade de sobreviver na corrente sanguínea, 

durante a disseminação hematogênica, é dependente da interação entre células 

tumorais e plaquetas, decidimos investigar o comportamento de plaquetas, após co-

cultivá-las na presença de células de CRC (HCT116, HT29 e Caco-2). 

Primeiramente, foi feita a análise da capacidade de interação de células CRC e 

plaquetas a partir da adição de células CRC, ressuspendidas em NaCl (0.9%), em 

PRP. Foi feita a investigação de capacidade de interação célula tumoral-plaqueta 

considerando as condições de exposição de plaquetas, às células tumorais, 

previamente ou não tratadas com 3BP. Conforme mostrado na Figura 19, células de 

CRC tem a capacidade de aumentar a agregação plaquetária frente ao estímulo com 

colágeno. Além disso, o tratamento com 3BP reduziu significativamente a agregação 

plaquetária, determinada por transmitância óptica (agregômetro) e também foi 

observado menor formação de trombo na co-cultura na presença do 3BP, conforme 

observado ao microscópio (Figura 19C-D).  
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Figura 19. Agregação induzida por células tumorais, formação de trombo e ativação plaquetária reduzida por 3BP. (A-B) Células 
CRC (1.5x104 células) e 3BP (100μM) foram incubadas na etapa de pré-teste por 5 minutos, em seguida, plaquetas foram 
estimuladas pelo agonista colágeno (2μg/mL) e agregação foi monitorada por 10 minutos. (C) Co-cultura de células tumorais e 
plaquetas visualizadas em microscópio. Magnificação de 10X (barra de escala 400µm). A formação de trombo foi avaliada, 
quantificadas e indicadas por setas. (D) Gráficos representativos de agregação plaquetária. Tratamento de plaquetas com 
colágeno na ausência ou presença de células tumorais (Caco-2 e HCT116) e 3BP. As imagens são representativas dos 
experimentos realizados.  



58 
 

 

De fato, um aumento da expressão de LMWPTP e PTP1B é observado em 

plaquetas após co-cultura com HCT116 e Caco-2, com concomitante ativação de 

Integrinaβ3 e Src (Figura 20). Esse efeito foi mediado por contato direto célula-

célula, uma vez que o meio condicionado das respectivas células não apresentou 

mesmo efeito.  

 

 
Figura 20. Expressão de proteínas marcadoras de ativação plaquetária em 
plaquetas mantidas em co-cultura com células CRC. Plaquetas provenientes de co-
cultura de células CRC (HCT116 e Caco-2) foram lisadas e proteínas marcadoras de 
ativação plaquetária foram analisadas por western. β-actina foi utilizada como 
controle interno, e Histona 4 foi utilizada como controle de contaminação cruzada da 
co-cultura, uma vez que plaquetas não apresentam núcleo, e a expressão positiva 
de Histona 4 poderia ser um indicativo da contaminação da amostra por células 
CRC. As imagens são representativas dos experimentos realizados. 
 

Como validação dos resultados, ainda foi verificada a expressão de 

marcadores de ativação plaquetária (FvW, integrina β3 e P-Selectina) por citometria 

de fluxo (Figura 21). Na presença de células tumorais, os níveis dos marcadores 

foram significativamente reduzidos frente o tratamento com 3BP. Em análise 

conjunta, esses dados mostram que a atividade plaquetária pode ser diretamente 

modulada pelo contato direto com células tumorais, e sugere um potente efeito do 

3BP em perturbar a interação célula tumoral-plaqueta. Portanto, demonstramos de 

forma inédita que o 3BP tem potencial para uso como agente preventivo do 

tromboembolismo e de metástase em pacientes oncológicos. 
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Figura 21. Expressão de proteínas de membrana em plaquetas ativadas por células 
CRC em co-cultura. (A-B) Plaquetas provenientes de co-cultura com células HT29 
(A), HCT116 (B) ou Caco-2 (C) na ausência e presença de 3BP, e em seguida foram 
analisadas por citometria de fluxo com marcação para determinar expressão de 
receptor de FvW (CD41-FITC), Integrina β3 (CD42-PE) e P-Selectina (CD62-APC).  
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4.1.8. Hiper-reatividade de plaquetas provenientes de pacientes com câncer 

gastrointestinal foi reduzida pelo tratamento com 3-Bromopiruvato 

 Para avaliar a hipótese de que 3BP possa diminuir o risco de ativação 

plaquetária em pacientes com câncer, focamos no estudo da capacidade desse 

composto em diminuir a reatividade das plaquetas derivadas de pacientes com 

câncer gastrointestinal. Como esperado, plaquetas de pacientes com câncer 

gastrointestinal apresentaram maior sensibilidade à agregação induzida por 

colágeno, em comparação aos controles (indivíduos sadios) (Figura 22A, Figura 26-

V), uma vez que a comparação foi feita com uma dosagem abaixo do padrão de 

diagnóstico de 2µg/mL (Ministério da Saúde, 2012). Entretanto, no ensaio de 

agregação com ristocetina, não foi observado diferença entre os pacientes e 

controles, o qual é um indicativo da especificidade molecular na disfunção de 

processos de adesão, por consequência da presença de proteínas tirosina 

fosfatases, nesses pacientes. Além disso, foi detectado maior expressão de P-

Selectina (marcador de ativação plaquetária) em plaquetas de pacientes com câncer 

(Figura 22B). Ainda foi observado que o nível de expressão da LMWPTP, mas não 

de PTP1B, é maior em plaquetas de todos os pacientes estudados, comparados 

com os controles equivalentes, o qual é consistente com a maior ativação de Src 

(Figura 22C). Outro importante achado interessante é que 3BP reduziu 

significativamente a função plaquetária estimulada por colágeno (Figura 23, Figura 

26-VI). Sendo assim, esses dados validam a hipótese de que fosfatases são 

reguladores chaves da função plaquetária (em condições normais, mas que em 

pacientes oncológicos, o maior nível da LMWPTP pode ser um indicativo de mal 

prognóstico); e sugerem que o 3BP tem potencial como agente para prevenir a 

agregação plaquetária em pacientes com câncer gastrointestinal. 
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Figura 22. Plaquetas de pacientes com câncer de esôfago e CRC apresentam hiperagregabilidade que pode ser inibida por 3-
Bromopiruvato. (A) Plaquetas de pacientes com câncer gastrointestinal (TEP) e indivíduos sadios (TEPH) foram estimuladas com 
colágeno (0.5μg/mL) ou ristocetina (1.25mg/mL), e agregação foi monitorada por 10 minutos. (B) Expressão de receptor de FvW 
(CD41-FITC), Integrina β3 (CD42-PE) e P-Selectina (CD62-APC) foi investigada em plaquetas de pacientes com câncer 
gastrointestinal (TEP) e indivíduos sábios (TEPH). (C-D) Plaquetas de pacientes com câncer gastrointestinal e indivíduos sadios 
foram lisadas e submetidas à análise por western blot das proteínas indicadas com análise estatística da expressão de LMWPTP 
em (D). β-actina utilizada como controle interno. Os números a esquerda do blot são os pesos moleculares referentes a cada 
proteína.  
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Figura 23. Inibição de agregação plaquetária com 3-Bromopiruvato em plaquetas de 
pacientes com câncer gastrointestinal. Ensaio de agregação plaquetária utilizando 
3BP (100μM) como inibidor de função plaquetária. 3BP foi pré incubado com as 
plaquetas por 5 minutos, e em seguida, as plaquetas foram estimuladas utilizando 
colágeno (1μg/mL).  
  

4.1.9. Contribuição do estudo no contexto da literatura 

 Pacientes com câncer, em particular que estão acometidos com tumor 

gastrointestinal, apresentam maior risco de desenvolver VTE. Apesar da causa do 

aumento do risco de VTE não ser completamente elucidado, relatos na literatura 

descrevem que células tumorais são capazes de aumentar a agregação plaquetária, 

em um processo conhecido como agregação plaquetária induzida por células 

tumorais (TCIPA) – (Van Zijl et al, 2011; Brunelle et al, 2009) para favorecer o 

processo de metástase, ao garantir a sobrevivência das células tumorais a partir da 

interação com elementos do sangue (plaquetas) na disseminação hematogênica.  

 Nesse presente estudo, foi observado diferenças em atividade de fosfatases, 

frente ao estímulo de plaquetas com diferentes agonistas. Ao contrário do que é 

visto com colágeno, ristocetina não é capaz de induzir a atividade de LMWPTP, 

sugerindo que a ativação plaquetária induzida por colágeno depende mais da 

atividade de LMWPTP. De forma consistente, em pacientes com câncer testados 

nesse estudo, a expressão de LMWPTP e agregação induzida por colágeno foram 

aumentadas comparadas como controles, indivíduos sadios.  

 Além disso, aumento de RNA mensageiro de LMWPTP foi identificado em 

plaquetas de pacientes com CRC, câncer de pâncreas, mama e hepatobiliar (Best et 

al, 2018) o que foi comprovado pelo presente estudo através da análise de 

expressão de LMWPTP, e que sugere que essa fosfatase possivelmente esteja 

relacionada ao risco elevado de VTE. Diversas evidências apontam a importante 

função de PTPs na biologia de plaquetas (Estevez et al, 2017; Lavergne et al, 2017). 
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Recentemente, foi mostrado que plaquetas contêm DUSP3 (do inglês, dual 

specificity phosphatase 3), e que a inibição dessas fosfatases reduz trombose 

arterial em ratos (Musumeci et al, 2015; Tautz et al, 2015). A funcionalidade de 

PTP1B já foi descrita em plaquetas anteriormente (Kuchay et al, 2007; Senis, 2013). 

Sendo assim, mostramos que a atividade de LMWPTP, em plaquetas, é modulada 

por colágeno, mas não por ristocetina, e identifica essa fosfatase como alvo 

terapêutico para hiperagregabilidade plaquetária. É importante ressaltar que 3BP 

diminuiu a reatividade de plaquetas de indivíduos sadios, bem como provenientes de 

pacientes com câncer gastrointestinal, pelo menos em parte, por inibir LMWPTP, 

PTP1B e Src. Foi demonstrado anteriormente que tanto PTP1B (Hoekstra et al, 

2015) quanto LMWPTP (Zambuzzi et al, 2008; Ferreira et al, 2012) suportam a 

atividade de Src em células tumorais, o que reforça a capacidade dessas fosfatases 

atuarem positivamente na sinalização oncogênica de Src, a partir da defosforilação 

dos resíduos inibitórios dessa quinase. Entretanto, o fato que a agregação induzida 

por ristocetina e expressão de marcadores de ativação não foram inibidos pelo 

tratamento com 3BP sugere que este composto não foi capaz de inibir in vivo 

PTP1B, e que a inibição in vitro de LMWPTP é mais efetiva que PTP1B. 

 O uso de antitrombóticos como tratamento coadjuvante de câncer foi sugerido 

em 1982, com enfoque particular da capacidade de reduzir metástase (Zacharski, 

1982). Além disso, também é descrito que o uso de terapia antitrombótica aumenta a 

sobrevivência de pacientes com CRC (Takahashi et al, 2017). Anteriormente, foi 

mostrado que LMWPTP e PTP1B contribuem para o potencial metastático de CRC 

(Hoekstra et al, 2015; Hoekstra et al, 2016). E, o tratamento com inibidores dessas 

fosfatases potencialmente afeta (compromete) dois mecanismos fisiopatológicos de 

uma única vez: metástase e trombose. Sendo assim, esse presente estudo mostra 

que fosfatases também participam de importante função na biologia de plaquetas e 

que contribuem para o risco aumentado de VTE em pacientes com câncer. Portanto, 

essas fosfatases podem ser alvo terapêutico, com uso de 3BP ou derivados, e que 

podem contribuir para reduzir o risco de VTE e metástase em pacientes com câncer 

gastrointestinal.  

Nesse estudo, foi limitada a investigação de função plaquetária utilizando-se 

colágeno e ristocetina, uma vez que estudos in vitro mostraram que pacientes com 

câncer apresentaram aumento na agregação plaquetária colágeno-dependente 

(Cooke et al, 2013), e isso correlaciona com o score de risco de VTE (Basu et al, 
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2015). Além disso, plaquetas são facilmente ativadas em experimentos in vivo, e 

diversos protocolos de isolamento e lavagem reduzem essa ativação (Cazenave et 

al, 2004; Jankowski et al, 2004; Canault et al, 2010). O protocolo usado nesse 

estudo foi o mais compatível com a análise de plaquetas e ensaio de atividade de 

fosfatases. Não foi observada ativação não desejada de plaquetas em nossos 

estudos, já que diferentes protocolos de lavagem poderiam interferir nos resultados.  

3BP foi descrito como ativador de diversas vias de morte celular (apoptose e 

autofagia) em CRC (Sun et al, 2015). Ademais, foi reportado que frente à 

combinação de 3BP com 5-Fluoracil (a primeira escolha de fármaco para o 

tratamento de CRC), 3BP aumentou a eficiência de 5-FU em promover morte celular 

em linhagens CRC (Chong et al, 2017). Entretanto, conforme reportado 

anteriormente, pacientes com CRC e inclusive com eventos metastáticos para 

fígado, principal órgão de acometimento de metástase nesse tipo de câncer, 

apresentavam maior expressão de LMWPTP comparado com tecido normal 

(Hoekstra et al, 2015). Além disso, a inibição de LMWPTP em células de leucemia 

mieloide crônica resistente a quimioterápicos aumentou a sensibilidade de morte 

dessas células (Ferreira et al, 2012). Células de CRC apresentaram sensibilidade ao 

tratamento com 3BP diferentemente. HCT116 e T84 apresentaram IC50 menor que 

Caco-2 e HT29. Esse fato poderia ser explicado, em parte, pela quantidade de 

LMWPTP que essas linhagens apresentam quando comparadas entre si. HT29 

apresenta 33% maior expressão de LMWPTP que HCT116, bem como Caco-2 

apresenta 70,5% e 64,7% maior expressão de LMWPTP que HCT116 e T84 

respectivamente (densitometria em unidades arbitrárias) – (Figura 24).  

 

 
Figura 24. Expressão de LMWPTP em linhagens de CRC. Lisados de células 
HCT116, HT29, Caco-2 e T84 foram submetidas a western blot com anticorpo 
específico para LMWPTP. β-actina foi utilizada como controle interno. As imagens 
são representativas dos experimentos realizados.  
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 Foi feita a investigação dos mecanismos moleculares associados com a 

hiperagregabilidade plaquetária como causa de VTE. Nesse presente estudo, foi 

confirmada a importância de atividade de Src para função plaquetária dependente 

de colágeno, e demonstrado como atividade de Src e integrina β3 está aumentada 

após co-cultura de plaquetas com células tumorais. Além disso, é mostrado nesse 

trabalho que fosfatases modulam atividade de Src, isto é, LMWPTP e PTP1B estão 

presentes com plaquetas ativadas e o nível dessas fosfatases está aumentado após 

co-cultura com células CRC. Enquanto é surpreendente que a inibição de fosfatases 

reduz ativação plaquetária, o qual depende tão fortemente da atividade de Src, 

ambas as fosfatases LMWPTP e PTP1B foram mostradas anteriormente como 

essenciais para ativação de Src, o qual depende do balanço entre os sítos 

fosforilados (Kuchay et al, 2007; Ferreira et al, 2012).  

Em conjunto, os dados apresentados validam nossa hipótese inicial de que a 

LMWPTP seria relevante para a disseminação das células tumorais ainda no tumor 

primário (extravasão), mas também para a disseminação hematogênica dessas 

células, tendo como aliadas, plaquetas. De fato, nas amostras de plaquetas de 

pacientes com câncer analisado, observamos que a expressão da LMWPTP e 

agregação disparada por colágeno foram aumentadas em relação aos controles 

(indivíduos sadios). Além disso, os dados apresentados somam novas informações à 

literatura sobre a possibilidade de essa fosfatase contribuir para o risco elevado de 

VTE em pacientes oncológicos. É importante ressaltar que o 3BP diminuiu a 

reatividade de plaquetas de indivíduos sadios, bem como provenientes de pacientes 

com câncer gastrointestinal, em parte, por inibir a LMWPTP. Apesar do grande 

avanço no desenvolvimento de protocolos terapêuticos de câncer, a efetividade da 

terapia em diversos tumores ainda é um desafio, especialmente em casos de 

metástase. Portanto, nossos resultados apontam o grande potencial de inibidores da 

LMWPTP para o controle da metástase, bem como para prevenir o processo de 

tromboembolismo (Figura 25). 
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Figura 25. Etapas da agregação plaquetária afetadas pela 3-Bromopiruvato 
revelados por este estudo. (A) O agonista colágeno e células tumorais ativam a 
agregação de plaquetas. (B) Na presença do 3BP, duas proteínas tirosina fosfatases 
são alvos deste composto, as quais se tornam inibidas. Portanto, o 3BP ao diminuir 
a função plaquetária, surge como forte candidato para diminuir a formação de 
trombos, incluindo trombos-mistos proveniente da interação célula tumoral-
plaquetas. 
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Figura 26. Gráficos de agregação plaquetária. Gráficos representativos de cada 

experimento de agregação plaquetária combinados em uma única figura.  

I) Tratamento de plaquetas com colágeno ou ristocetina na ausência presença de 

inibidor de Src, PP2;  

II) Tratamento de plaquetas com colágeno ou ristocetina na ausência ou presença 

de 3BP;  

III) Tratamento de plaquetas com colágeno na ausência ou presença de inibidores 

de PTP1B (CinnGEL) ou SHP (NSC87887);  

IV) Tratamento de plaquetas de indivíduos sadios ou pacientes com colágeno ou 

ristocetina;  

V) Tratamento de plaquetas de indivíduos sadios ou pacientes com colágeno ou 

ristocetina na ausência ou presença de 3BP. 
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4.2. Plaquetas atuam na biologia de células de câncer de colorretal: 

migração e nível da LMWPTP 

 

4.2.1. Influência das plaquetas em dois parâmetros das células de câncer 

colorretal: nível da LMWPTP e capacidade de migração em cultura 2D 

No contexto do câncer, a importância das plaquetas como adjuvante na 

progressão desta doença tem sido reportada, como foi descrito anteriormente em 

câncer de mama (Labelle et al, 2014; Andrade et al, 2016). De fato, a presença de 

plaquetas em co-cultura in vitro provocou mudança na morfologia de células de 

câncer de mama, com perfil de transição epitélio-mesênquima (Labelle et al, 2011). 

A relação direta entre LMWPTP e eventos de migração in vitro em câncer colorretal 

foi descrita anteriormente (Hoekstra et al, 2015), entretanto, a avaliação desse 

fenômeno associado à presença de plaquetas ainda precisava ser 

investigado..Sendo assim, foi feita uma primeira avaliação da expressão de 

LMWWPTP em células HCT116, na presença e ausência de plaquetas. De fato, ao 

observar os experimentos realizados com a linhagem celular HCT116 na presença 

de plaquetas observamos aumento na expressão de LMWPTP analisada por 

imunofluorescência (Figura 27A-B – análise conforme Faria et al, 2020). De forma 

interessante, também foi feita a investigação do comportamento de células HCT116, 

em experimento de formação de ferida, e foi observado aumento na capacidade 

migratória dessa célula (formação de ferida – Figura 27C-D). Nesse sentido, é 

possível sugerir que o aumento na expressão de LMWPTP provocado pela presença 

de plaquetas acarreta em aumento na migração celular (84,2% de fechamento de 

ferida na presença de plaquetas, comparado a 66% na ausência de plaquetas).  
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Figura 27. Expressão de LMWPTP em HCT116 na presença de plaquetas promove 
migração celular em HCT116. (A) Imunofluorescência confocal para LMWPTP 
(vermelho) e núcleo (DAPI, azul) na presença e ausência de plaquetas. 
Magnificação de 100X (barra de escala 25µm). (B) Quantificação da fluorescência de 
LMWPTP referente à (A). As imagens são representativas dos experimentos 
realizados. (C) Ensaio de formação de ferida (migração) na presença e ausência de 
plaquetas. Microscopia de contraste de luz em magnificação de 10X (barra de escala 
100µm). (D) Quantificação do ensaio de formação de ferida referente à (A). As 
imagens são representativas dos experimentos realizados.  

 

A fim de aprofundar as observações em HCT116, seguimos com a 

investigação em mais uma linhagem tumoral, HT29. Em modelo de cultura 2D, HT29 

não apresentou diferença na expressão de LMWPTP quando comparado presença e 

ausência de plaquetas (Figura 28A-B - análise conforme Faria et al, 2020), bem 

como não houve aumento na migração celular (Figura 28C), uma vez que não foi 

observada diferença estatística (Figura 28D). Além disso, na presença de plaquetas, 

não houve diferença na taxa de proliferação celular de HT29, fato que também foi 
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relatado em estudo recente de Plantureux e colaboradores (Plantureux et al, 2020) – 

(Figura 28E). 

 

 
Figura 28. Presença de plaquetas em HT29 não favorece migração e/ou 
proliferação. (A) Imunofluorescência confocal para LMWPTP (vermelho) e núcleo 
(DAPI, azul) na presença e ausência de plaquetas. Magnificação de 100X (barra de 
escala 25µm). (B) Quantificação da fluorescência de LMWPTP referente à (A). (C) 
Ensaio de formação de ferida (migração) na presença e ausência de plaquetas. 
Microscopia de contraste de luz em magnificação de 10X (barra de escala 100µm). 
(D) Quantificação do ensaio de formação de ferida referente à (C). (E) Ensaio de 
viabilidade celular por MTT na presença e ausência de plaquetas. As imagens são 
representativas dos experimentos realizados.  
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4.2.2. Influência das plaquetas na morfologia e formação de esferoides 

derivados de células de câncer colorretal 

A utilização de modelos de cultura 3D vem recebendo destaque nos últimos 

anos (Nath & Devi, 2016). Esferoides são obtidos a partir de cultura de linhagens 

celulares imortalizadas, que ao serem cultivadas em ambientes de baixa adesão 

celular ou em matrizes específicas, apresentam organização em formato de esferas 

transiente e maciça (Ishiguro et al, 2017). Modelos 3D (esferoides) mimetizam a 

biologia do tumor in vivo, a partir da criação de um microambiente tumoral, com 

condições de crescimento das células tumorais que permite estruturação com maior 

as interações célula-célula e célula-matriz, além de apresentarem zonas (áreas) 

contendo diferença em gradiente de concentração de nutrientes e oxigênio 

(Cukierman et al, 2001; Nyga et al, 2011; Ware et al, 2016; Lee and Bissell, 2018). 

Portanto, modelos 3D têm servido para descoberta e validação da atividade 

farmacológica, toxicidade de candidatos a fármacos e para melhor entendimento da 

progressão tumoral (Pampaloni et al, 2007). Esferoides grandes (> 500 μm de 

diâmetro) são capazes de mimetizar propriedades de tumores sólidos humanos com 

tamanhos de 0.5 a 1.0mm3 (Nath & Devi, 2016). Essas propriedades influenciam o 

efeito terapêutico de vários fármacos nos esferóides, por meio de mecanismos 

semelhantes encontrados em tumores sólidos humanos in vivo, dentre os quais 

merecem destaque: hipóxia, reprogramação do metabolismo energético e gradiente 

de pH (Nunes et al, 2019). Como por exemplo, Wenzel e colaboradores (2014) 

identificaram substâncias que induzem seletivamente a morte celular no núcleo 

hipóxico do tumor a partir da realização de uma triagem em larga escala em 

modelos de esferoides.  

Os principais parâmetros observados em análise de esferoides são a 

arquitetura e estrutura, com o objetivo de determinar a morfologia do esferoide 

formado (Balmaña et al, 2018). Segundo o grupo de pesquisa da Profa. M.J. Bissell, 

referência em cultura 3D, os padrões de crescimento de esferoides tumorais foram 

divididos de acordo com a morfologia dos mesmos: (i) redondo, com esferoide 

maciço e bem delineado; (ii) massa, com esferoide delineado, mas núcleo 

desorganizado; (iii) cacho de uva, com células organizadas de forma irregular e 

levemente separadas; (iv) e estrelados, que mostram prolongamentos indicativos de 

fenótipo invasivo (Kenny et al, 2007). Segundo descrito em Riedl et al, 2017, a 

estrutura de esferoides de HCT116 em 24 horas de cultivo apresentaram morfologia 
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menos compactada, e de fato, observa-se o mesmo perfil nos esferoides obtidos 

neste trabalho (Figura 29A – controle 24 horas). É possível observar que 120 horas 

após o plaqueamento, o formato de esferoide na ausência de plaquetas (controle) é 

centralizado e maciço, enquanto na presença de plaquetas (plaquetas) é difuso 

(Figura 29A). Essas alterações morfológicas indicam perfil migratório na presença 

de plaquetas pela formação de prolongamentos a partir do esferoide principal – 

formato estrelar conforme descrito em Kenny et al, 2007.  

A estrutura estrelar formada na presença de plaquetas fica mais evidente ao 

observar a marcação para actina (faloidina) nos esferoides de HCT116 (Figura 

29B), quando comparado à estrutura densa e uniforme do esferoide de HCT116 sem 

plaquetas, principalmente ao observarmos a área de marcação de fluorescência 

desses esferoides: presença de plaquetas (área 129.78 ± 10.14 U.A.) vs. ausência 

de plaquetas (área 38.71 ± 8.67 U.A.). Esse resultado sugere que a formação de 

estrutura 3D difusa na presença de plaquetas é suportada pela presença das 

mesmas através da formação de uma rede de componentes importantes de matriz 

extracelular. Fato também observado por Andrade e colaboradores no modelo de 

câncer de mama (Andrade et al, 2016). Essa rede orienta o perfil estrelar e alicerça 

os prolongamentos do esferoide. De forma interessante, em trabalhos descritos 

anteriormente na literatura, foi atribuída uma maior capacidade de formação de 

redes de fibrina em co-cultura de célula tumoral-plaqueta, e esse perfil foi associado 

a maior capacidade de formação de novos vasos (angiogênese) em câncer de 

mama (Andrade et al, 2017; Pavlovic et al, 2019). Nesse sentido, a formação de 

rede de fibrina poderia suportar a migração de células de câncer colorretal em 

cultura 3D.  
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Figura 29. Formação de esferoide de células HCT116. (A) Células HCT116 foram 
plaqueadas de acordo com Souza et al, 2010 para formação de esferoides na 
presença e ausência de plaquetas. Microscopia de contraste de luz em magnificação 
de 10X (barra de escala 100µm). Setas vermelhas, indicação dos prolongamentos a 
partir do esferoide principal. (B) Foi feita marcação com anticorpo específico de 
citoesqueleto (faloidina) e nuclear (DAPI). Setas indicam a ausência de células (pela 
marcação nuclear de DAPI) e presença de plaquetas (pela marcação de membrana 
por faloidina). Microscopias de imunofluorescência em magnificação de 10X (barra 
de escala 100µm). As imagens são representativas dos experimentos realizados.  

 

Em relação à expressão de LMWPTP nos esferoides, a primeira análise 

indica que houve diminuição na expressão de LMWPTP presença (plaquetas – 

intensidade de imunofluorescência 143.72 ± 65.39 U.A.) e ausência (controle – 

intensidade de imunofluorescência 219.12 ± 26.87 U.A.) de plaquetas (Figura 30A). 

Entretanto, esse fato pode ser atribuído a menor capacidade de difusão dos 

anticorpos no esferoide, provavelmente pela presença da rede de fibrina (Perez et 

al, 2014) construída pela ativação plaquetária na presença de células tumorais (van 

der Spuy e Augustine, 2016). A deposição de componentes da matriz extracelular é 

modificada por células tumorais, como, por exemplo, construção linear de rede de 

colágeno (Jia et al, 2019), e plaquetas estimulam a modificação de deposição de 

matriz extracelular. A menor difusão de anticorpos é exemplificada pela aparente 

diferença de intensidade de fluorescência de marcador nuclear (DAPI) comparando 

esferoides na presença e ausência de plaquetas (Figura 30B). Além disso, a 
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organização difusa das células em esferoides com plaquetas também levou a 

difusão de marcação nuclear levando a “diluição” da intensidade e falso positivo a 

análise de intensidade de fluorescência. Como solução do problema, foi feita a 

normalização da análise pela média da área de marcação nuclear (DAPI), e 

obtivemos a expressão de LMWPTP pela intensidade de imunofluorescência em 

esferoides controle de 497.47 ± 95.32 U.A. e intensidade de imunofluorescência em 

esferoides com plaquetas de 658.73 ± 5.50 U.A.. Sendo assim, é possível observar 

maior expressão de LMWPTP na cultura 3D na presença de plaquetas, assim como 

foi observado na cultura 2D. 

 

 
Figura 30. Imunofluorescência de esferoide de células HCT116 marcação de 
LMWPTP. (A) Expressão de LMWPTP (vermelho) e marcação nuclear (DAPI) em 
esferoides de HCT116. Microscopias de imunofluorescência em magnificação de 
10X (barra de escala 100µm). (B) Exemplificação da marcação nuclear dos 
esferoides de HCT116. Microscopias de imunofluorescência em magnificação de 
10X (barra de escala 100µm). As imagens são representativas dos experimentos 
realizados.  
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4.2.3. Efeito de plaquetas em células HT29 na formação de esferoides 

O padrão de crescimento das células HT29 em “ilhas” (Luca et al, 2013) 

favorece a formação de colônias, conforme observamos no ensaio de formação de 

esferoide 3D (Figura 31) e formação de colônias, também conhecido como 

formação de esferoide 2D (Kobayashi et al, 2019) – (Figura 31B-C) na presença de 

plaquetas. Além disso, a diferença encontrada entre os experimentos 2D 

(microscopia, formação de ferida e MTT) com formação de esferoide (2D e 3D) 

poderia ser explicado pela preferência das células HT29 crescerem dessa forma 

agrupada, sendo o ambiente 3D fisiologicamente mais adequado para essas células. 

O crescimento de pequenos esferoides na presença de plaqueta poderia ser 

atribuído a maior capacidade de formação de sítios secundários metastáticos, uma 

vez que foi observado resultado semelhante em câncer de ovário (Orellana et al, 

2015). 

Além do padrão diferente de formação de esferoides na presença de 

plaquetas, houve menor formação de camada gelatinosa (que sugerimos ser 

formada de matriz extracelular e fibrina) – (Figura 31D). Também, foi possível 

observar que os esferoides formados na presença de plaquetas são cobertos por 

uma camada de plaquetas, uma vez que a marcação de actina (faloidina) aparece 

na ausência da marcação nuclear (DAPI) – (Figura 31D). É esperado que a 

marcação nuclear de plaquetas fosse negativa pela ausência de núcleo nesses 

componentes sanguíneos (Rumbaut & Thiagarajan, 2010).  
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Figura 31. Formação de esferoides em HT29 na presença e ausência de plaquetas. Microscopia de contraste de luz em 
magnificação de 10X (barra de escala 100µm). (B-C) Formação de colônia na presença e ausência de plaquetas. (C) Quantificação 
da formação de colônias através da contagem do número bruto de cada experimento realizado. Microscopia de formação de 
colônia em magnificação 2X. (D) Imunofluorescência de esferoide de células HT29 marcação de citoesqueleto. Foi feita coloração 
com anticorpo específico de citoesqueleto (faloidina) e nuclear (DAPI). Microscopias de imunofluorescência em magnificação de 
10X (barra de escala 100µm). As imagens são representativas dos experimentos realizados.  
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A marcação para LMWPTP em esferoides com plaquetas pode ser 

interpretada corretamente, pois, apesar da eventual adesão de plaquetas na parte 

externa do esferoide, observa-se boa distribuição de anticorpos no esferoide 

formado. Nesse sentido, a expressão de LMWPTP aumentou (Figura 32A-B) nos 

esferoides de HT29 na presença de plaquetas, principalmente na zona mais externa 

desses esferoides. A permeabilidade de anticorpos foi considerada adequada 

conforme observamos semelhança na intensidade de marcação nuclear (DAPI) na 

presença (intensidade de imunofluorescência 101.30 ± 41.24 U.A.) e ausência 

(intensidade de imunofluorescência 127.32 ± 13.15 U.A.) de plaquetas (Figura 32C).  

 

 
Figura 32. Imunofluorescência de esferoide de células HT29 com marcação de 
LMWPTP. (A) Expressão de LMWPTP (vermelho) e marcação nuclear (DAPI) em 
esferoides de HT29. (B) Quantificação da expressão de LMWPTP por fluorescência. 
Microscopia de contraste de luz em magnificação de 10X (barra de escala 100µm). 
(C) Imunofluorescência de esferoide de células HT29 marcação nuclear. 
Microscopias de imunofluorescência em magnificação de 10X (barra de escala 
100µm). As imagens são representativas dos experimentos realizados.  
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4.2.4. Resposta das células LMWPTP silenciadas frente à co-cultura na 

presença de plaquetas 

Com base nos resultados obtidos até o momento, foi observado que 

plaquetas contribuem efetivamente para a malignidade de células tumorais por: 

promover proliferação e migração celular. Utilizando-se de células silenciadas com a 

técnica Crispr-Cas9 (Figura 33A) e lentivírus para LMWPTP (Figura 34A) para 

validar os resultados de efeito de plaquetas em células tumorais, foi investigada 

formação de colônia com células HT29 wild type e HT29 LMWPTP KD (Figura 33A) 

indica formação de colônias maiores na presença de plaquetas tanto em HT29 WT 

quanto KD (Figura 34B-D). Entretanto, o tamanho das colônias das células KD na 

presença de plaquetas é menor que das células WT, indicando menor capacidade 

de formação de esferas das células silenciadas (Figura 33B). No caso de HCT116 

shScramble e shLMWPTP (Figura 34A), menor número de colônia é formado na 

linhagem silenciada (Figura 33B-C), e quando comparado com a presença de 

plaquetas, a linhagem silenciada formou colônias menores (Figura 34B-D).  
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Figura 33. LMWPTP knockdown contribui, para em parte, diminuir formação de 
colônias em células HT29. (A) Expressão de LMWPTP nas células HT29 wild type 
(WT) e silenciada para LMWPTP a partir da aplicação de tecnologia CRISPR 
(LMWPTP KD). β-actina foi utilizada como controle interno. (B-D) Formação de 
colônias em HT29 wild type (WT) e silenciada para LMWPTP a partir da aplicação de 
tecnologia CRISPR (LMWPTP KD). (B) Formação de colônia na presença e 
ausência de plaquetas. Quantificação da formação de colônias através da contagem 
do número bruto de cada experimento realizado (C) e área (D). Microscopia de 
formação de colônia em magnificação 2X. As imagens são representativas dos 
experimentos realizados. (E) Co-cultura de células tumorais HT29 LMWPTP WT e 
LMWPTP KD e plaquetas visualizadas em microscópio. Magnificação de 10X (barra 
de escala 400µm). As imagens são representativas dos experimentos realizados. 
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Figura 34. Formação de colônia em HCT116 shScramble e shLMWPTP. (A) 
Expressão de LMWPTP nas células HCT116 shScramble e shLMWPTP a partir da 
aplicação de tecnologia lentivírus. β-actina foi utilizada como controle interno. (B) 
Formação de colônia na presença e ausência de plaquetas. (C-D) Quantificação da 
formação de colônias através da contagem do número bruto de cada experimento 
realizado (C) e área (D). Microscopia de formação de colônia em magnificação 2X. 
As imagens são representativas dos experimentos realizados.  
 
 
4.2.5. Contribuição do estudo no contexto da literatura 

Diversos trabalhos publicados, grande parte pelo nosso grupo de pesquisa, 

demonstram a relação direta entre super-expressão de LMWPTP com agressividade 

tumoral: resistência a quimioterápicos (Ferreira et al, 2012); mau prognóstico em 

pacientes com câncer de próstata (Ruela-de-Sousa et al, 2016). Conforme descrito 

anteriormente, a super-expressão de LMWPTP em células CRC contribui para perfil 

de migração celular, bem como foi observada maior expressão de LMWPTP em 

biópsias de pacientes com CRC metastático no fígado (Hoekstra et al, 2015). Sendo 

assim, em nosso estudo, foi observado que a partir da co-cultura plaquetas e células 

CRC houve aumento na expressão de LMWPTP intracelular.  Nesse sentido, 

mostramos a capacidade de plaquetas, como componentes do microambiente 
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tumoral, em favorecer o perfil agressivo do tumor, ao contribuir para o aumento da 

expressão de LMWPTP.  

A cooperação entre células tumorais e plaquetas ainda é um campo 

importante de investigação. Os dois principais efeitos da interação entre célula 

tumoral e plaqueta decorrem da (i) hiper-reatividade plaquetária a partir da ativação 

por células tumorais (descrita anteriormente), (ii) e a contribuição de plaquetas no 

microambiente tumoral. Plaquetas vêm sendo descritas como importantes “fábricas 

de fatores de crescimento” (Andrade et al, 2019), e de fato, plaquetas carreiam 

diversas moléculas que diretamente suportam proliferação e sobrevivência tumoral. 

Plaquetas contribuem grandemente para alteração da morfologia em diversos tipos 

tumorais. Em câncer de mama, a presença de plasma-rico em plaquetas favoreceu a 

proliferação e promoveu ativação de perfil de transição epitélio-mesênquima 

(Andrade et al, 2017), através do contato direto entre células tumorais e plaquetas 

(Labelle et al, 2011), e por delivery de diversos fatores, com o TGF-β. O 

sobrenadante de plaquetas ativadas por agonistas de PAR-1 e PAR-4 também foi 

capaz de estimular alterações em células de câncer de mama pela ativação de 

quinases pró-sobrevivência PI3K e PKC, e angiogênese (Jiang et al, 2017). Em 

células de hemangioendotelioma hepático, o contato direto entre plaquetas e 

tumores também foi descrito por induzir a proliferação de células tumorais, a partir 

de integrina β3, presente na superfície de plaquetas, que promoviam a ativação de 

PI3K (Gu et al, 2017). Além disso, a presença de plaquetas induziu a migração e 

invasão em câncer hepático (Carr et al, 2014), bem como suportam a formação de 

sítios secundários, conforme observado em câncer de ovário a maior número de 

esferoides formados na presença de plaquetas (Orellana et al, 2015). Em relação a 

eventos intracelulares, a presença de plaquetas no microambiente tumoral 

promoveu eventos metastáticos a partir da redução de anoikis, o tipo de morte 

celular que ocorre em células que desprendem da matriz extracelular (Haemmerle et 

al, 2018).  

Plaquetas como parte do microambiente tumoral promovem a proliferação 

celular, conforme foi observado nos modelos 2D, 3D e em formação de colônia. 

Além disso, os nossos resultados mostram que plaquetas induzem um fenótipo 

migratório, em cultura 2D e 3D de CRC, que aparentemente tem correlação direta 

com a expressão de LMWPTP. Além disso, células com diferente expressão de 

LMWPTP apresentam comportamento menos proliferativo na presença de 
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plaquetas, bem como menor capacidade de ativação plaquetária. Sendo assim, os 

dados reforçam a capacidade de plaquetas como parte do microambiente tumoral 

em promover proliferação e migração, em parte, por uma sinalização dependente de 

LMWPTP.  
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4.3. LMWPTP: assinatura biológica em tumores gastrointestinais  

A incidência de câncer cresce rapidamente em todo o mundo. Câncer que 

acomete o trato gastrointestinal (esôfago, estômago, colon e reto) representaram 

18,9% de novos casos em 2018 (Bray et al, 2018). Apesar dos avanços na detecção 

e tratamento de câncer do trato gastrointestinal, a incidência de mortalidade continua 

alta, com a taxa de sobrevida em 5 anos de aproximadamente 20%, 30% e 15% 

para câncer de esôfago, câncer de estômago e CRC, respectivamente (Howlader et 

al, 2013; Alsop & Sharma, 2016; Zhou et al, 2017). A fim de compreender e reforçar 

a importância de LMWPTP em tumores do trato gastrointestinal, foi feita análise de 

ACP1 mRNA, bem como análise de expressão de LMWPTP em tecidos de biópsia 

de tecidos normais e tumorais a partir de dados publicados em repositórios públicos. 

Dados depositados em Oncomine estão disponíveis como plataforma de 

bioinformática para a mining de dados de câncer de todo o mundo (Rhodes et al, 

2004). Para o desenvolvimento deste trabalho, foi feita a busca em amostras de 

pacientes em expressão/copynumber gain em tecidos de câncer de esôfago, 

estômago e colorretal. 

Dados de transcriptoma depositados em repositórios públicos em GEO (NIH, 

EUA) e não representados em Oncomine foram pesquisados. Foi observado um 

discreto aumento de ACP1 mRNA em câncer de esôfago em Oncomine, entretanto, 

não foram encontrados dados extras em GEO Dataset, e é observada diferença 

significante em carcinoma de células escamosas de esôfago (Figura 35). Foi 

observado um discreto aumento de ACP1 mRNA em câncer de estômago em 

Oncomine, o que foi reforçado pelos dados em três dados depositados em GEO. 

GEO Dataset Record GSE13861 (transcript 201629_s_at) comparou 71 amostras de 

tecido de câncer de estômago com 19 tecidos normais (Cutcutache et al, 2016),  

GSE35809 (transcript U25849_at) comparou 3 amostras de tecido de câncer de 

estômago com 10 tecidos normais (Shi et al, 2017), GSE2685 (transcript 

201630_s_at) comparou 22 amostras de tecido de câncer de estômago com 8 

tecidos normais (Hippo et al, 2002) – (Figura 36). Em adição aos dados de 

estômago, foi feita a comparação de 33 dados publicados em Oncomine, 

confirmando a maior expressão de LMWPTP em CRC comparado com tecidos 

normal de cólon. GEO Dataset Record GSE24514 (transcript 201630_s_at) 

comparou 34 amostras de tecido de câncer de estômago com 15 tecidos normais 
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(Alhopuro et al, 2012) – (Figura 37). Dados anteriores de colaboradores do nosso 

grupo mostram que em amostras de CRC há aumento de expressão de LMWPTP 

(Hoekstra et al, 2015). Sendo assim, validamos com nova coorte os dados obtidos 

anteriormente (CRC) e incluímos a coorte com tecidos normal e tumoral de 

estômago. A partir da realização de imunohistoquímica, observa-se maior expressão 

de LMWPTP em carcinoma do trato gastrointestinal comparado com tecidos normais 

(Figura 33-35).  
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Figura 35. Expressão de LMWPTP em câncer de esôfago. Foi feita a busca e 
análise de dados de transcriptoma em Oncomine™ a partir da busca por gene ACP1 
em (A-B) Oncomine™ com os números correspondentes de cada estudo na sub-
tabela (A) para Esophageal Squamous Cell Carcinoma e (B) Adenocarcinoma. (C-D) 
O número de amostras analisadas para esôfago foi: normal (n=7) e carcinoma (n=8), 
e a figura mostra lâminas representativas (aumento 10X). A intensidade e proporção 
foram classificadas de acordo com descrito por Allred et al, 1998 e estatística 
apresentada em (D). Os números embaixo de cada quadrado de (A) e (B) 
representam as referências que estão descritas na tabela abaixo em (E). 
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1. Diffuse Gastric Adenocarcinoma vs. Normal Chen Gastric, Mol Biol Cell, 2003 
2. Gastric Intestinal Type Adenocarcinoma vs. Normal Chen Gastric, Mol Biol Cell, 2003 
3. Gastric Mixed Adenocarcinoma vs. Normal Chen Gastric, Mol Biol Cell, 2003 
4. Diffuse Gastric Adenocarcinoma vs. Normal Cho Gastric, Clin Cancer Res, 2011 
5. Gastric Adenocarcinoma vs. Normal Cho Gastric, Clin Cancer Res, 2011 
6. Gastric Intestinal Type Adenocarcinoma vs. Normal Cho Gastric, Clin Cancer Res, 2011 
7. Gastric Mixed Adenocarcinoma vs. Normal Cho Gastric, Clin Cancer Res, 2011 
8. Gastric Cancer vs. Normal Cui Gastric, Nucleic Acids Res, 2011 
9. Gastric Adenocarcinoma vs. Normal Deng Gastric, Gut, 2012 
10. Gastric Cancer vs. Normal Deng Gastric, Gut, 2012 
11. Diffuse Gastric Adenocarcinoma vs. Normal D’Errico Gastric, Eur J Cancer, 2009 
12. Gastric Intestinal Type Adenocarcinoma vs. Normal D’Errico Gastric, Eur J Cancer, 2009 
13. Gastric Mixed Adenocarcinoma vs. Normal D’Errico Gastric, Eur J Cancer, 2009 
14. Gastric Adenocarcinoma vs. Normal TCGA Gastric, No Associated Paper, 2013 
15. Gastric Cancer vs. Normal Wang Gastric, Med Oncol, 2010 

Figura 36. Expressão de LMWPTP em câncer de estômago. Foi feita a busca e 
análise de dados de transcriptoma em Oncomine™ a partir da busca por gene ACP1 
em (A-B) Oncomine™ com os números correspondentes de cada estudo na sub-
tabela em (A) e GEOdataset (B-D). (E) O número de amostras analisadas para 
estômago foi: normal (n=9) e carcinoma (n=5), e a figura mostra lâminas 
representativas (aumento 20X). A intensidade e proporção foram classificadas de 
acordo com descrito por Allred et al, 1998 e estatística apresentada em (F). Os 
números embaixo dos quadrados de (A) representam as referências que estão 
descritas na tabela abaixo em (G). 
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3. Colorectal Adenoma Epithelia vs. Normal Gaspar Colon, Am J Pathol, 2008 
4. Colorectal Carcinoma vs. Normal Graudens Colon, Genome Biol, 2006 
5. Colorectal Carcinoma vs. Normal Hong Colorectal, Clin Exp Metastasis, 2010 
6. Cecum Adenocarcinoma vs. Normal Kaiser Colon, Genome Biol, 2007 
7. Colon Adenocarcinoma vs. Normal Kaiser Colon, Genome Biol, 2007 
8. Colon Mucinous Adenocarcinoma vs. Normal Kaiser Colon, Genome Biol, 2007 
9. Rectal Adenocarcinoma vs. Normal Kaiser Colon, Genome Biol, 2007 
10. Rectal Mucinous Adenocarcinoma vs. Normal Kaiser Colon, Genome Biol, 2007 
11. Rectosigmoid Adenocarcinoma vs. Normal Kaiser Colon, Genome Biol, 2007 
12. Colon Adenocarcinoma vs. Normal Ki Colon, Int J Cancer, 2007 
13. Colon Adenocarcinoma vs. Normal Kurashina Colon, Cancer Sci, 2008 
14. Colon Mucinous Adenocarcinoma vs. Normal Kurashina Colon, Cancer Sci, 2008 
15. Rectal Adenocarcinoma vs. Normal Kurashina Colon, Cancer Sci, 2008 
16. Colon Adenocarcinoma vs. Normal Notterman Colon, Cancer Res, 2001 
17. Rectal Adenoma vs. Normal Sabates-Bellver Colon, Mol Cancer Res, 2007 
18. Colorectal Adenocarcinoma vs. Normal Skrzypczak Colorectal, PLoS One, 2010 
19. Colorectal Carcinoma vs. Normal Skrzypczak Colorectal, PLoS One, 2010 
20. Colon Carcinoma vs. Normal Skrzypczak Colorectal 2, PLoS One, 2010 
21. Cecum Adenocarcinoma vs. Normal TCGA Colorectal, No Associated Paper, 2011 
22. Colon Adenocarcinoma vs. Normal TCGA Colorectal, No Associated Paper, 2011 
23. Colon Mucinous Adenocarcinoma vs. Normal TCGA Colorectal, No Associated Paper, 2011 
24. Rectal Adenocarcinoma vs. Normal TCGA Colorectal, No Associated Paper, 2011 
25. Rectal Mucinous Adenocarcinoma vs. Normal TCGA Colorectal, No Associated Paper, 2011 
26. Rectosigmoid Adenocarcinoma vs. Normal TCGA Colorectal, No Associated Paper, 2011 
27. Cecum Adenocarcinoma vs. Normal TCGA Colorectal 2, No Associated Paper, 2011 
28. Colon Adenocarcinoma vs. Normal TCGA Colorectal 2, No Associated Paper, 2011 
29. Colon Mucinous Adenocarcinoma vs. Normal TCGA Colorectal 2, No Associated Paper, 2011 
30. Rectal Adenocarcinoma vs. Normal TCGA Colorectal 2, No Associated Paper, 2011 
31. Rectal Mucinous Adenocarcinoma vs. Normal TCGA Colorectal 2, No Associated Paper, 2011 
32. Rectosigmoid Adenocarcinoma vs. Normal TCGA Colorectal 2, No Associated Paper, 2011 
33. Colon Carcinoma vs. Normal Zou Colon, Oncogene, 2002 

Figura 37. Expressão de LMWPTP em CRC. Foi feita a busca e análise de dados de transcriptoma em Oncomine™ a partir da 
busca por gene ACP1 em (A-B) Oncomine™ com os números correspondentes de cada estudo na sub-tabela Oncomine (A) e 
GEOdataset (B-D) são apresentados. (E) O número de amostras analisadas para CRC foi: normal (n=11) e carcinoma (n=11), e a 
figura mostra lâminas representativas (aumento 20X). A intensidade e proporção foram classificadas de acordo com descrito por 
Allred et al, 1998 e estatística apresentada em (F). Os números embaixo dos quadrados de (A) representam as referências que 
estão descritas na tabela abaixo em (G). 



90 
 

 

4.3.1. Contribuição do estudo no contexto da literatura  

Um dos fatores associado ao mau prognóstico é o desenvolvimento de 

metástase, evento frequente nesses pacientes, com acometimento em 50% dos 

casos de câncer de estômago e 20% em casos CRC, com severa redução do tempo 

de sobrevida (Mikami et al, 2017; Zhou et al, 2017). A identificação de potenciais 

alvos terapêuticos emerge como estratégia racional para aumentar bom prognóstico 

e taxa de sobrevida. Nas últimas décadas, grandes esforços foram feitos para 

compreender mecanismos moleculares dessa doença, o conhecimento no campo de 

quinases é extenso, enquanto no campo de fosfatases, principalmente sinalização, é 

pouco compreendido (Ferreira-Halder et al, 2019). Essas enzimas são geralmente 

associadas à habilidade de supressor tumoral, como é o caso da fosfatase PTEN. 

Entretanto, a desfosforilação de lipídios e proteínas pode culminar na ativação de 

vias de sinalização promotoras de perfil tumoral (Brooks et al, 2010; Fuhler et al, 

2012). Nesse sentido, a LMWPTP, em particular, está mais expressa em tecidos de 

CRC, e tem relação com migração e agressividade tumoral (Hoekstra et al, 2015). 

De fato, a investigação de dados de transcriptoma (disponíveis em repositórios 

públicos) e validados em pesquisa histológica em biópsia de pacientes, confirmam  

maior expressão de LMWPTP em câncer de esôfago, estômago e CRC,  reforçando 

a nossa hipótese dessa enzima ser biomarcador tumoral. 

A partir dos nossos estudos de transdução de sinais e o desbalanço de 

expressão e/ou atividade de LMWPTP, nós mostramos que LMWPTP promove 

plasticidade celular para sustentar sinalização proliferativa, resistência a morte 

celular, desregulação metabólica e também ativação de invasão e metástase. Sendo 

assim, nesta tese, mostramos aumento da expressão de LMWPTP associada a 

cânceres do trato gastrointestinal, destacando a grande contribuição dessa fosfatase 

no desenvolvimento dessa doença. 
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5. Conclusões (resumo na Figura 38):  

3-Bromopiruvato atua como disruptor da resposta das plaquetas derivadas de 

indivíduos sadios e pacientes com câncer gastrointestinais e da interação plaquetas-

células tumorais; 

• A ativação da agregação por colágeno é dependente da via de sinalização 

mediada por Src quinase e requer a participação da LMWPTP; 

• 3-Bromopiruvato reduziu a ativação plaquetária seletivamente (em resposta ao 

colágeno), e essa ação não é em decorrência de indução de apoptose (morte) 

das plaquetas, mas sim, em função da inibição da Src e proteínas tirosina 

fosfatases, em especial da LMWPTP, ou seja, não é um efeito aleatório, mas 

orquestrado no contexto de vias de sinalização; 

• Plaquetas são ativadas pelo contato direto células CRC-plaquetas; 

• 3-Bromopiruvato compromete a interação célula tumoral-plaqueta. 

• Alto nível de proteínas tirosina fosfatases, em plaquetas de pacientes, indica que 

essa enzima pode ter um papel na “educação” plaquetária por tumor;  

• 3-Bromopiruvato tem potencial para ser utilizado na prevenção do 

tromboembolismo e metástase em pacientes oncológicos. 

 

Plaquetas alteram em dois parâmetros da biologia de células de câncer de 

colorretal: migração e nível da LMWPTP; 

• Plaquetas promovem aumento da LMWPTP nas células HCT116, com 

consequente aumento da migração celular; 

• A presença de plaquetas em co-cultura com a linhagem HCT116 promove 

aumento da expressão de LMWPTP, e consequentemente, a migração celular em 

2D (formação de ferida) e em 3D (formação de esferoide). Anteriormente, foi 

descrito que a expressão de LMWPTP está diretamente relacionada à capacidade 

de migração de células HCT116 (Hoekstra et al, 2015), entretanto, a participação 

de plaquetas como promotor de expressão de LMWPTP e de migração celular é 

apresentado de forma inédita nesta tese;  

• No caso das células HT29, a co-cultura com plaquetas não afetou o nível da 

LMWPTP, nem a proliferação dessas células; entretanto, foi observado maior 

número de colônias na presença de plaquetas. De forma interessante, células 

HT29 silenciadas para LMWPTP apresentaram colônias menores, em área, na 

presença de plaquetas, quando comparado à HT29 wild type; 

 

LMWPTP: assinatura biológica em tumores gastrointestinais 

• LMWPTP está em maiores níveis (RNA e proteína) em cânceres de esôfago, 

estômago e CRC, em comparação ao tecido normal; 

• LMWPTP tem papel relevante no desenvolvimento tumoral; 

• LMWPTP tem potencial aplicação como biomarcador. 
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Figura 38. Resumo da contribuição de plaquetas em diferentes etapas da progressão tumoral e influência do 3-bromopiruvato 
(3BP) em cada etapa da metástase: desde a preparação do microambiente tumoral até a colonização metastática.  
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