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RESUMO

3-bromopiruvato € um agente alquilante com acado anti-tumoral em
hepatocarcinomas. Trabalhos prévios demonstraram que este composto
inibe a producao de ATP devido a sua acao na glicolise e fosforilacao
oxidativa. No entanto, as etapas metabdlicas especificas e os
mecanismos de acdo do 3-bromopiruvato em linhagens celulares de
hepatocarcinomas humanos, particularmente seus efeitos na energética
mitocondrial, sdo pouco conhecidas. Neste estudo, € relatado que a
incubacao de células HepG2 com uma baixa concentracao de 3-
bromopiruvato (150 uM) por um curto periodo (30 minutos) afetou de
forma significativa a producao de lactato e a funcao respiratoria
mitocondrial destas células. O consumo de oxigénio pelas células
HepG2 estimulado tanto por piruvato/malato como por succinato foi
inibido quando as células foram pré-incubadas com 3-bromopiruvato
em um meio sem glicose. Quando as células foram pré-incubadas com
este agente em um meio contendo glicose, a respiracao foi afetada
somente quando succinato foi usado como substrato oxidavel. Um
aumento na respiracao insensivel a oligomicina foi observado nas
células pré-incubadas com 3-bromopiruvato em um meio com glicose,
mas nao em um meio sem glicose, indicando que o 3-bromopiruvato
induz um aumento no proton-leak além de seu efeito inibitorio sobre o
sistema de transporte de elétrons. A atividade da hexocinase
mitocondrial nao foi inibida por 150 uM de 3-bromopiruvato, mas esta
concentracado causou mais de 70% de inibicao da atividade da succinato
desidrogenase. Estes resultados sugerem que a acao combinada do 3-
bromopiruvato sobre a succinato desidrogenase e a inibicao da glicolise
em uma etapa posterior a da fosforilacao da glicose, desempenha um

importante papel na morte das células HepG2 induzida por este agente
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ABSTRACT

3-Bromopyruvate is an alkylating agent with anti-tumoral activity on
hepatocellular carcinomas. It has already been shown that this
compound inhibits cellular ATP production due its action on glycolysis
and oxidative phosphorylation. However, the specific metabolic steps
and mechanisms of 3-bromopyruvate action in human hepatocellular
carcinoma cell lines, particularly its effects on mitochondrial energetic,
are poorly understood. In this study, we report that incubation of
HepG2 cells with a low concentration of 3-bromopyruvate for a short
period (150 uM for 30 minutes) significantly affected both lactate
production and mitochondrial respiratory functions of HepG2 cells.
Oxygen consumption of HepG2 cells supported by either
pyruvate/malate or succinate was inhibited when the cells were pre-
incubated with 3-bromopyruvate in a glucose-free medium. When the
cells were pre-incubated with 3-bromopyruvate in a glucose containing
medium, respiration was blocked only when succinate was used as the
oxidizable substrate. An increased oligomycin-independent respiration
was observed in HepG2 cells pre-incubated with 3-bromopyruvate in
the presence of glucose, but not in glucose-free medium, indicating that
3-bromopyruvate induces mitochondrial proton leakage besides its
blockage in electron transport system. Mitochondrial hexokinase
activity was not inhibited by 150 uM 3-BrPA, however this
concentration causes 70% inhibition of succinate dehydrogenase
activity. These results suggest that the combined action of 3-
bromopyruvate on succinate dehydrogenase and the inhibition of
glycolysis in a step downstream the glucose phosphorylation, play an

important role in HepG2 cell death induced by this compound.
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1-INTRODUCAO




1.1- INTRODUCAO GERAL

O cancer € a segunda maior causa de mortes no mundo (Lopez et
al., 2006). O cancer de figado esta entre os tipos de cancer mais
incidentes, e a alta mortalidade associada a sua ocorréncia faz com que
este ocupe a terceira posicao em numero de mortes por cancer entre
homens e a sexta entre mulheres no mundo (Garcia et al.,, 2007). Mais
de 85% dos casos de cancer de figado sao hepatocarcinomas (HCC),
sendo comum o seu desenvolvimento em figados ndo saudaveis, que
apresentam infeccoes cronicas ou cirrose (El-Serag e Mason, 1999; El-
Serag, 2002; Llovet et al., 2003). Os tratamentos atualmente disponiveis
sao limitados pelo estagio de desenvolvimento da doenca e o grau de
disfuncao hepatica (Cillo et al, 2006). Estes fatos ressaltam a
necessidade do desenvolvimento de terapias que sejam de fato eficazes
em eliminar o tumor, mas que apresentem baixa toxicidade para os
tecidos nao afetados.

A procura por um composto com tais propriedades levou a
identificacao de um agente com propriedades anti-tumorais em HCCs e
aparentemente seguro para os tecidos adjacentes nao afetados, assim
como para o restante do organismo (Ko et al.,, 2004; Geschwind et al.,
2002). Este agente bastante promissor, 3-bromopiruvato (3-BrPA), teve
suas propriedades atribuidas ao seu efeito inibitério nos dois sitios
intracelulares de producao de ATP: a glicélise e a fosforilacao oxidativa.
Embora a inibicdo da hexocinase tenha sido identificada como
responsavel pelo efeito antitumoral do 3-BrPA (Ko et al., 2001), os
mecanismos de acao deste composto no metabolismo energético, tanto
de células tumorais quanto de células sadias, ainda estao pouco
esclarecidos e isto € particularmente verdade quando considerada sua
acao na mitocondria. Embora no trabalho realizado por Ko et al. (2001)
tenha sido demonstrada a inibicdo da respiracdo em mitocondrias
isoladas do tumor VX2 (um modelo para tumor de figado) implantado

em coelhos, nenhum outro trabalho até o momento avaliou



profundamente os mecanismos e sitios de acadao mitocondriais
envolvidos neste processo. Com base no exposto acima, este trabalho
tem como principal objetivo identificar os mecanismos de acao do 3-
BrPA no metabolismo energético, principalmente sua acao na
respiracao mitocondrial, de células derivadas de um HCC humano. Este
conhecimento poderia auxiliar o entendimento de seu efeito terapéutico
e serviria nao sO6 para uma melhor compreensdao da acao deste
composto em HCCs como também para a possibilidade de seu uso em

outros tipos de tumores.

1.2- NEOPLASIAS

1.2.1- Definicoes e causas gerais

Neoplasia (neo = novo + plasia = tecido) € o termo que designa
alteracoes celulares que acarretam um crescimento celular aumentado,
ou seja, proliferacao celular anormal, sem controle e auténoma, na qual
a capacidade de diferenciacao é reduzida ou perdida. Tumor € um termo
comum e genérico usado para se referir a neoplasias, que podem ser
benignas ou malignas (Martin, 1963). Embora referéncias a tumores
sejam encontradas na literatura médica desde a Grécia antiga e o termo
grego karkinos (caranguejo) tenha sido usado por Hipocrates (460-370
a.C), o termo “cancer” foi usado pela primeira vez por Galeno (138-201
d.C) e € derivado do latim cancrum, que também significa caranguejo.
Esse termo é dado devido ao aspecto que assume a vascularizacao do
tumor, assemelhando-se a patas de um caranguejo (Gallucci, 1985).
Atualmente, cancer é o termo comum usado para designar neoplasias
malignas e consiste em um conjunto de mais de 100 doencas
caracterizadas por uma populacao de células anormais que além de
crescerem € se dividirem desordenadamente, sdo capazes de invadir
tecidos e orgaos adjacentes, podendo espalhar-se para outras regides do

corpo (processo denominado metastase).



As neoplasias podem ser classificadas de acordo com o tipo de
célula de origem. Desta forma, sdo denominadas carcinomas, quando se
iniciam em tecidos epiteliais, sarcomas quando se iniciam em tecidos
conjuntivos, linfomas (linfa), leucemias (medula o6ssea), teratoma e
seminoma (células germinativas), carcinéides (células neuroendocrinas),
hemangiossarcomas (vasos sanguineos), linfangiossarcomas (vasos
linfaticos) e colangiossarcomas (vasos biliares) (Triolo, 1965).

As causas do cancer estdo relacionadas a fatores de risco que
podem ser externos (tabagismo, substancias quimicas, alcoolismo,
habitos alimentares, habitos sexuais, exposicao a radiacao e
organismos infecciosos) e internos (mutacoes herdadas, hormonios,
condicoes imunes e mutacdes decorrentes do metabolismo). Estes
fatores podem agir juntamente ou em sequéncia para iniciar ou
promover a carcinogénese. De todos os casos de cancer, 80% a 90%
estao associados a fatores externos. As causas externas relacionam-se
ao meio ambiente e aos habitos ou costumes proprios de um ambiente
social e cultural. As causas internas sido, na maioria das vezes,
geneticamente pré-determinadas e estdo ligadas a capacidade do
organismo de se defender das agressoes externas (Yu e Yuan, 2004;
Garcia et al. 2007; Jemal et al., 2007). O cancer pode afetar pessoas de
todas as idades, mas o risco para a maioria dos tipos de cancer
aumenta com o aumento da idade. O envelhecimento traz mudancas
nas células que aumentam a sua suscetibilidade a transformacao
maligna. Isto, somado ao fato de as células das pessoas idosas terem
sido expostas por mais tempo aos diferentes fatores de risco para
cancer, explica parcialmente porque o cancer € mais freqliente nesses

individuos (Jemal et al., 2007).



1.2.2- Epidemiologia Geral

Uma em cada oito mortes no mundo € causada por cancer. O
cancer causa mais mortes do que AIDS, tuberculose e malaria em
conjunto. Esta € a segunda maior causa de mortes em paises
desenvolvidos (doencas cardiacas em primeiro lugar) e a terceira em
paises em desenvolvimento (doencas cardiacas e infecto-parasitarias em
primeiro e segundo lugar, respectivamente) (Lopez et al., 2006). Do total
de obitos por cancer mais de 70% ocorrem em paises de média ou baixa
renda. Foi estimado para 2007 mais de 12 milhdes de novos casos no
mundo inteiro, dos quais 5,4 milhdes ocorreriam em paises
economicamente desenvolvidos e 6,7 milhdes em paises em
desenvolvimento. A estimativa correspondente para numero de mortes
em 2007 foi de 7,6 milhdes (cerca de 20 mil mortes por cancer por dia),
sendo 2,9 milhdoes em paises economicamente desenvolvidos e 4,7
milhdes em paises em desenvolvimento. Até 2050, acredita-se que a
taxa global cresca para 27 milhoes de novos casos e 17,5 milhoes de
mortes em decorréncia do aumento e envelhecimento da populacdo
(Garcia et al.,, 2007). No Brasil, as estimativas para o ano de 2008, e
validas também para o ano de 2009, apontam que ocorrerao 466.730

novos casos de cancer (INCA, 2007).

1.2.3- Epidemiologia do cancer de figado

As estimativas para 2007 de novos casos de cancer apontaram o
cancer de figado em quinto lugar entre homens e oitavo entre mulheres
no mundo todo. Devido a sua alta taxa de mortalidade, este figura como
a terceira causa de morte por cancer no mundo entre homens e a sexta
entre mulheres. Este quadro nao esta distribuido de forma uniforme
globalmente. Em paises desenvolvidos, as estimativas apontaram o
cancer de figado na quinta posicdo no numero de mortes causadas por

cancer em homens (oitava posicao em incidéncia) e a oitava posicao em



mulheres (ndo figurando entre os dez mais incidentes). Enquanto isso,
em paises em desenvolvimento a estatistica € mais dramatica, com este
tipo de cancer sendo responsavel pelo segundo lugar no numero de
mortes causadas por cancer entre homens (terceira posicao em
incidéncia) e o quinto entre mulheres (sexta posicdo em incidéncia)

(Garcia et al., 2007).

1.3- HEPATOCARCINOMAS

O cancer do figado pode ser primario, isto €, originado no proprio
figado, ou pode ser secundario ou metastatico, ou seja, quando se
origina primariamente em outro 6rgao e posteriormente atinge o figado.
Os tipos de cancer que acometem o figado sao o hepatocarcinoma (HCC)
ou carcinoma hepatocelular, a forma predominante de cancer primario
do figado, o colangiossarcoma, que acomete os dutos biliares (Parkin et
al., 1993; Goodman, 2007), o angiossarcoma, que acomete oS vasos
sanglineos (Maluf et al.,, 2005) e o hepatoblastoma, o tipo infantil
(Meyers, 2007).

O HCC representa de 85% a 90% dos casos de cancer primario do
figado (El-Serag e Rudolph, 2007). No entanto, uma excecao para esta
taxa € uma determinada regiao da Tailandia, que apresenta uma das
maiores incidéncias mundiais de cancer de figado (88 e 35,4 casos a
cada 100 mil habitantes para homens e mulheres, respectivamente)
(Parkin, 2002). Nesta regiao, o principal tipo de cancer do figado € o
colangiocarcinoma (Okuda et al, 2002). Evidéncias significativas
mostram uma forte associacdo entre esta elevada incidéncia e a
infeccao da populacdao pelo parasita hepatico Opisthorchis viverrini
(Parkin et al., 1993).

Mais de 500 mil novos casos de HCC sao diagnosticados
anualmente, com uma incidéncia mundial de 5,5 (mulheres) a 14,9
(homens) casos em cada 100 mil habitantes (Parkin et al., 2001). O

HCC é rapidamente fatal na maioria dos pacientes, fazendo com que



suas taxas de incidéncia e de mortalidade sejam muito proximas. Sua
ocorréncia varia significativamente de acordo com grupos étnicos e
racas, regioes demograficas, entre homens e mulheres e a presenca de
varios fatores de riscos ambientais que podem ser prevenidos, como a
infeccao pelo virus da hepatite B e C, a ingestao exacerbada de alcool e
a exposicao a aflatoxinas presentes na dieta (El-Serag e Rudolph, 2007).
A maioria dos casos (>80%) ocorre em paises em desenvolvimento,
particularmente no Sudeste da Asia e Africa subsaariana (Figura 1). Em
algumas regides da Asia o HCC é a principal causa de morte
relacionada ao cancer. Na China ocorrem mais de 50% dos casos do
mundo inteiro. As Américas do Sul e do Norte, assim como o Norte da
Europa e Oceania apresentam taxas de incidéncia menores, com uma
meédia de cinco casos para cada 100 mil habitantes (Parkin, 2002). No
entanto, nos ultimos anos, o interesse pelo HCC cresceu na Europa e
EUA devido ao aumento no numero de casos nestas regioes (Taylor-
Robinson et al., 1997; Deuffic et al., 1998; El-Serag e Mason, 1999;
McGlynn et al., 2001; Tanaka et al., 2002).

M <40
[ <58
O <87
O <17,7
B <934

Figura 1. Variacoes regionais nas taxas de mortalidade por HCC no
mundo. As taxas estdo apresentadas por 100 mil pessoas (El-Serag e
Rudolph, 2007).



No Brasil, o cancer de figado nao figura entre os dez mais
prevalentes. Entretanto, de acordo com os dados consolidados sobre
mortalidade por cancer no Brasil em 1999, o cancer de figado e vias
biliares ocupava a sétima posicao, sendo responsavel por 4.682 obitos
(MS/INCA, 1999). Mesmo em regidoes com uma tipica baixa prevaléncia,
o cancer de figado € um grave problema de saude devido ao aumento no
numero de casos nas ultimas décadas nestas regidoes, e a alta
mortalidade associada a sua ocorréncia.

O HCC é um dos poucos canceres com fatores de risco bem
definidos (El-Serag e Rudolph, 2007). Sua ocorréncia € trés vezes maior
em homens do que em mulheres. A faixa etaria, com maior predominio
nos Estados Unidos e Europa, esta localizada entre a 6* e 7% década,
enquanto que, nas areas de grande incidéncia, o tumor ocorre em
pacientes mais jovens, entre a 3% e 5% década (Parkin, 2002). Isto pode
ser explicado em parte pelo tipo de fator de risco e a idade na qual o
paciente o adquiriu. Por exemplo, a infeccao pelo virus da hepatite B,
principal fator de risco em areas em desenvolvimento, € adquirida
normalmente no nascimento ou durante a infancia nestas populacoes.
Por outro lado, em locais de baixa incidéncia, a infeccao pelo virus da
hepatite C e a cirrose alcoodlica, os principais fatores nestas regioes,
ocorrem em um estagio de vida mais avancado (El-Serag, 2002). O HCC
raramente acomete o figado saudavel, no entanto, o risco do cancer
aumenta de forma significativa em resposta a injuria cronica causada
por cirrose hepatica devido a infeccoes virais ou elevada ingestao de
alcool (El-Serag e Rudolph, 2007). De fato, na Europa o cancer € a
principal causa de morte entre pacientes com cirrose (Fattovich et al.,
1997). Desta forma, os principais fatores de risco do HCC sao a infeccao
cronica pelo virus da hepatite B (principal causa nos paises em
desenvolvimento), infeccao cronica pelo virus da hepatite C e a cirrose
alcodlica (causas mais comuns em paises desenvolvidos) (El-Serag,
2002; Llovet et al.,, 2003; El-Serag e Rudolph, 2007). O controle de

alguns fatores de risco pode levar a uma diminuicdo nas taxas de



incidéncia. Como exemplo pode-se citar a vacinacao contra hepatite B,
que levou a uma diminuicdo significativa no numero de casos em
algumas regioes, como Taiwan e China (Chang et al, 1997; McGlynn et
al., 2001; Parkin, 2002). Por outro lado, o crescente aumento na
incidéncia na Europa e América do Norte parece ser devido a presenca
de novos fatores de risco nestas regides, como o aumento na infeccao da
populacao pelo virus da hepatite C e, talvez, a diabetes (Lawson et al.,
1986; Adami et al., 1996; El-Serag e Mason, 2000; El-Serag, 2002,).

Os fatos expostos acima realcam a necessidade do conhecimento
das vias moleculares da hepatocarcinogénese e o desenvolvimento de
terapias eficazes no tratamento nao s6 de canceres primarios, mas

também de canceres avancados metastaticos.

1.3.1- Alternativas disponiveis para o tratamento de HCCs

A incidéncia de cancer no mundo cresceu nas ultimas décadas e
as estimativas para os proximos anos indicam que esses indices
continuarao a crescer (McGlynn et al., 2001; Garcia et al., 2007).
Apesar do grande esforco e investimentos realizados até o momento na
pesquisa sobre o cancer, a solucao para este grave problema ainda
parece distante. Este cenario se aplica para os diversos tipos de cancer
e € especialmente critico para o cancer de figado.

O HCC ¢ especialmente dificil de tratar porque geralmente este se
desenvolve em figados nao saudaveis, que apresentam infeccoes
cronicas ou cirrose (El-Serag e Mason, 1999; El-Serag, 2002; Llovet et
al., 2003). Os tratamentos atualmente disponiveis sao limitados pelo
estagio de desenvolvimento da doenca e o grau de disfuncao hepatica
(Cillo et al., 2006). Os unicos tratamentos que oferecem possibilidade de
cura sao a resseccao e o transplante. No entanto, estes tratamentos sao
indicados somente a uma minoria de pacientes. Em muitos casos a
resseccdo pode nao ser indicada, pois a doenca € geralmente

diagnosticada em um estagio avancado, quando as reservas hepaticas
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podem estar muito comprometidas. A presenca de maultiplos focos
também limita a aplicacao deste tratamento (Chen et al.,, 1989; Llovet et
al., 1999). O transplante também pode ser limitado devido a alta
demanda em relacao ao numero de doadores e ao fato de muitos
pacientes nao atenderem aos critérios de selecao para o transplante
(Yao et al., 2003). Além disso, mesmo que os procedimentos cirurgicos
sejam eficazes existe uma significativa morbidade, mortalidade e altas
taxas de recorréncia entre os pacientes (60-75%) (Bismuth et al., 1986;
Stuart et al., 1996).

As outras opcoes terapéuticas sao a quimioterapia sistémica, com
15 a 20% de resposta, e a radiacao, a qual é limitada por sua severa
toxicidade ao figado (Llovet et al., 2003). No entanto, estas terapias
parecem nao oferecer um real impacto na taxa de sobrevivéncia dos
pacientes (Venook et al., 1990; Stuart et al.,, 1996). A quimioresisténcia
do HCC faz com que as quimioterapias sistémicas tradicionais sejam
ineficientes e a toxicidade relacionada a drogas € aumentada devido a
presenca de injurias cronicas no figado (Llovet et al.,, 2003; Robert e
Gores, 2005).

As limitacoes destas terapias tradicionais juntamente com a
tendéncia do HCC em permanecer limitado ao figado levaram ao
desenvolvimento de novas terapias que tinham em comum um mesmo
conceito: o tratamento restrito a regido do tumor (Venook et al., 1990).
Este conceito se baseia no fato de que pacientes com HCC geralmente
morrem por faléncia do 6rgao como resultado de destruicao do tecido
hepatico e nao como resultado de metastases extra-hepaticas. Essas
terapias sao usadas atualmente para tratar tumores nao ressecaveis
(Georgiades et al.,, 2001; Venook et al., 1900) e incluem técnicas de
remocao/ ablacdo quimica (alcool, acido acético) e térmicas
(radiofreqiiéncia, microondas, laser), assim como tratamentos intra-
arteriais (Kulik et al.,, 2007). Destas, a quimioembolizacao transarterial
(TACE, “transcatheter arterial chemoembolization”) tem sido o

procedimento mais utilizado (Lo et al.,, 2002; Llovet et al., 2003). Esta
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técnica consiste na administracao intra-arterial, diretamente ao tumor,
de agentes quimioterapicos, emulsificados em um meio oleoso (lipiodol),
combinados com um material embdlico. O figado possui um
fornecimento duplo de sangue via veia porta e artéria hepatica.
Normalmente, a veia porta € responsavel por suprir a maior parte do
sangue ao figado (75-83%), com a artéria hepatica apresentando
somente um papel de suporte (20%-25%) (Breedis e Young, 1954;
Geschwind et al., 2000; Georgiades et al.,, 2001). No entanto, este
balanco é profundamente alterado em casos de HCC, nos quais a
artéria hepatica praticamente se torna unica fornecedora de sangue ao
tumor (90% a 100%) (Breedis e Young, 1954). A técnica TACE explora
esta caracteristica, usando a artéria hepatica como uma via direta para
administracao do quimioterapico ao tumor, juntamente com o agente
embolizante que provoca isquemia e reduz os riscos de vazamento da
droga nos tecidos adjacentes e sua entrada na circulagado sistémica.
(Georgiades et al., 2001; Venook et al.,, 1990; Geschwind et al., 2000).
Desta forma, este método deveria, ao menos em teoria, limitar os
potenciais danos aos tecidos ndao tumorais. No entanto, varios estudos
demonstraram que a inducado de isquemia e hipoxia no tumor
aumentaram os niveis do fator de crescimento vascular endotelial
(VEGF, do inglés vascular endothelial growth factor) e do fator induzivel
por hipoxia (HIF-1), consequentemente prevenindo a apoptose,
estimulando o metabolismo, crescimento e invasao das células tumorais
(Kobayashi et al., 1999; Xiong et al., 2004). Por outro lado a eliminacao
do material embolico (administracao somente do quimioterapico) limita
a eficiéncia da terapia pois permite que a droga atinja a circulacéao
sistémica, causando toxicidade (Kajanti et al., 1992). Estes fatos
ressaltam a necessidade de um tratamento que elimine o tumor, sem
levar a isquemia, prejudicar os tecidos sadios adjacentes e o restante do

organismo.
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1.3.2- Fenotipos exclusivos como um alvo para tratamento de

HCCs

O desenvolvimento de um agente antitumoral que exerca sua
acao sem prejudicar os tecidos sadios requer uma analise de
caracteristicas que sejam exclusivas das células tumorais e de extrema
importancia para sua proliferacdo e sobrevivéncia. Embora as células
tumorais apresentem muitas caracteristicas (genéticas, bioquimicas e
histologicas) que as diferenciem das células normais, dois fenotipos
gerais podem ser destacados: a divisao celular aumentada e o padrao
bioenergético exacerbado (Pedersen, 2007a).

Durante muito tempo somente as caracteristicas relacionadas a
divisdo celular aumentada foram focadas na busca por agentes anti-
tumorais (McGuire, 2003; Pedersen, 2007a) e pesquisas posteriores
foram direcionadas para as vias de transducao de sinais (Dancey e
Suasville, 2003). Embora um bom campo para estas investigacoes, as
caracteristicas fenotipicas relacionadas a bioenergética foram pouco
exploradas. Somente mais recentemente, com a descoberta de que vias
de morte celular estavam relacionadas a bioenergética celular, cresceu o
interesse em considerar este fenoétipo como um possivel alvo para
agentes anti-tumorais (Costantini et al., 2000; Pedersen et al, 2000;
Mathupala, et al., 2006; Moreno-Sanchez et al., 2007; Pedersen, 2007a,
2007Db).

A seguir € apresentada uma breve revisao dos elementos basicos
e das principais caracteristicas do metabolismo energético de células
normais e as diferencas encontradas em células tumorais. Deste modo,
pode-se obter uma melhor compreensao de como essas diferencas
bioenergéticas podem ser utilizadas como um alvo terapéutico no
tratamento nao s6 de HCCs mas também de outros tipos de neoplasias

malignas.
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1.4- METABOLISMO ENERGETICO

Os seres vivos necessitam de um suporte continuo de energia
para que possam manter todos os processos necessarios para seu
crescimento, manutencao e multiplicacao. O metabolismo consiste em
uma série de reacoes catalisadas enzimaticamente em uma célula, com
o objetivo de manter estes processos. Estas reacoes estdo organizadas
em vias metabolicas e agem de forma coordenada e integrada para a
que a célula obtenha energia, poder redutor e possa sintetizar e
degradar biomoléculas de acordo com suas necessidades. Em animais,
a energia necessaria € obtida pela oxidacdo de compostos organicos
(carboidratos, lipideos e proteinas) obtidos do meio externo ou de
reservas internas, e utilizada para sintetizar ATP a partir de ADP e Pi e
também poder redutor (NAD(P)H). O ATP e NAD(P)H formados
transferem parte de sua energia para processos de sintese de
intermediarios metabdlicos, macromoléculas, transporte e movimento.
Os nutrientes também podem ser degradados ao invés de
completamente oxidados, gerando intermediarios metabodlicos para
sintese de outras moléculas.

A glicdlise, o ciclo de Krebs e a fosforilacao oxidativa sao vias
metabodlicas que estdo implicadas na producdo do ATP e NAD(P)H
celulares (Figura 2). Uma visao geral destes processos € descrita a
seguir. Maiores detalhes sobre as reacodes, intermediarios, funcoes e
regulacao destas vias podem ser encontrados em excelentes livros
didaticos (Lehninger, Nelson e Cox, 2002; Berg, Tymoczko e Stryer,
2002, Voet e Voet, 1995).
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glicose ao entrar na célula sera metabolizada pela via glicolitica formando
duas moléculas de piruvato por glicose no final da via. Apesar do piruvato
possuir varios destinos nas células, em condicbes aerdbicas, ele é
majoritariamente direcionado para a mitocondria, entrando no ciclo de
Krebs, onde o mesmo é completamente oxidado. O poder redutor gerado
neste ciclo é armazenado na forma de transportadores reduzidos de
eléetrons (NADH e FADH,). Estes transportadores irdao transferir esses
elétrons para o sistema de transporte de elétrons (STE) localizado na
membrana interna mitocondrial. Este fluxo de elétrons através STE gera
um gradiente de eletroquimico de proéotons através da membrana
mitocondrial interna (MMI) que esta acoplado a sintese de ATP pela
mitocondria no processo de fosforilacdo oxidativa. Note que, apesar de
apenas a glicose aparecer no esquema, outras moléculas como acidos
graxos e aminoacidos também sao metabolizadas nestas vias. Os nimeros
ao lado de cada reacao da via glicolitica e ciclo de Krebs representam as
enzimas que as catalisam, como identificado a seguir: Via glicolitica: 1,
hexocinase; 2, fosfoglicose isomerase; 3, fosfofrutocinase-1; 4, aldolase; 5,
triose fosfato isomerase; 6, gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase; 7,
fosfoglicerato cinase; 8, fosfoglicerato mutase; 9,enolase; 10, piruvato
cinase. Ciclo de Krebs: 1, citrato sintase; 2, aconitase; 3, isocitrato
desidrogenase; 4, complexo da a-cetoglutarato desidrogenase; 5, succinil-
CoA sintetase; 6, succinato desidrogenase; 7, fumarase; 8, malato
desidrogenase. E ainda, o complexo da piruvato desidrogenase, que
catalisa descarboxilacdo oxidativa do piruvato em acetil-CoA.

1.4.1- Glicélise

Em células normais, a maior parte da glicose consumida é
convertida em piruvato. Este processo ocorre em uma sequéncia de dez
reacoes catalisadas por enzimas e € denominada glicdlise, via glicolitica
ou via de Embden-Meyerhof-Parnas (Figura 2). Estudos pioneiros
realizados durante quatro décadas no inicio do século passado levaram
alguns pesquisadores a descreverem pela primeira vez, por volta do ano
de 1940, todos os intermediarios e enzimas catalisadoras da glicolise.
Desta forma, a glicolise se tornou a primeira via metabodlica a ser
completamente elucidada (Fruton, 1972) e os processos descritos a
seguir podem ser encontrados em revisoes sobre o assunto (Philips et
al., 1981). Apos entrar na célula através de transportadores especificos
chamados GLUT (do inglés glucose transporter), a molécula de glicose &

fosforilada pela transferéncia do grupo fosfato terminal de uma
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molécula de ATP para seu grupo hidroxila no carbono 6, formando
glicose 6-fosfato e ADP. Esta reacao € essencialmente irreversivel em
condicoes fisiologicas e € catalisada pela enzima hexocinase (HK).

As nove reacoes seguintes irdo transformar a glicose 6-fosfato em
piruvato. A fosfoglicose isomerase catalisa a isomerizacao da glicose 6-
fosfato em frutose 6-fosfato. Em uma segunda reacao de fosforilacao, a
fosfofrutocinase catalisa a transferéncia de um grupo fosfato do ATP
para frutose 6-fosfato formando frutose 1,6-bisfosfato e ADP. A frutose
1,6 bisfosfato, através da acado da enzima aldolase, é clivada em duas
moléculas de trés carbonos, a diidroxiacetona fosfato e o gliceraldeido
3-fosfato. Este ultimo pode seguir diretamente a seqiiéncia de reacoes
da glicolise. A dihidroxiacetona fosfato, por sua vez, deve antes ser
isomerizada pela enzima triose fosfato isomerase, tornando-se
gliceraldeido 3-fosfato podendo assim seguir a via glicolitica. Nos passos
seguintes, as duas trioses-fosfato serdao oxidadas a piruvato e havera a
producao de quatro moléculas de ATP e duas de NADH. As duas
moléculas de gliceraldeido 3-fosfato formadas na etapa anterior sao
oxidadas, doando um par de elétrons a um NAD* que se reduz a NADH,
e fosforiladas por fosfato inorganico (Pi), dando origem a 1,3-
bisfosfoglicerato, numa reacao catalisada pela gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase. O 1,3-bisfosfoglicerato possui um alto poder de
transferéncia de seu grupamento fosfato e por acao catalitica da enzima
fosfoglicerato cinase, realiza a fosforilacdo ao nivel do substrato de um
ADP, gerando ATP e 3-fosfoglicerato. Nas ultimas etapas da glicolise ha
um rearranjo na molécula de 3-fosfoglicerato que € transformada em 2-
fosfoglicerato por acadao da enzima fosfoglicerato mutase. Uma
desidratacao de 2-fosfoglicerato catalisada pela enolase forma o
fosfoenolpiruvato. Este doa um grupamento fosfato para um ADP, numa
reacao catalisada pela piruvato cinase, realizando assim a segunda
fosforilacdo ao nivel do substrato; os produtos finais sao quatro
moléculas de ATP, duas de piruvato, dois NADH e duas moléculas de

H>0O. Como nesta fase sao produzidas quatro moléculas de ATP, e foram
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gastas duas moléculas na primeira fase, tem-se um saldo final de duas

moléculas de ATP por molécula de glicose consumida na via.

Equacao global final para a glicolise:

Glicose + 2 NAD" + 2ADP + 2P; —p 2 piruvato + 2NADH + H* + 2ATP + 2 H,0
(CeH1206) (2C3H,0;)

Apesar de a glicolise ser uma via universal, o destino de seus
produtos finais vai depender das circunstancias e do tipo celular
(Figura 3). Em animais, o piruvato tanto pode originar lactato, como
pode ainda ser completamente oxidado na mitocondria formando COo,
FADH,, NADH, ATP ou GTP. Neste caso as moléculas de NADH e FADH»
produzidas sao reoxidadas a NAD* e FAD* durante o processo de
fosforilacdo oxidativa descrito a seguir. O piruvato também pode ter
destinos anabdlicos (biossintese) na célula, como a sintese do
aminoacido alanina e a sintese de intermediarios de outras vias, como o
ciclo de Krebs (reacdoes anapleroticas), que sera descrito na proxima

secao.
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GLICOSE
Glicélise

Piruvato
Enzima Malica Carboxilase

MALATO —> PIRUVATO —> OXALOACTETATO

Lactato Alanina
Desidrogenase Aminotransferase

LACTATO ALANINA
ACETIL-CoA

1 Ciclo de Krebs

Co, + H,0

Figura 3: Alguns dos principais destinos para o piruvato em células
animais. O piruvato formado na glicolise pode ser reduzido a lactato pela
enzima lactato desidrogenase ou, apos sua transformacao em acetil-CoA pela
piruvato desidrogenase (PDH), ser completamente oxidado por uma série de
enzimas no ciclo de Krebs gerando dioxido de carbono, agua e poder redutor.
O piruvato também pode ser usado para a sintese de alanina. Nesta reacao a
enzima alanina aminotransferase catalisa a transferéncia de um grupo amino
do glutamato para o piruvato, formando alanina e a-cetoglutarato. O piruvato
pode ainda gerar oxaloacetato e malato pelas enzimas piruvato carboxilase e
enzima malica, respectivamente. Estas duas ultimas reagbes possuem uma
importante funcdo na reposicdo de intermediarios do ciclo de Krebs (reacoes
anapleroticas).

1.4.2- Ciclo de Krebs

O ciclo de Krebs (ou “ciclo do acido citrico” ou “ciclo dos acidos
tricarboxilicos”) foi descrito pela primeira vez por Hans Krebs, em 1937,
sob o nome de ciclo do acido citrico. As reacdées que compdem o ciclo
foram descritas em trabalhos prévios de autores como Albert Szent-
Gyorgyi, Martius e Knoop. Porém, a natureza ciclica da via foi descrita
posteriormente em uma elegante série de experimentos realizados por

Krebs (Krebs, 1970).
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Quando o piruvato formado na glicélise for completamente
oxidado, o mesmo inicialmente é transportado para matriz mitocondrial,
através de um sistema de transporte especifico, onde & descarbolxilado
oxidativamente pelo complexo da piruvato desidrogenase mitocondrial,
com a participacao de NAD* e coenzima A, formando acetil-CoA, NADH
e CO2. A primeira reacao do ciclo de Krebs, ou ciclo do acido citrico € a
condensacao do acetil-CoA com wuma molécula de oxaloacetato,
catalisada pela enzima citrato sintase, resultando em uma molécula de
citrato. O citrato é entado transformado em isocitrato, e este é
desidrogenado, com perda de CO2, formando a-cetoglutarato. Este
ultimo também perde CO2 oxidativamente e liberando succinil-CoA que
formara entao, succinato e GDP (ou ATP). O succinato € convertido a
oxaloacetato em trés reacoes adicionais, duas oxidacoes e uma
hidratacao. Assim, o oxaloacetato € regenerado e pode reagir com uma
nova molécula de acetil-CoA, dando continuidade no ciclo. Quatro das
oito reacoes que compode o ciclo sao oxidacoes e os elétrons sao
transferidos para NAD* e FAD, conservando de maneira eficiente a
energia na forma de NADH e FADH,. Como resultado final o ciclo
produz duas moléculas de CO,, trés NADH, um FADH>; e um GTP ou
ATP (Figura 2).

Equacao global para o ciclo de Krebs:

Acetil-CoA + 3 NAD* + FAD + GDP (ADP) + P, + 2H,0 wp
2CO, + 3NADH + FADH, + GTP (ATP) + 2H* + CoA

O ciclo de Krebs oxida tanto carboidratos, como por exemplo, a
oxidacao de glicose através da formacao de piruvato como também
acidos graxos e aminoacidos. No entanto, embora tenha um papel

central obtencao de energia de diferentes substratos organicos esta via
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também apresenta um importante papel biossintético, pois seus
intermediarios também sao utilizados para a sintese de diversas
moléculas como aminoacidos, bases nitrogenadas para a sintese de
nucleotideos, colesterol, acidos graxos e porfirinas (Owen et al.,, 2002).
Neste caso, os seus intermediarios sao constantemente removidos e a
reposicao deste ocorre através de reacoes chamadas “anaplerdticas”,
como as reacoes da enzima malica e piruvato carboxilase descritas

anteriormente (Figura 3).

1.4.3-Fosforilacao Oxidativa

O NADH e FADH; formados durante a oxidacao de carboidratos,
lipidios e proteinas irao transferir seus elétrons, através de um sistema
de transporte de elétrons (STE), ao O2, reduzindo-o a H2O (Figura 2). A
fosforilacdo oxidativa é o processo no qual ATP é formado como
resultado desta transferéncia e é a finalizacao de varias transformacoes
energéticas chamadas de respiracao celular.

O STE esta localizado na membrana mitocondrial interna e
compreende quatro grandes complexos protéicos chamados NADH-Q
oxiredutase, succinato-Q redutase, Q-citocromo c¢ oxiredutase e
citocromo c¢ oxidase, ou simplesmente complexos I, II, III e IV,
respectivamente. = Duas outras moléculas transportadoras também
atuam neste sistema, a ubiquinona (Q), uma quinona hidrofébica, e o
citocromo c, uma proteina associada a membrana que contém heme.
Durante o transporte de elétrons os complexos I, IIl e IV bombeiam
protons através da membrana mitocondrial interna, gerando um
gradiente eletroquimico de protons consistindo de um potencial de
membrana (gradiente elétrico, AY) e um gradiente de pH (ApH). Estes
protons retornam a matriz através da FoF1-ATP sintase. Esta enzima
utiliza fosfato importado para a mitocondria pelo carreador de fosfato
para a fosforilacao do ADP a ATP. O ATP sintetizado é exportado para o

citosol em troca de ADP pelo translocador de nucleotideos de adenina
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(ANT). A utilizacao do transporte de protons através da membrana para
a sintese de ATP na matriz mitocondrial pela FoF1-ATP sintase é
chamado de acoplamento quimiosmotico. No entanto, estes protons
podem retornar a matriz sem que ocorra a sintese de ATP, pela
permeabilidade intrinseca da membrana interna, caracterizando o que €
chamado de ‘desacoplamento’ entre o transporte de elétrons ao oxigénio
e a sintese de ATP, ou vazamento de protons (proton leak, em inglés). Os
protons ejetados do meio interno da mitocondria pelos complexos do
STE retornam a ele sem passar pelo canal Fo da FoF1-ATP sintase,
passo essencial para a fosforilacdo do ADP. Isto pode ocorrer devido a
presenca de proteinas desacopladoras, (UCP, do inglés uncoupling
protein), presentes na membrana mitocondrial interna, que promovem
retorno do proton a matriz. O retorno de protons a matriz mitocondrial
também pode ocorrer através da alteracdo da permeabilidade da
membrana interna que em condicoes de morte celular pode levar a
formacao de poros transitorios ou PTPC (do inglés permeability
transition pore complex). O desacoplamento causado por estes
mecanismos de ‘vazamento de protons’ pode estimular o consumo de

oxigénio e gerar calor.

Regulacao da fosforilacao oxidativa

A producao de energia nas células envolve varias vias metabodlicas
ligadas por intermediarios comuns e que agem de forma integrada para
realizar sua principal funcao que € liberar e distribuir energia. A
necessidade de ATP, e a producao de precursores para construcao de
outras moléculas tornam essencial o controle destas vias.

Os fatores que controlam a respiracao dependem de uma série de
caracteristicas como o tamanho do sistema analisado (mitocondria,
célula, orgao), as condicoes presentes (taxa de utilizacdo de ATP,
hormonios) e o orgao ou célula examinado. Uma analise de diversas

teorias € apresentada na revisao de Brown (1992).
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As propostas de Lardy e Wellman (1952) e Chance e Williams
(1955, 1956) trouxeram avangos para a compreensao do mecanismo
basico pelo qual a respiracdo mitocondrial é regulada. Baseados em
seus trabalhos com mitocondrias isoladas, introduziram o conceito de
que a respiracao mitocondrial e a sintese de ATP sao controladas pela
demanda celular de ATP. Segundo estes trabalhos, o mecanismo pelo
qual o aumento na utilizacao de ATP leva a um aumento na respiracao
¢ simplesmente um efeito de limitacdo pelo substrato: a fosforilacao
oxidativa é limitada pelas concentracoes de ADP (e Pi) e o aumento na
utilizacao de ATP leva a um aumento nos niveis de ADP (e Pi). A partir
destes estudos in vitro, Chance e Williams definiram os estados
respiratorios da mitocondria (Tabela 1 e Figura 4). Quando a respiracao
€ sustentada apenas por substratos endogenos, sem adenilatos e com
fosfato inorganico no meio de respiracdao € definido o estado 1. A
transicdo para o estado 2 se faz pela adicdo de ADP, levando a uma
ativacao inicial para a deplecao dos substratos endogenos. O estado 2
torna-se, entao, limitado pelo substrato. O estado 3 é alcancado quando
se obtém a ativacdao da respiracao na presenca de ADP e substrato,
como por exemplo o succinato, na presenca de rotenona para inibir o
complexo I. Neste estado, a respiracdo € acelerada e o ADP sera
gradativamente fosforilado a ATP. Com decréscimo na quantidade de
ADP, a respiracao fica limitada, caracterizando a transicao para o
estado 4. Uma segunda adicao de ADP ira levar novamente a respiracao
para o estado 3 com posterior transicado para o estado 4. No final, a
respiracao sera limitada pela quantidade de oxigénio disponivel na
camara do oxigrafo, estabelecendo o estado 5. Em um protocolo
alternativo (Estabrook, 1967), a transicao estado 1 para estado 2 €
realizada pela adicao direta do substrato (piruvato ou succinato por
exemplo). O estado 3 € obtido com a adicdo de ADP e o estado 4 com a

fosforilacao do ADP a ATP.
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Tabela 1. Definicao dos estados respiratorios mitocondriais

Estado 1: Mitocondria (na presenca de Pi)

Estado 2: Adicao de substrato, respiracao lenta devido a falta de ADP
Estado 3: Quantidade limitante de ADP adicionada, respiracao € aumentada
Estado 4: Todo ADP convertido a ATP, respiracao se torna mais lenta

Estado 5: Anoxia
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Figura 4: Os estados respiratorios mitocondriais. A figura apresenta a taxa
de consumo de oxigénio e o potencial de membrana mitocondrial nos
diferentes estados respiratorios definidos por Chance e Williams (1955, 1956).
Os numeros correspondem aos estados respiratérios como definidos na Tabela
1.
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1.5- ALTERACOES NO METABOLISMO ENERGETICO DE CELULAS
TUMORAIS

Otto Warburg foi pioneiro em demonstrar que a transformacao de
uma célula provocava mudancas significativas em seu metabolismo
energético quando comparadas com suas células de origem (Warburg,
1956).

A alteracao no metabolismo energético mais notoria em células
tumorais € o aumento em sua capacidade glicolitica. A glicose € um
elemento essencial tanto como fonte de energia como uma fonte de
carbono para sintese de diversas moléculas essenciais para a célula.
Entao, nao € inesperado que o metabolismo desta molécula seja elevado
em muitos tipos celulares, particularmente naqueles com altas taxas de
crescimento (Warburg et al.,, 1956; Pedersen, 1978). Entretanto, em
células normais a maior parte da glicose consumida é transformada em
piruvato e este ultimo é oxidado na mitocondria a diéxido de carbono e
agua. Este processo libera energia livre que € utilizada para a sintese de
ATP. Em contraste, células tumorais, mesmo quando em ambientes
ricos em oxigénio, transformam o piruvato proveniente da glicose
sanguinea em lactato ao invés de oxida-lo a dioxido de carbono e agua,
fazendo com que a glicolise seja responsavel por uma parte expressiva
da geracao de energia para a sintese de ATP. Este processo,
denominado “efeito Warburg” ou “glicolise aerdbica” € amplamente
observado em células tumorais e, de algum modo, contrasta com a
regulacao das células normais onde a presenca do Oz inibe a glicolise
latica (“efeito Pasteur”). Especula-se que esta caracteristica forneca uma
série de vantagens para as células tumorais em relacao a suas células
de origem. Através da via glicolitica e da utilizacao da glicose 6-fosfato
na via das pentoses, uma série de precursores para biossintese de
acidos nucléicos, porfirinas, acidos graxos, colesterol e fosfolipidios sao
formados. Estes precursores biossintéticos sao extremamente uteis

para células com altas taxas de crescimento. Outra vantagem esta
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relacionada com a protecao e invasao destas células. O lactato
produzido € liberado acidificando o meio proximo a célula. Esta
acidificacao do ambiente €& prejudicial para as células saudaveis
proximas, o que facilita a invasado pelas células tumorais que séao
resistentes a esta alteracdo do meio. Além disso, estas células seriam
capazes de sobreviver por mais tempo caso o oxigénio se torne limitante
(Gatenby e Gillies, 2004).

E importante ressaltar que o “efeito Warburg” (isto é, aumento na
taxa glicolitica mesmo na presenca de oxigénio) nao significa que a
célula tumoral utilizara predominantemente ou exclusivamente a
glicolise para producao de energia. O que é observado de fato € que a
glicolise passa a ter uma contribuicao na producao de energia muito
mais significativa do que em células normais, que obtém muito mais
energia da respiracao do que da fermentacdo, como demonstrado por
Warburg (Warburg, 1956). Por exemplo, em um dos casos mais
extremos estudados, a producao de ATP mitocondrial foi estimada em
torno de 40% e a glicolitica em torno de 60% da producao total
(Nakashima et al., 1984). Em contraste, as mitocondrias da maioria das
células normais contribuem com mais de 90% do ATP produzido.

Embora descrito ha mais de 70 anos e comprovado em varias
linhagens celulares, o “efeito Warburg”, ainda nao tem suas causas
totalmente esclarecidas e muitos trabalhos tém sido realizados na
tentativa de estabelecer os mecanismos que levam a este fenotipo. Uma
dificuldade de se encontrar as reais respostas esta na necessidade de
encontrar um padrao de comportamento e alteracoes metabodlicas que
representem todos os diferentes tipos celulares ou ao menos uma
grande parte destes. Muitos mecanismos tém sido propostos, no
entanto, poucos comprovaram ter uma participacdo realmente
expressiva nesta caracteristica. Um mecanismo que contribui de forma
significativa para este fenotipo envolve a ativacao de HIF, um fator de

transcricao que € estabilizado em resposta a hipoxia.
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HIF é um heterodimero composto por duas subunidades HIF-1a e
HIF-1B. Em condicoes de hipoxia a subunidade HIF-1la € estabilizada,
seus niveis aumentam, e como conseqUéncia a expressao de varios
genes € regulada de forma positiva ou negativa. Em adicao a hipoxia, o
HIF-1a pode ser induzido por citocinas, fatores de crescimento, espécies
reativas de oxigénio e oOxido nitrico ou ainda, pelos intermediarios
metabolicos, piruvato, lactato e oxaloacetato (Dalgard et al., 2004;
Thomas et al., 2004 ). Em células normais o HIF-la esta sob um
constante processo de degradacao e uma ineficiéncia deste processo
pode ser a causa do seu elevado nivel em tumores malignos (Guppy et
al. 2000). As respostas ao aumento nos niveis de HIF1-a incluem uma
rapida mudanca para o fenotipo glicolitico e um aumento na
angiogénese. A angiogénese ocorre em resposta ao aumento nos niveis
de VEGF e proporciona o re-estabelecimento de um ambiente
apropriadamente suprido de oxigénio e nutrientes para o tumor em
crescimento. Uma importante resposta ao HIF-la € o aumento de
enzimas associadas a membranas, transportadores e trocadores
(Pouyssegur et al. 2006). Um exemplo € o aumento na expressao de
transportadores de glicose (GLUT-1 e GLUT-3) e enzimas glicoliticas
(Semenza, 2003; Brahimi-Horn et al., 2007; Moreno-Sanchez et al.,
2007). Dois trabalhos recentes mostraram que HIF-la também age
reprimindo a fosforilacao oxidativa. Isto aconteceria devido a inducao da
piruvato desidrogenase cinase-1, que por sua vez inibiria o complexo da
piruvato desidrogenase. Desta forma, o metabolismo de piruvato a
acetil-COA seria suprimido (Kim et al., 2006; Papandreou et al., 2006).
Atualmente, também ja € conhecida a participacao de certos oncogenes
no “efeito Warburg”, como AKT (Elstrom et al., 2004; Plas et al., 2005),
MYC (Kim e Dang, 2005), RAS (Chen et al.,, 2001; Blum et al., 2005) e
de supressores de tumor como a succinato desidrogenage, fumarato

hidratase (Gottlieb e Tomlinson, 2005) e pS53, estando este ultimo
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envolvido com uma deficiéncia na sintese da citocromo oxidase (Matoba
et al., 2006; Ma et al., 2007).

Uma outra alteracdo marcante que ocorre no metabolismo em
decorréncia da transformacao celular € a alteracdo na expressao da
enzima hexocinase (HK). Em células de mamiferos, existem quatro
diferentes isoformas de HK (HK-I, -II, -III e -IV, ou glicocinase) (Wilson,
1995, 1997, 2003). Estas isoformas apresentam diferencas quanto sua
distribuicao tecidual, peso molecular, distribuicdo intracelular e
parametros cinéticos, como a afinidade pelo substrato e a regulacao por
moduladores. A HK-II €& a principal isoforma encontrada em células
tumorais, com excecao dos tumores cerebrais, nos quais a principal
isoforma é a HK-I. Ambas as isoformas I e II possuem um segmento N-
terminal especifico, os dez primeiros aminoacidos, que permite que as
mesmas se associem a mitocondria assim como podem ser encontradas
livres no citosol. A dinadmica do movimento da HK entre os
compartimentos mitocondriais e citosolicos envolve uma série de fatores
que incluem concentracoes fisiologicas de glicose 6-fosfato, ATP, fosfato
inorganico e pH intracelular (Wilson, 2003). A associacao com a
mitocondria ocorre através do canal anionico dependente de voltagem
(VDAC, do inglés wvoltage-dependent anion channel) e parece conferir
algumas importantes vantagens no metabolismo das células tumorais.
Quando associada a mitocondria, a enzima apresenta maior atividade
especifica, € menos sensivel a inibicao pelo seu produto, a glicose 6-
fosfato (um mecanismo de regulacao presente nas isoformas soluveis,
i.e, nao associadas a mitocondria) e tem um acesso preferencial ao ATP
sintetizado pela FoF1-ATP sintase, tornando a reacdao de formacao da
glicose 6-fosfato mais eficiente, uma vez que o ATP sintetizado néo
precisa se difundir no citosol para atingir o sitio catalitico da enzima.
Esta localizacao também ja foi implicada como um importante
mecanismo de defesa antioxidante, através de um mecanismo de
reciclagem do ADP mitocondrial (da-Silva et al., 2004, Hagland et al.,

2007). Embora este mecanismo tenha sido demonstrado em
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mitocondrias de células normais, €& possivel que também seja
importante em células tumorais, devido a baixa defesa antioxidante
comumente encontrada nessas células (Oberley e Buettner, 1979; Sun
etal., 1993).

Além destes fatores, a associacdo da HK com a mitocondria
parece interferir com a apoptose, prevenindo a mesma,
consequientemente promovendo a sobrevivéncia da célula (Gottlob et al.,
2001; Pastorino et al., 2002; Vyssokikh et al., 2002; Majewski et al.,
2004). A cascata apoptotica em mamiferos compreende varias etapas
(Costantini et al., 2000; Hengartner, 2000; Wang, 2001; Kiechle e
Zhang, 2002; Youle, 2007). Durante a fase de iniciacdo, segundos
mensageiros pro-apoptoticos que variam de acordo com o estimulo
apoptotico presente, acumulam no citosol. Estes agentes irdo induzir a
permeabilizacdo da membrana mitocondrial levando as células para a
fase de decisdo. As mudancas apoptoticas da mitocondria consistem em
uma perda do potencial de membrana mitocondrial (A¥wm), inchamento
da matriz mitocondrial, ruptura mecanica da membrana externa e/ ou
sua permeabilizacdo nao especifica por poros gigantes e a liberacao de
proteinas soluveis intermembranares (PSIMs) através da membrana
externa (Wolter et al.,, 1997; Desagher et al., 1999; Youle e Strasser,
2008). A perda da funcao de barreira da membrana gera varias
consequéncias que contribuem para a morte celular, como alteracoes
bioenergéticas, perda da homeostase redox e perturbacdo da
homeostase idnica. A fase final da cascata apoptética compreende a
ativacao de proteases (caspases) e nucleases pelas PSIMs, que irdo
realizar a degradacao intracelular (Zamzami et al. 1996; Susin et al
1997; Zou et al.,, 1997; Hengartner, 2000). Citocromo c, algumas pro-
caspases (em particular pro-caspase 2 e 9), SMAC/DIABLO e AIF estao
entre as PSIMs que fazem a conexao entre a permeabilizacao da
membrana mitocondrial e ativacdao do processo de degradacao. Destes
fatores, o mais estudado € o citocromo c, que se liga a APAF-1 e leva a

montagem de um complexo chamado apoptossoma, o qual pode se ligar



29

e ativar a pro-caspase-9, que por sua vez ativa a caspase-3, levando a
degradacao de uma série de substratos e ativacao de DNases (Wang,
2000; Shi, 2006). Embora o mecanismo de permeabilizacao da
membrana mitocondrial ndo seja completamente conhecido, acredita-se
que Bax e Bak, membros pro-apoptoticos da familia Bcl-2, sejam
cruciais para este processo. Os membros anti-apoptoticos desta familia,
como Bcl-2 e Bcl-XL, inibem Bax e Bak, enquanto membros pro-
apoptoticos como Bim, Bid, Bad, Bik e outros, ativam Bax e Bak através
da ligacao e inibicao direta da Bcl-2 e outros membros anti-apoptéticos
(Wolter et al.,, 1997; Willis et al.,, 2007; Youle e Strasser, 2008). No
entanto, um modelo oposto propode a ativacado direta de Bax e Bak por
algumas proteinas pro-apoptoéticas (Bim, tBid e Puma) (Youle, 2007). A
permeabilizacdo da membrana mitocondrial interna € um evento crucial
no processo de apoptose e algumas evidéncias sugerem que este evento
possa ser causado pela abertura do poro de transicao de
permeabilidade (PTPC). Entre as proteinas que compoem este complexo
esta o canal anidnico dependente de voltagem (VDAC), um componente
critico da fase mitocondrial de apoptose. Ja foi demonstrado que a
dissociacao da HK do VDAC esta envolvida na liberacao do citocromo c
para o citosol e na inducao de apoptose (Azoulay-Zohar et al., 2004;
Abu-Hamad et al.,, 2008). A prevencao da ligacao dos membros pro-
apoptoticos Bax e Bak na mitocondria pela HK mitocondrial (mt-HK) e a
participacao da proteina cinase B (PKB, também conhecida por Akt)
foram sugeridos como mecanismos envolvidos neste processo (Gottlob
et al., 2001; Robey e Ray, 2005).

Embora muito destaque seja dado para o metabolismo de glicose
pelas células tumorais, outro importante substrato para o metabolismo
energético destas células é a glutamina. A glicose e a glutamina estao
entre os nutrientes mais abundantes no plasma e juntas sao
responsaveis pela maior parte do metabolismo de carbono e nitrogénio
nas células de mamiferos. A utilizacao de glutamina é semelhante a da

glicose, ou seja, sua utilizacao pelas células em uma variedade de vias
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metabolicas suporta a bioenergética e biossintese. Assim como
demonstrado por Warburg (1956) que células tumorais apresentam um
alto consumo de glicose, evidéncias experimentais indicam que o
metabolismo de glutamina pelas células tumorais também excede o uso
de outros aminoacidos nao-essenciais, sendo esta o principal substrato
respiratorio para as células tumorais. Tumores em cultura requerem ao
menos dez vezes mais glutamina do que qualquer outro aminoacido
(Eagle et al., 1956; Kovacevic e McGivan, 1983). Nas células, a
glutamina € convertida pela enzima glutaminase, numa reacao
dependente de fosfato, em amonia e glutamato (Figura 5), e este ultimo
segue uma série de reacdes que geram intermediarios metabdlicos
importantes para o crescimento celular (Figura 6). Como esperado, as
células tumorais apresentam uma alta atividade de glutaminase e esta
atividade esta correlacionada com o consumo de glutamina pelo tumor

e suas taxas de crescimento (Linder-Horowitz et al., 1969).
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Figura 6: Principais destinos da glutamina em células tumorais. Altas
taxas de glutamindlise explicam os elevados niveis de amoénia observados em
estagios avancados de malignidade. A captacdo de glutamina pelas células
tumorais fornece substrato para a biossintese de nucleotideos de purina
(sintese do anel purinico) e proteinas, e através da formacédo de glutamato gera
importantes intermediarios metabdlicos que podem ser utilizados em
processos biossintéticos e para producao de energia.

Dados recentes (DeBerardinis et al., 2007) obtidos com a técnica
de ressonancia magneética nuclear em células SF188 de glioblastoma
mostraram que assim como muitas outras células tumorais, estas
células exibiram uma alta taxa de consumo de glicose e metabolismo
anaerobico do piruvato. A soma da producao de lactato e alanina
representou mais de 90% do metabolismo total de glicose. Portanto,
todas as outras atividades dependentes de glicose (glicosilacao, sintese
de acidos graxos, gliceroneogénese, biossintese de nucleotideos,
oxidacao de piruvato, etc) representaram menos de 10% da utilizacao
total de glicose. Assim como a glicose, a glutamina pode ser degradada

a lactato ao invés de ser oxidada completamente (Reitzer et al.,, 1979).
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Os dados de DeBerardinis et al. (2007) mostraram que a producao de
lactato e alanina representa 60% da utilizacdao total de glutamina
(Figura 7). Uma consequéncia deste fluxo € uma expressiva producao de
NADPH pela enzima malica. O fluxo glutaminolitico mostrou-se ser tao
alto quanto o fluxo da glicose 6-fosfato desidrogenase na via das
pentoses fosfato e pareceu ser maior do que o necessario para sintese
de acidos graxos. Isto pode significar que o NADPH gerado durante a
glutaminolise também supre outros processos anabodlicos como a
biossintese de nucleotideos, assim como pode ser usado para a sintese
de glutationa, uma importante molécula envolvida na manutencao do
estado redox de proteinas e na eliminacdo de espécies reativas de
oxigénio. Assim sendo, o rapido consumo de glutamina pelas células
tumorais serve nao sO0 para a alta demanda de nucleotideos, mas
também prové uma fonte de carbono para outros processos celulares,
como sintese de acido graxos e outras moléculas, reposicao anaplerética
do oxaloacetato no ciclo de Krebs e ainda producao de NADPH, que
pode representar um importante fator contribuindo na manutencao do

estado redox destas células (Figura 7).
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Figura 7: Vias do metabolismo de glutamina em células tumorais. Em
tumores existe uma grande retirada de citrato para a sintese de acidos graxos,
oxaloacetato (OAA) para a sintese de proteinas e nucleotideos, assim como de
malato para a sintese de NADPH, piruvato e lactato através da reacdo da
enzima malica. Logo, a glutamindlise € essencial para a reposicdo do a-
cetoglutarato para a continuidade do ciclo de Krebs. Succ, succinato; OAA,
oxaloacetato; Asp, aspartato; EM, enzima malica (adaptado de DeBerardinis et
al., 2007).
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1.6- 3-BROMOPIRUVATO

A busca por uma molécula com a propriedade de atuar
seletivamente nos sistemas de producao de ATP, isto €, na via glicolitica
e fosforilacdo oxidativa de células tumorais, levou Ko e seus
colaboradores a testarem o efeito de varios compostos em um modelo de
cancer de figado em coelhos (Ko et al., 2001). Este tumor, o VX2, possui
origem epidermodide (Rous et al.,, 1952), e quando implantado no figado
de coelhos assume as propriedades de crescimento e vascularizacao
similares a HCCs humanos, o que o torna um modelo util para o estudo
do cancer de figado (Pauser et al., 1996; Geschwind et al., 2000). Além
disso, esse modelo apresentou neste estudo o fenodtipo bioenergético
prevalente de outros HCCs, isto €, alta taxa glicolitica e uma grande
fracdo da hexocinase presente na célula associada a mitocondria (Ko et
al., 2001). Diferentes compostos (2-deoxiglicose (2-DOG), 2-fluor-2-
deoxiglicose, 6-fluor-6-deoxiglicose, 3-O-metil glicose, 5-tio-D-glicose-6-
fosfato, L-glicose, D-xilose, D-lixose e 3-BrPA) foram testados quanto a
sua capacidade de inibicao da via glicolitica em fatias isoladas do tumor
VX2. Destes, os unicos eficazes em promover uma inibicao da via
glicolitica foram 2-DOG e 3-bromopiruvato (3-BrPA). No entanto, a
concentracao de 3-BrPA (2,4 mM) necessaria para promover metade da
inibicdo maxima foi significativamente menor do que a concentracao
necessaria de 2-DOG (15 mM) para obter o mesmo efeito. Como os
resultados mais promissores foram obtidos com a utilizacdo do 3-BrPA,
os autores prosseguiram com objetivo de localizar qual seria o alvo
responsavel pela acado deste composto na via glicolitica. Devido ao
importante papel da hexocinase nesta via e no metabolismo de tumores,
o efeito do 3-BrPA em sua atividade foi testado e os resultados
mostraram que 5 mM de 3-BrPA inibia completamente a atividade da
hexocinase localizada na fracdo mitocondrial isolada do tumor VX2 (HK-
mt). Além disso, o 3-BrPA também foi capaz de inibir completamente a

respiracao mitocondrial estimulada pela adicao de succinato (estado 2)
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e pela adicao de ADP (estado 3), no entanto, em uma concentracao
menor (1,2 mM) do que a necessaria para inibir a atividade da HK-mt
(Ko et al., 2001). Ainda neste estudo, este agente foi capaz de suprimir o
crescimento de células AS-30D, uma linhagem de HCC derivada de
ratos que apresenta altas taxas glicoliticas e contém elevados niveis de
hexocinase mitocondrial.

Embora promissores, estes resultados (Ko et al., 2001) foram
obtidos in vitro e com concentracoes muito altas de 3-BrPA e os
possiveis efeitos sobre células normais nao foram testados. Desta
forma, o estudo realizado posteriormente por este mesmo grupo testou
a administracao intra-arterial do 3-BrPA nos tumores VX2, em uma
adaptacdao do processo de quimioembolizacdo descrito anteriormente
(Geschwind et al, 2002). Apesar de utilizar os beneficios da
administracao intra-arterial, nesta técnica o material embodlico foi
omitido (a Figura 8 apresenta uma esquematizacao da técnica
proposta). A administracao intra-arterial direta de uma tnica dose de 3-
BrPA (25 ml a 0,5 mM) foi capaz provocar necrose em cerca de 90% das
células tumorais. De grande importancia também, foi a observacao de
que nenhum dano ocorreu nos tecidos normais adjacentes ao tumor e
em outros importantes tecidos submetidos a analises histologicas
(cérebro, coracao, intestino delgado, colon, estéomago, rins, tecido
adiposo e musculo esquelético). O tratamento também foi administrado
sistemicamente e neste caso nao afetou os tumores implantados no
figado nem os outros tecidos analisados (os mesmos descritos acima),
nao causando nenhum dano ao animal. No entanto, o tratamento
sistémico foi capaz de eliminar tumores secundarios, pois suprimiu
grande parte das metastases identificadas no pulmao como resultado
da propagacao dos tumores implantados no figado (Geschwind et al.,

2002).
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Figura 8. A e B. Diagramas mostrando o método usado para a
administracao intra-arterial direta de 3-BrPA em um tumor hepatico. C. Sitios
bioquimicos de acdo do 3-BrPA na producao de ATP, sua estrutura, e sua
reatividade com grupos funcionais enzimaticos (-XH) (Geschiwind et al.,
2002).

Em outro estudo, células AS-30D implantadas em ratos, que
cresceram tanto internamente (na cavidade abdominal), quanto
externamente (na regido dorsal) foram quase completamente
erradicadas quando tratadas com injecoes intraperitoneais ou
intratumorais de 3-BrPA (Ko et al. 2004). Nestas mesmas células
crescidas em cultura, o 3-BrPA levou a um esgotamento dos niveis de
ATP e a perda de viabilidade, enquanto que os hepatocitos ndao foram
afetados. Recentemente foi identificado, em um estudo com um modelo
animal para cancer de figado (VX-2), a dose terapéutica (1,175 mmol/L)
e método de administracao (uma hora de infusao intra-arterial) mais
adequados para o tratamento com o 3-BrPA (Vali et al., 2007).

Os mecanismos que fazem os tecidos sadios nao serem afetados

pelo 3-BrPA ainda nao sao conhecidos. Devido a sua similaridade
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estrutural, o 3-BrPA pode entrar nas células através dos mesmos
transportadores que exportam o lactato e especula-se que devido ao
maior numero de transportadores de lactato presentes nos tumores,
quando comparados a células sadias, este composto teria um maior
acesso as células tumorais. Outra explicacao pode ser devido a uma
maior quantidade de agentes redutores presentes nas células sadias. A
acao do 3-BrPA sobre a HK-mt II também ja foi especulada como sendo
o motivo da diferente sensibilidade entre tecidos sadios e tumorais a
este agente, devido ao fato desta ser a isoforma predominante nos
HCCs, enquanto nos hepatocitos a isoforma € a glicocinase (HK IV ou
GK) (Pedersen, 2007a). No entanto, a falta de efeito em células sadias
deve ser analisada com cuidado, pois em um estudo realizado com
coelhos sadios, o tratamento com o 3-BrPA mostrou-se toxico
dependendo da concentracao utilizada (Chang et al., 2007). Mesmo no
trabalho anterior com hepatécitos em cultura, foi observado um efeito
toxico quando usado em concentracoes maiores do que as necessarias
para afetar as células tumorais (Ko et al., 2004).

Os resultados presentes nestes trabalhos sao bastante
promissores e fizeram com que o 3-BrPA fosse proposto como um
possivel agente antitumoral. Mais ainda, este composto foi capaz de
eliminar células apresentando o fenétipo de resisténcia multipla a
drogas (MDR, do inglés multidrug-resistant) (Xu et al.,, 2005). Estas
células usam bombas moleculares dependentes de ATP para exportar
varios agentes anti-tumorais para o exterior. Entdo, o esgotamento do
ATP intracelular causado pelo 3-BrPA impediria o funcionamento destas
bombas, levando a morte celular (como de fato foi observado). As
propriedades anti-proliferativas do 3-BrPA sao atribuidas a inibicao da
producao de ATP celular, devido sua acao sobre a fosforilacao oxidativa
e glicolise, neste caso, agindo diretamente sobre a HK-mt II. Embora os
efeitos do 3-BrPA sejam atribuidos quase que exclusivamente a sua
acao sobre a hexocinase, € possivel que outras enzimas também sejam

modificadas/inibidas pelo mesmo. Isto se deve ao fato deste composto
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ser um agente alquilante. Entao, outras enzimas com grupos tiéis e/ou
hidroxilas livres que sejam importantes para sua catalise também séao
potenciais alvos deste agente. De fato, ja se demonstrou que varias
enzimas relacionadas ao metabolismo energético de mamiferos sao
inibidas pelo 3-BrPA. Entre estas estao as enzimas malica de figado de
pombo (Chang and Hsu, 1973) e pato (Satterlee e Hsu, 1991), succinato
desidrogenase de musculo cardiaco bovino (Sanborn et al, 1971;
Kenney, 1975), glutamato desidrogenase de cérebro de camundongo
(Tunnicliff, 1978), gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase e 3-
fosfoglicerato cinase de espermatozoide de javali (Jones et al., 1995), 6-
fosfogliconato desidrogenase de figado de carneiro (Hanau et al., 1995),
piruvato desidrogenase humana (Korotchkina et al., 1999) e piruvato
cinase de eritrocito humano (Acan e Ozer, 2001), além do transportador
mitocondrial de piruvato em cérebro e figado de rato (Thomas e
Halestrap, 1981). No entanto, grande parte destes trabalhos utilizou
ensaios in vitro com enzimas purificadas e altas concentracoes de 3-
BrPA (milimolar), tornando dificil extrapolar estes resultados para
situacoes celulares mais fisiologicas.

Um outro fator importante a ser considerado na acao celular do
3-BrPA é o envolvimento da mitocondria. Alguns trabalhos mostraram
que o 3-BrPA induz a morte celular em HCCs através da ativacao de
vias mitocondriais de sinalizacdo apoptotica, indicando a importancia
da mitocondria na acao desta droga (Gwak et al., 2005; Xu et al., 2005;
Kim et al.,, 2007). Gwak et al. (2005) observaram que a incubacao de
células Huh-BAT (uma linhagem derivada de HCC humano) com 0,1
mM de 3-BrPA, por 60 min., promovia a liberacao de citocromo c,
Smac/DIABLO e AIF no citosol e ativacdo de caspase 3. Xu et al. (2005)
demonstraram que a incubacao de células HL-60 (linhagem derivada de
leucemia humana) com 3-BrPA (0,1-0,3 mM) levava a desfosforilacao da
Bad (com a desfosforilacao maxima em 8 horas de incubacao),
ocorrendo um simultaneo deslocamento da Bax para a mitocondria,

seguida da liberacao de citocromo c para o citosol e a clivagem da
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caspase 3. Mais recentemente foi demonstrado que o tratamento de
células Huh-BAT ou MHI134 (uma linhagem derivada de HCC de
camundongo) com 0,1 mM de 3-BrPA por 3 horas causou uma
diminuicao dos niveis de mt-HK-II em imunoprecipitados de PTPC
destas células e induziu apoptose através da ativacao da via de
sinalizacao apoptotica mitocondrial (Kim et al. 2007).

O conhecimento atual sobre as propriedades do 3-BrPA indica um
futuro promissor para o uso desta molécula no tratamento contra
HCCs. Entretanto, maiores informacoes quanto aos mecanismos e
efeitos deste agente em células de HCCs humanos em cultura, assim
como em outros tipos celulares sao necessarias e seriam de grande
valor para seu futuro uso terapéutico. Este tipo de informacao auxiliara
nao somente na sua aplicacao em HCCs, mas também em outros tipos
de neoplasias e podera também evitar possiveis efeitos nao desejaveis

em células normais.
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2-OBJETIVOS
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De acordo com o exposto na introducao desta tese, este trabalho
visa estabelecer um melhor entendimento da acdo do 3-BrPA no
metabolismo energético de células HepG2, derivadas de um HCC
humano. Um interesse especial quanto a sua acdo na respiracao
mitocondrial foi estabelecido devido a importancia desta organela na
sobrevivéncia celular, seu envolvimento na acao deste composto e a

falta de informacoes disponiveis a este respeito.
Os seguintes objetivos foram, entao, delineados:
e Estabelecer uma relacao entre a dose e tempo de exposicdo ao 3-
BrPA na viabilidade celular, wutilizando para isto diferentes

concentracoes e tempos de incubacdo com o mesmo;

e Analisar o efeito da incubacao das células com 3-BrPA na glicdlise e

avaliar a participacao da hexocinase mitocondrial neste processo;

e Estabelecer os mecanismos de acdo do 3-BrPA na respiracao

mitocondrial;

e Analisar o efeito de diferentes substratos energéticos disponiveis

para as células na resposta ao 3-BrPA.
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3-MATERIAL E METODOS
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3.1- Cultura de células

Neste estudo foram utilizadas células HepG2, uma linhagem
derivada de carcinoma hepatocelular humano. As células foram obtidas
através da American Type Collection (ATCC; USA) e mantidas em uma
camara de incubacao umidificada a 37°C e 5% de CO; (Forma Scientific,
CO2 Water Jacketed Incubator). A cultura foi realizada em recipientes
de plasticos apropriados (TPP, Suica) e em meio de cultura MEM
(Minimum Essential Medium, Invitrogen Corporation, EUA, n° 41500-
083) com L-glutamina 2 mM, D-glicose 5,5 mM, sais de Earle’s e
aminoacidos nao-essenciais. Este meio foi suplementado com soro fetal
bovino 10% , bicarbonato de so6dio 0,22% e Hepes 0,2%, pH 7,4.

As células foram plaqueadas em uma densidade de 10°
células/ml. Apéds 48 horas do plaqueamento, as células tinham metade
de seu meio de cultura renovado. O sub-cultivo destas células era
realizado duas a trés vezes por semana com sua remocao da superficie
de cultivo através da adicao de uma solucao de tripsina-EDTA 0,25%
(p/v) e transferéncia para novos recipientes com superficie e meio de
culturas adequados para seu crescimento. Para os ensaios foram
utilizadas células com 90-95% de confluéncia, mantidas em placas de
Petri de plastico (60,1 cm?), com excecao dos ensaios de viabilidade,

quando foram utilizadas placas de 24 pocos.

3.2- Solucao neutra de 3-bromopiruvato

A solucao de 3-BrPA utilizada em todos os ensaios deste trabalho
foi preparada em Tris-HCI 0,5 M pH 7,4, para uma concentracao final
de 25 mM de 3-BrPA e quando necessario, diluicoes adicionais foram

realizadas utilizando o mesmo tampao.
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3.3-Viabilidade celular

3.3.1-Ensaio MTT

MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazoliobrometo) € um
composto amarelo-palido que quando reduzido assume uma coloracao
roxa. Ao ser adicionado a cultura celular, o composto € reduzido por
desidrogenases mitocondriais de células metabolicamente ativas/
viaveis, formando um precipitado roxo, denominado formazan, que pode
ser quantificado espectrofotometricamente e correlacionado com a
proliferacao/ viabilidade celular. Este método foi descrito pela primeira
vez por Mosmann (1983) e estudos posteriores confirmaram sua eficacia
(Ferrari et al., 1990; Van De Loosdrecht et al., 1994).

No inicio do experimento, diferentes concentracdes (0,005 a 5
mM) de uma solucdo neutra de 3-BrPA foram adicionadas a cultura
celular e incubadas por 30, 60, 90 e 180 min. a 37°C. Em seguida, o
meio de cultura foi removido, as células foram lavadas duas vezes com
uma solucao de BSS (Na2HPO4 0,16g/L, NaCl 8g/L, KCI 0,4g/L, CaCle,
Oleg/L, MgSO4 0,154g/L, Glucose 1,1g/L, pH 7,4) e incubadas com
uma solucao de MTT (0,5 mg/ml) preparada em BSS, por 3h a 37°C.
Apos o periodo de incubacao, a solucao de MTT foi removida e o
precipitado de formazan formado foi dissolvido mediante a adicao de
uma solucao de HCI 0,04 M em isopropanol. A solucao resultante foi
centrifugada a 17.000g por 2 min. e a absorvancia do sobrenadante
resultante foi medida a 570 nm e 690 nm com a utilizacdo de um
espectrofotometro (UV mini 1240, Shimadzu, Japao). A diferenca entre
os valores de absorvancia obtidos a 570 nm e 690 nm (usado como

“background”) foi considerado como um indice de viabilidade celular.
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3.3.2- Ensaio de viabilidade por exclusdo de azul de tripan

Azul de tripan € um corante derivado da toluidina, utilizado para
corar seletivamente células mortas. Como células sdao muito seletivas
quanto aos compostos que passam através de suas membranas, em
uma célula viavel, o azul de tripan nao sera absorvido. No entanto, ele
atravessa a membrana de uma célula morta. Desta forma, células vivas
ou com membranas intactas nado sao coradas, enquanto que células
mortas apresentam uma coloracado azul distinta quando observadas ao

microscopio.

3.4-Animais

Foram utilizados camundongos suicos disponiveis no biotério
localizado no Instituto de Bioquimica Médica da Universidade Federal
do Rio de Janeiro. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas,
forradas com maravalha autoclavada, em ambiente com temperatura
(20°C) e ciclo de luz (12h/12h) controlados, recebendo suplemento
vitaminico semanal, racdo comercial apropriada e agua filtrada. O

sacrificio dos animais foi realizado através do deslocamento cervical.

3.5- Producao de lactato pelas células HepG2

O meio de cultura das células foi removido e duas lavagens com
PBS (NaCl 8g/L, KCl1 0,2g/L, Na2HPO4 1,2g/L, KH2PO4 0,2g/L, pH 7,4)
foram realizadas. Em seguida, novos meios de cultura foram
adicionados as células. Dois diferentes meios foram utilizados: meio
sem glicose (DMEM, Invitrogen, USA, n° 11966-025) o qual contém
apenas glutamina (4 mM) como substrato oxidavel ou meio sem glicose
suplementado com glicose (5 mM). Ambos os meios foram
suplementados com Hepes 0,02 %. Em seguida, 3-BrPA 150 pM foi

adicionado a cultura e incubado a 37°C por até 60 min. Aos 30 min. de
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incubacao 2pg/ml de antimicina A foi adicionada a cultura (com a
finalidade de inibir a respiracdo mitocondrial). Amostras do meio de
cultura foram retiradas durante a incubacao nos tempos indicados (O,
15, 30, 40, 50, 60 min.), e mantidas em gelo para  posterior
quantificacdo de lactato. O ensaio para a quantificacao de lactato foi
realizado em um tampao glicina/hidrazina, pH 9,2 contendo 15 mM
NAD*, 30 U/ml de lactato desidrogenase, a amostra a ser analisada (50
ul) em um volume final de reacdo de 200 ul. Uma curva padrao de
lactato foi realizada nas mesmas condicoes de ensaio descritas acima e
utilizada como referéncia. A absorvancia das amostras devido a
formacao de NADH foi monitorada em um leitor de microplacas
(SpectraMax M5, Molecular Devices, USA) por 30 min. a 340nm e
correlacionada com a presenca de lactato nas amostras da curva padrao

(Hamilton e Padue, 1984).

3.6- Isolamento de mitocondrias de cérebro de camundongos

Mitocondrias de cérebro de camundongo (30 g) foram isoladas por
centrifugacdo diferencial como descrito anteriormente (da-Silva et al.,
2004; Maciel et al., 2004) com pequenas modificacoes. Apos o sacrificio
dos animais seus encéfalos eram rapidamente removidos e colocados
em 3 volumes de um tampdo gelado contendo manitol 225 mM,
sacarose 75 mM, K*-EGTA 1 mM, albumina livre de acidos graxos de
soro bovino 0,1%, K*-HEPES 10 mM, pH 7,2. O tecido foi cortado em
pequenos pedacos com a utilizacao de tesoura cirurgica e lavado
diversas vezes com o tampao. Em seguida, o tecido foi homogeneizado
manualmente em 10 ciclos com o auxilio de um homogeneizador Potter-
Elvehjem (Wheaton Sci.,USA). O homogeneizado foi centrifugado por 3
min. a 2.000g (Hitachi SCR 20B, Tokyo, Japao). Apos a centrifugacao, o

sobrenadante foi centrifugado novamente por 8 min. a 12.000g. O
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precipitado final foi adicionado ao mesmo tampao descrito acima e apos

a quantificacao de proteinas foi utilizado nos experimentos.

3.7- Preparacao de glicocinase de figado de camundongos

Glicocinase foi preparada a partir de extratos soluveis de figado
de camundongos. Apds o sacrificio do animal, o figado foi removido e
homogeneizado em 10 ciclos com o auxilio de um homogeneizador
Potter-Elvehjem contendo 3 volumes do seguinte tampao gelado:
trietanolamina 20 mM, EGTA 5 mM, glucose 100 mM, KCl 100 mM,
DTT 1 mM, glicerol 5%, EDTA 5 mM, NaN3 0,25%, PMSF 0,5 mM pH
7,5. O homogeneizado foi centrifugado a 100.000g por 40 min. Ao
sobrenadante resultante foi adicionado (NH4)2SO4 para 45% de
saturacao (25,8 g/ 100 ml), seguido de centrifugacao a 15.000g por 10
min. Ao novo sobrenadante foi adicionado (NH4)2SO4 para 65% de
saturacao (14 g/ 100 ml). O precipitado final foi adicionado ao mesmo
tampao utilizado na homogeneizacdo e apds a quantificacdo de

proteinas foi utilizado nos experimentos.

3.8- Preparacao da fracao mitocondrial de células HepG2

A fracao mitocondrial de células HepG2 foi obtida através de
centrifugacao diferencial segundo uma adaptacao do protocolo descrito
por Graham e Rickwood (1997). O meio de cultura foi removido e foram
realizadas duas lavagens com PBS para sua remocado completa. As
células foram lisadas pela adicao de N> liquido, seguido da adicao de
um tampao contendo Tris 10 mM, NaF 20 mM, DTT 1 mM, sacarose
250 mM, EDTA 5 mM, PMSF 1 mM, leupeptina 10 uM, pepstatina A 1
uM, pH 7,0. A suspensao foi centrifugada a 1.000g por S min a 4°C, e o

sobrenadante resultante centrifugado a 10.000g por 15 min a 4°C. O
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precipitado final foi adicionado ao mesmo tampao descrito acima e apos

a quantificacao de proteinas foi utilizado nos experimentos.

3.9- Medida das atividades da HK mitocondrial tipo I, HK

mitocondrial tipo II e glicocinase

Para a medida da atividade da hexocinase mitocondrial tipo I (HK-
mt [) foram wutilizadas mitocondrias isoladas do cérebro de
camundongos. A atividade da hexocinase mitocondrial tipo II (HK-mt II)
foi medida na fracao mitocondrial de células HepG2. A isoforma soluvel
da hexocinase, a hexocinase tipo IV, ou glicocinase (GK), teve sua
atividade medida em preparacoes obtidas a partir de extratos citosolicos
de figado de camundongo. Os procedimentos realizados para estas
preparacoes encontram-se descritos nas secoes 3.7, 3.8 e 3.9.

As medidas de atividades foram realizadas através de uma
adaptacao de um ensaio radiomeétrico descrito previamente (Sola-Penna
et al., 2002; Pereira da Silva et al., 2004). O ensaio foi realizado a 37°C
em 0,4 ml de um meio de reacao contendo Tris-HCIl (pH 7,5) 20 mM,
MgCl> 5 mM, [y-32P] ATP (3000 cpm/nmol ATP) 1 mM, glicose 10 mM
(mt-HK I e II) ou glicose 100 mM (GK), NaVO4 1 mM, NaN3 5 mM e
diferentes concentracoes de 3-BrPA. Duplicatas foram realizadas para
todos os ensaios e brancos foram obtidos na auséncia de glicose. A
reacao foi iniciada pela adicao de proteina (0,1 mg/ml) e interrompida
pela adicdo de 1 ml carvao ativado em HCI 0,1 N e manitol 0,5 M, para
remocao do [y-32P] ATP nao utilizado na reacao. ApoOs centrifugacao
(1000g por 15 min.), aliquotas de 0,4 mL dos sobrenadantes foram
adicionadas a um vial contendo liquido de cintilacao e contado em um
cintilador (Tri-Carb 1600CA, Packard Corporation, USA). A
radioatividade resultante era relacionada a [32P]-glicose-6-fosfato

formada pela reacao catalisada pela hexocinase.
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3.10- Atividade da succinato desidrogenase de células HepG2

A atividade da succinato desidrogenase (SDH) foi determinada
espectrofotometricamente usando DCPIP(2,6-dichlorophenolindophenol)
como um aceptor artificial de elétrons e succinato como substrato (Paul
et al., 2007; Robinson e Lemire, 1995). DCPIP € um composto azul
usado como um corante redox. DCPIP oxidado é azul, enquanto o
reduzido € incolor. O ensaio foi realizado a temperatura ambiente em
um volume final de 1 ml de um meio de reacdo contendo tampao fosfato
20 mM (pH 7,2), 0,1 % Triton X-100, NaN3 4 mM, succinato 5 mM,
DCPIP 0,05mM e as concentracoes de 3-BrPA indicadas (2,5 a 300 uM).
Brancos foram obtidos na auséncia de succinato. A reacao foi iniciada
pela adicao de 0,1 mg/ml de fracao mitocondrial de HepG2 e a reducao
do DCPIP foi monitorada por 3 min. a temperatura ambiente. A fracao
mitocondrial das células HepG2 foi preparada exatamente como
descrito para dosagem da atividade da hexocinase, no entanto, o
tampao utilizado neste processo nao continha DTT. A atividade da SDH
foi calculada usando o coeficiente de extincao molar do DCPIP de 21,0
mM-! x cm! e foi expressa como nanomoles de DCPIP reduzido por
minuto por miligrama de proteina. A atividade da SDH na presenca do

3-BrPA é apresentada como um valor percentual da atividade controle.

3.11- Quantificacao de proteinas

As quantificacoes de proteinas das preparacoes para dosagem das
atividades enzimaticas das isoformas de hexocinase e succinato
desidrogenase foram realizadas pelo método descrito por Lowry et al.

(1951).
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3.12- Consumo de oxigénio em células HepG2

3.12.1- Preparacdo das células para andlises do consumo de

oxigénio

Para as medidas de consumo de oxigénio realizadas em células
permeabilizadas com digitonina, o meio de cultura das células foi
removido e duas lavagens com BSS a 37°C foram realizadas. As células
foram removidas dos recipientes de cultivo pela adicdo de uma solucéao
de tripsina-EDTA 0,25% (p/v). Esta suspensao foi adicionada a um tubo
tipo falcon contendo meio MEM suplementado com 10% de soro fetal
bovino, e centrifugada por 5 min. a 1.000g (Fanem, Excelsa II, Sao
Paulo, Brasil). O precipitado de células foi ressuspendido em BSS a
37°C e novamente centrifugado por 5 min. a 1.000g. Este procedimento
foi repetido por mais trés vezes e o precipitado final foi adicionado a um
meio de respiracao descrito anteriormente por Sakurai e Cederbaum
(1998), com algumas modificacées (manitol 0,25 M, albumina livre de
acidos graxos de soro bovino 0,1%, MgCl, 10 mM, KHoPO4 10 mM, pH
7,2). Para as medidas realizadas em células intactas, o mesmo
procedimento descrito acima foi realizado, exceto a adicao de digitonina.
O BSS utilizado nas lavagens foi substituido por meio de cultura e o
precipitado final de células foi ressuspendido neste mesmo meio.

O efeito do 3-BrPA nas propriedades respiratorias das células

HepG?2 foi analisado das seguintes formas descritas abaixo (Figura 9):

3.12.2- Consumo de oxigénio de células HepG2 permeabilizadas

com digitonina na presenca de diferentes concentracoes de 3-BrPA

Neste ensaio o consumo de oxigénio foi medido
polarograficamente em um oxigrafo usando um eletrodo do tipo Clark
(Oxytherm, Hansatech Instrument, United Kingdom) inserido em uma

camara de 1 ml de volume equipada com um agitador magnético. O
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eletrodo foi calibrado entre 0 e 100% de saturacdao com o oxigénio
atmosférico a 37°C. A suspensao de células (5x10°) obtida como
descrito na secao anterior foi adicionada a camara do aparelho
contendo o meio de respiracao e em seguida foram permeabilizadas pela
adicao de digitonina (0,005% w/v). Quando indicado, succinato 10 mM
(substrato do complexo II), ADP 100 puM (modulador, substrato da
sintese de ATP) 3-BrPA (0,05 mM a 0,4 mM ) e 1 uM FCCP (ionoforo
com acao desacopladora entre o consumo de oxigénio e a sintese de

ATP) foram adicionados.

3.12.3- Consumo de oxigénio de células HepG2 intactas pré-

incubadas com 3-BrPA

O procedimento realizado para pré-incubacdo com o 3-BrPA foi o
mesmo realizado para os ensaios de quantificacao de lactato. O meio
das células foi removido e duas lavagens com PBS foram realizadas.
Foram adicionados as células meio sem glicose, que continha apenas
glutamina (4 mM) ou meio com glicose , que continha glicose (5 mM) e
glutamina (4 mM), suplementados com Hepes 0,02 %. Em seguida, 3-
BrPA 150 uM foi adicionado a cultura e incubado a 37°C por 30 min.

Apos a pré-incubacao as células foram preparadas como descrito
na secao 3.12.1 para células intactas, € o mesmo meio usado na
incubacao foi utilizado nas lavagens e para ressuspender o precipitado
final de células.

Aproximadamente 5x10¢ células foram adicionadas a camara do
oxigrafo (Oxytherm, Hansatech Instrument, United Kingdom) contendo
meio sem glicose ou meio com glicose e o consumo de oxigénio foi
medido usando um eletrodo tipo Clark como descrito acima.

A respiracao basal foi registrada apds a adicao das células ao
meio e representa o consumo de oxigénio das células intactas com os

substratos endogenos e presentes no meio de cultura. A respiracao
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insensivel a oligomicina, ou proton leak, foi acessada apos a adicao de
lug/ml de oligomicina. A oligomicina inibe o retorno dos protons
localizados no espaco intermembranas para a matriz mitocondrial
devido a inibicdo que exerce na subunidade Fo do complexo V ou FoF1-
ATP sintase, localizada na membrana mitocondrial interna. Desta
forma, o consumo de oxigénio remanescente apos sua adicao € devido a
passagem dos protons para o interior da mitocondria por outros meios
independente da passagem pela subunidade Fo da FoF1-ATP sintase.
Este consumo é considerado como consumo de oxigénio nao associado
a sintese de ATP e reflete o estado de permeabilidade da membrana
interna mitocondrial aos protons.

Com o intuito de avaliar a capacidade maxima de transporte de
elétrons pelo STE, o consumo de oxigénio maximo foi obtido apods a
adicao de FCCP, um iondéforo que carreia os protons de volta a matriz
mitocondrial levando a um desacoplamento entre o consumo de

oxigénio e a sintese de ATP.

3.12.4- Consumo de oxigénio de células HepG2 permeabilizadas

com digitonina pré-incubadas com 3-BrPA

O procedimento de pré-incubacao das células com 3-BrPA foi o
mesmo descrito na secao 3.12.3. A preparacao da suspensao de células
foi realizada como descrita na secao 3.12.1 para células
permeabilizadas.

Para esta avaliacao foi utilizada respirometria de alta resolucao
(OROBOROS® Oxygraph-2K, Instruments, Innsbruck, Austria). Este
equipamento permite a utilizacdo de um numero menor de células e
fornece resultados com um grau de resolucao muito superior, uma vez
que € possivel acompanhar pequenas mudancas no fluxo de consumo
de oxigénio pelas células em tempo real, permitindo a identificacdo de

pequenas diferencas entre os tratamentos.
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Aproximadamente 2,5 x 106 células foram adicionadas a camara
do aparelho contendo meio de respiracao (volume final 2 ml). Apos o
registro da respiracao basal, as células foram permeabilizadas com
digitonina (0,005% w/v). Quando indicado os seguintes substratos e/ou
moduladores foram adicionados: piruvato 10 mM + malato 10 mM
(substratos relacionados ao complexo I), succinato 10 mM, rotenona
1uM (inibidor do complexo I), ADP 50 uM, oligomicina 1 pg/ml e FCCP
nas concentracoes indicadas.

O fluxo de consumo de oxigénio em tempo real € dado pela

equacao do programa DatLab:

Joz= -dCo2/dt . 103 - (Coz2 . b + a9)

Onde:
Joz = Fluxo de oxigénio volume especifico (pmol . s-! . ml-1);
Coz2= Concentracao de Oz em uM;

J%y, 02 - Fluxo do consumo de oxigénio pelo sensor polarografico
(Coz. bO+ a%);

bo = Pendente da reta;

a® = Fluxo de retrodifusado de Oz do sistema a zero oxigénio

dissolvido (-1,5 pmol . s’ . ml-1).

Os valores a% e b? sdo previamente determinados na calibracao do

oxigénio dissolvido no oxigrafo OROBOROS® Oxygraph-2K.
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Consumo de oxigénio de células HepG2 permeabilizadas com

digitonina na presenca de diferentes concentracoes de 3-BrPA

[l Etapasde
_ lavagem e
tripsinizacao ‘ | centrifugacdo contendo meio

Cubeta do oxigrafo
H de respiracao

\/

Células em cultura Suspensao Suspensao
de células de células em
meio de respiracao

Consumo de oxigénio de células HepG2 intactas pré-incubadas
com 3-BrPA

3-BrPA 150 1M
30 min., 37°
em meio de cultura 1 Etapas de
com glicose . lavagem e
ou sem glicose tripsinizacao | | centrifugacéo |
> > 3

S

contendo meio

de cultura com
glicose ou
sem glicose

|:| Cubeta do oxigrafo

L >

Células em cultura Suspensao Suspensiao
de células de células em
meio de cultura
com glicose ou
sem glicose

Consumo de oxigénio de células HepG2 permeabilizadas com

digitonina pré-incubadas com 3-BrPA

3-BrPA 150 uM

30 min., 37°
em meio de cultura 1 Etapasde <
com glicose o .. - lavagem e F7 Cubeta do oxigrafo
ou sem glicose trtpstmzagag centrifugacéao | |:| contendo meio
— gy v de respiracio
Células em cultura Suspensao Suspensiao

de células  de células em
meio de respiracao

Figura 9. Esquemas mostrando um resumo das etapas do procedimento
realizado para as medidas de consumo de oxigénio em células HepG2 (maiores

detalhes sao descritos no texto).
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3.13-Determinacao do potencial de membrana mitocondrial (AW )

O potencial de membrana mitocondrial foi medido em células
HepG2 permeabilizadas pelo uso do sinal de fluorescéncia do corante
cationico safranina O, que € acumulado no interior da mitocondria e
tem sua fluorescéncia suprimida em funcdo do potencial elétrico
negativo da matriz, e positivo no espaco intermembranas (Akerman e
Jarvisalo, 1980). As células foram preparadas exatamente como
descrito na secao 3.12.1 para o consumo de oxigénio em células
permeabilizadas. Aproximadamente 5 x 106 células em suspensao foram
adicionadas a uma cubeta com volume final 2 ml, contendo o meio de
respiracao, digitonina (0,005% w/v) e safranina O S5 puM. Diferentes
substratos/moduladores foram adicionados e sao indicados na legenda
da figura (Figura 15), quando apresentado o resultado. A fluorescéncia
foi detectada no comprimento de onda de 586 nm (slit 4 nm) apos a
excitacao da amostra em 495 nm (slit 5 nm), em um espectrofluorimetro

Hitachi modelo F-3010 (Tokyo, Japan).

3.14- Analise Estatistica

A analise estatistica e a construcao dos graficos foram realizadas
no programa Origin® 7.5 (OriginLab Corporation, USA). Os resultados
sdo apresentados como meédias * erro padrdao para n experimentos
independentes. A significancia estatistica foi determinada pelo teste t de
Student. Diferencas foram consideradas estatisticamente significantes

quando p < 0,05 ou p < 0,01.
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4-RESULTADOS
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4.1- 3-BrPA reduz a viabilidade de células HepG2.

A viabilidade de células HepG2 incubadas na presenca de 3-BrPA
foi acessada com a utilizacdo do método MTT como descrito na secao
Material e métodos. Com o intuito de melhor caracterizar a relacao
entre a concentracao e o tempo de exposicao ao composto e a perda da
viabilidade celular, foram utilizadas diversas concentracoes de 3-BrPA
(5 uM a 5000 uM) e diferentes tempos de incubacao (30, 60, 90 e 180
min.). A Figura 10A mostra que a incubacao com 3-BrPA causa a perda
da viabilidade das células HepG2 de uma forma dependente da
concentracao e do tempo utilizado. Enquanto a concentracdo mais
baixa utilizada (5 pM) nao foi capaz de alterar a viabilidade das células
em nenhum dos tempos testados, concentracoes mais altas (1-SmM)
promoveram mais do que 30% de reducdo na viabilidade em todos os
tempos testados (p< 0,05). A maior concentracao (5 mM) diminuiu em
70% (p<0,05) a viabilidade das células em apenas 30 min. de
incubacao. No tempo mais longo de incubacdo (180 min.), esta
concentracao (5 mM) eliminou 100% das células viaveis. Pode-se ainda
observar que enquanto a incubacdo com 5-100 uM de 3-BrPA por 60
min. nao alterou de forma significativa a viabilidade das células, uma
concentracao baixa (50 uM) foi capaz de reduzir em 50% a viabilidade
quando incubada por tempos mais longos, como 180 min. (p<0,05).

Um outro método de analise da viabilidade celular, o método de
exclusao do azul de tripan, também foi utilizado. Foram testados trés
tempos de incubacao (30, 60 e 180 min.) e trés concentracoes de 3-
BrPA (5, 50 e 150 uM). Os resultados apresentados na Figura 10B
confirmam os resultados obtidos com o método MTT e confirmam a
eficacia deste para a avaliacao da viabilidade das células HepG2

incubadas na presenca de 3-BrPA.
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Figura 10. Incubacao com 3-BrPA diminui a viabilidade de células HepG2
de um modo dependente do tempo e concentracao. (A) As células em
cultura foram incubadas com diferentes concentracées de 3-BrPA (5 uM a
5000 pM) por (e) 30, (o) 60, (m) 90 ou (A) 180 min. Apds, a viabilidade das
células foi determinada pelo método MTT como descrito em Material e
meétodos. (B) Células em cultura incubadas com 0, 5, 50, 150 uM de 3-BrPA
por (e) 30, (o) 60, ou (A) 180 min. tiveram suas viabilidades determinadas
adicionalmente pelo método de exclusdo do azul de tripan. Os valores
representam a média + erro padrao; n=5.
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Tabela 2: Valores de ICso para a viabilidade celular em diferentes
tempos de incubacao com 3-BrPA (Os valores representam a meédia +

erro padrao; n=J5).

Tempos (min) ICs0 (MM)
30 2,4+0,14
60 2,1+0,12
90 0,68+0,04
180 0,076+0,04
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4.2- 3-BrPA em baixa concentracao diminui a producao de lactato

pelas células HepG2.

A disponibilidade de glicose € um importante fator no controle da
producao de energia para sobrevivéncia de células tumorais. Para
avaliar a participacao da via glicolitica na perda de viabilidade das
células HepG2 causada pelo 3-BrPA, a producao de lactato foi analisada
em células incubadas com 150 uM de 3-BrPA por até 60 min (Figura
11). A escolha desta concentracdo e tempo foi feita com base nos
resultados apresentados na Figura 10. Esta concentracdo néao
apresentou alteracoes significativas na viabilidade celular em até 30
min. de incubacao e apresentou uma reducao de apenas 25% na
viabilidade em 60 min. de incubacao (Figura 10). Desta forma, seria
possivel estabelecer uma relacdo temporal entre a causa e o efeito de
perda de viabilidade pelas células na presenca de 3-BrPA. Além disso,
com o objetivo de avaliar a contribuicao da utilizacdo de substratos
endogenos, como o glicogénio, e da utilizacao de glutamina (através da
glutaminolise, ver Figura 7) na producao de lactato e o efeito do 3-BrPA
nestas condicoes, as células foram incubadas em um meio com glicose
(contendo glicose e glutamina como substratos oxidaveis) ou em um
meio sem glicose (contendo somente glutamina como substrato
oxidavel).

Aos 30 min. de incubacao de todos os tratamentos foi adicionada
ao meio de cultura das células antimicina A, um inibidor da fosforilacao
oxidativa (inibe a transferéncia de elétrons pelo complexo III do STE)
(Figura 11). Esta situacao tornaria as células dependentes somente da
glicolise para a producao de ATP, uma vez que a fosforilacdo oxidativa
estaria comprometida. Nesta condicao, é esperado que a formacao de
lactato seja estimulada, mimetizando o “efeito Pasteur” (D Aurelio et al.
2001 and Merlo-Pich et al., 2004). De fato, a adicao de antimicina A ao
meio de cultura das células controle incubadas em um meio com

glicose, causou um aumento de 3 vezes na producao de lactato (Figura
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11A, circulos abertos) (p<0,05). A incubacao das células com 3-BrPA em
um meio com glicose causou um diminuicao de 3 vezes na producao de
lactato quando comparadas as células controle (p<0,05) (Figura 11A,
circulos fechados e abertos, respectivamente). Um fato intrigante foi que
nenhuma alteracdo na producao de lactato foi observada quando
antimicina A foi adicionada a estas células (células incubadas com 3-
BrPA na presenca de glicose) (Figura 11A, circulos fechados). A falta de
resposta a adicao de antimicina A sugere que a fosforilacdo oxidativa
destas células ja se encontrava inibida pelo 3-BrPA.

Como esperado, as células controle que foram incubadas em um
meio sem glicose apresentaram uma diminuicdo significativa (16 vezes)
na taxa de formacao de lactato quando comparadas as células controle
incubadas em um meio com glicose (Figura 11A, circulos e triangulos
abertos, respectivamente) (p<0,05). A Figura 11B mostra uma
ampliacao dos dados obtidos na auséncia de glicose apresentados na
Figura 11A (triangulos), tornando mais visivel a resposta a adicao de
antimicina A na producao de lactato pelas células controle. Nestas
células, a adicao de antimicina A induziu um aumento de 8,5 vezes na
taxa de formacao de lactato (Figura 11B, triangulos abertos) (p<0,05).
Um fato interessante foi que a incubacado das células com 3-BrPA em
um meio sem glicose inibiu a producao de lactato em 1,5 vezes (Figura
11B, triangulos fechados) e a adicao de antimicina A nao causou
nenhum efeito nesta producao, de modo semelhante ao observado

quando usado o meio com glicose.
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Figura 11. Incubacao com uma baixa concentracao de 3-BrPA diminui a
producao de lactato pelas células HepG2 tanto em um meio com glicose
quanto em um meio sem glicose. (A) As células HepG2 em cultura foram
incubadas na auséncia (simbolos abertos) ou na presenca (simbolos fechados)
de 150 uM de 3-BrPA em um meio de cultura com glicose (circulos) ou sem
glicose (triangulos) por até 60 minutos, como descrito em Material e métodos.
Aos 30 minutos de incubacao, 2 pg/ml de antimicina A (setas) foram
adicionadas a cultura. Amostras do meio de cultura foram coletadas nos
tempos indicados na figura e analisados para quantificacao de lactato. (B)
Dados obtidos na auséncia de glicose apresentados na Figura A (tridngulos),
mostrando uma amplificacdo da escala de producdo de lactato. Os valores
representam a média + erro padrao; n=4.
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4.3- Distribuicao intracelular da atividade da hexocinase de células

HepG2.

A hexocinase catalisa a primeira reacao da glicolise e possui um
papel de extrema importadncia nesta via. A inibicao desta enzima
poderia ser responsavel pelo efeito do 3-BrPA observado na producao de
lactato pelas células HepG2 (Figura 11), como de fato ja foi descrito
anteriormente para um modelo de tumor de figado, o tumor VX2 (Ko et
al., 2001). No entanto, antes de avaliar esta possibilidade é importante
caracterizar a distribuicdo desta enzima nestas células, uma vez que é
conhecido que a mesma pode se apresentar tanto no citosol como
associada a mitocondria de determinados tipos celulares (Wilson, 2003).
Em células tumorais, a isoforma predominante é a mitocondrial. Assim
ocorre com HCCs, que apresentam majoritariamente a isoforma
mitocondrial do tipo II (HK-mt II) (Pedersen, 2007b). Neste trabalho, a
analise das atividades desta enzima na fracao citosélica e mitocondrial
de células HepG2 revelou que a atividade especifica na mitocondria é
nove vezes maior do que a encontrada no citosol (0,09 umol de G6P x
min-! x mg ptn-! e 0,01umol de G6P x min-! x mg ptn-! respectivamente)
(Figura 12A). A distribuicao intracelular da atividade mostrou que
apesar de haver uma atividade significativa no citosol (46,2 pmol de
GO6P x min-!), a maior parte da atividade encontra-se na mitocondria
destas células (65,6 umol de G6P x min-!) (Figura 12B), representando
58% da atividade total (Figura 12B). Por esta razao, a fracao
mitocondrial contendo a HK-mt II foi utilizada nos experimentos

seguintes.
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Figura 12. Distribuicao intracelular da atividade total da hexocinase nas
fracoes mitocondrial e citosélica de células HepG2. (A) Atividade especifica
da hexocinase na fracdo mitocondrial e no citosol de células HepG2. (B)
Distribuicao relativa da atividade total da hexocinase na fracdo mitocondrial e
no citosol de células HepG2. A atividade total de cada fracao foi obtida pela
multiplicacdo da atividade (umol G6P x min-l) pela quantidade total de
proteina (mg) da fracao e expressa como percentual da atividade total somada
das duas fracoes. 100% de atividade representa o valor de 111,8 pmol G6P x
min-l. A quantidade de proteina total da fracao mitocondrial foi de 1,0+0,1 mg
e do citossol de 5,5t0,4 mg. A atividade da enzima foi determinada como
descrito em Material e métodos. Os valores representam a média * erro
padrao; n=3.
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4.4- Baixas concentracoes de 3-BrPA nao inibem a atividade da
hexocinase mitocondrial, mas inibem a respiracao mitocondrial e a
formacao de potencial de membrana em células HepG2

permeabilizadas.

O ensaio para a atividade da HK-mt revelou que somente 20% de
diminuicdo em sua atividade foi observado em 20 minutos de reacéao
com uma concentracao de 5 mM de 3-BrPA (p<0,05) (Figura 13A,
circulos abertos). Para verificar se a inibicao da atividade da HK-mt era
dependente do tempo de exposicao da enzima ao 3-BrPA, a producao de
glicose 6-fosfato foi acompanhada por até 60 min. (Figura 13B). Quando
a reacao foi feita na presenca de 150 uM de 3-BrPA, nenhuma alteracao
em seu curso temporal foi observada. Por outro lado, uma inibicao de
30% na atividade da enzima (3,01+0,3 para 2,1+0,1 umol G6P x mg
ptn-1) foi observada na presenca de 5 mM do composto apés 60 min.
(p<0,05).

3-BrPA é um agente alquilante, e portanto o mesmo pode reagir
com grupos tidis e ou hidroxilas de diversas enzimas. Desta forma, €
esperado que existam diferencas na reatividade de enzimas de
diferentes tecidos ou células. Por esta razao, o padrao de inibicdo de
diferentes isoformas da hexocinase pelo 3-BrPA (HK-mt I, derivada de
cérebro de camundongo e GK derivada de figado de camundongo) foi
avaliado. Os resultados apresentados na Figura 13A mostram uma
maior sensibilidade ao 3-BrPA pela GK, quando comparada com as
isoformas mitocondriais (HK-mt I e II). A metade da inibicao maxima
para a GK foi obtida com 300 uM, enquanto que para as duas outras
isoformas, 5 mM de 3-BrPA causou apenas uma pequena inibicao (20%)
(p<0,05). Estes resultados indicam que a HK-mt de células HepG2 néao é
inibida pelo 3-BrPA nas condi¢cdes que promovem a inibicao do fluxo

glicolitico observado na Figura 11.
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Figura 13. 3-BrPA afeta distintamente as isoformas de hexocinase, e
baixas concentracoes nao inibem a HK-mt II. (A) Atividade da (A) HK-mt I,
() HK-mt II e (o) GK na presenca de 3-BrPA (0,01 a 5 mM). (B) Curso temporal
da atividade da HK-mt Il na (o) auséncia, (A) 150 uM ou (e) S mM de 3-BrPA.
A atividade das enzimas foi medida como descrito em Material e métodos. Os
valores representam a média + erro padrao; n=5.
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Embora tenha sido sugerido em um trabalho anterior (Ko et al.,
2001) que a respiracao mitocondrial é afetada pelo 3-BrPA, nao existem
dados disponiveis na literatura sobre os mecanismos envolvidos neste
processo. O efeito direto do 3-BrPA na respiracdo mitocondrial das
células HepG2 foi avaliado através de medidas de consumo de oxigénio
dessas células permeabilizadas apos a adicao de diferentes
concentracoes de 3-BrPA. A Figura 14 mostra que a adicao de 3-BrPA
as células HepG2 permeabilizadas inibe severamente a respiracdo no
estado 3 (respiracdo estimulada pela adicdo de succinato e ADP,
acoplada a sintese de ATP). Quando aproximadamente 200 pM de 3-
BrPA foi adicionado, o consumo de oxigénio foi significativamente
inibido (Figuras 14A e B). A metade da inibicao maxima (ICso) foi obtida
com 150 uM de 3-BrPA (Figura 14B). Esta inibicdo do consumo de
oxigénio pelo 3-BrPA €& provavelmente devida a um bloqueio da
transferéncia de elétrons no STE, uma vez que a adicao de um iono6foro
de protons (FCCP), que deveria estimular ao maximo o consumo de
oxigénio se a inibicao fosse ao nivel do sistema de troca e sintese de
nucleotideos (ANT/ FoF1-ATP sintase), ndo foi capaz de aumentar o
consumo de oxigénio pelas células (Figura 14A). Este dado sugere que o
STE é um alvo potencial de ataque do 3-BrPA e nao o sistema ANT/

FoF1-ATP sintase.
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Figura 14. 3-BrPA diminui o consumo de oxigénio mitocondrial em
células HepG2. (A) Experimento representativo do consumo de oxigénio
mitocondrial de células HepG2 permeabilizadas, na presenca de diferentes
compostos. O consumo de oxigénio foi medido em um tampao de respiracao
apos adicao das células e digitonina (0,005%) (w/v), como descrito em Material
e métodos. Quando indicado por setas os seguintes substratos/moduladores
foram adicionados: succinato (Succ) 10 mM, ADP 200 uM, 3-BrPA nas
concentracoes finais indicadas e FCCP 1 pM. (B) Taxas de consumo de
oxigénio mitocondrial pelas células HepG2 na presenca de diferentes
concentracoes de 3-BrPA. Os valores representam a média * erro padrao; n=4.
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Na Figura 15A esta mostrado um perfil tipico de potencial de
membrana medido com safranina O em células HepG2 permeabilizadas.
A adicao das células em um meio de respiracao contendo digitonina
(0,005% p/v) e safranina O promove uma rapida formacao do potencial
de membrana, indicando a presenca de substratos respiratorios
endogenos ainda presentes nas células permeabilizadas. A adicao de
rotenona provocou a imediata perda do potencial de membrana que foi
posteriormente recuperado por meio da ativacao do complexo II pela
adicao de succinato. A inclusdo subsequente de antimicina A induziu a
rapida perda do potencial de membrana nas mitocondrias das células
permeabilizadas. A ativacdao do complexo IV por meio da adicao de
TMPD/Asc foi capaz de resgatar mais uma vez o potencial de
membrana. Finalmente a adicao de FCCP levou a despolarizacao
permanente das mitocondrias. Neste experimento fica evidente a
participacao dos trés complexos do STE na formacao da forca préoton-
motriz em células HepG2 permeabilizadas.

A analise da formacao do potencial de membrana nas células
HepG2 permeabilizadas confirmou que o 3-BrPA age no STE destas
células. A Figura 15B mostra a formacdo do potencial de membrana
apos a adicdo das células HepG2 ao meio de respiracao, indicando a
presenca de substratos endogenos capazes de induzir a formacao deste
potencial. A adicao de substratos do complexo I (piruvato/malato) levou
a uma hiperpolarizacao deste potencial. Como previsto, a adicao de ADP
(200 puM) foi capaz de provocar uma despolarizacao associada a sintese
de ATP (Figura 15B, ver também Figura 4). O bloqueio do complexo I
por rotenona, seguido da adicao de succinato foi capaz de manter o
potencial em niveis préoximos ao induzido pela adicao prévia de ADP.
Nestas condicoes a adicao de 200 uM de 3-BrPA provocou uma imediata
e rapida perda de potencial de membrana indicando uma inibicao do
bombeamento de préotons mediado pelo complexo da succinato

desidrogenase. Este resultado € confirmado pela adicao de oligomicina
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que nao foi mais capaz de promover a hiperpolarizacao do potencial.
Situacao oposta foi observada quando a oligomicina foi adicionada
antes do 3-BrPA (Figura 15C), o que levou a interrupcao da sintese de
ATP e o aumento do potencial de membrana. Intrigantemente, nesta
situacao a adicao de 3-BrPA nao foi tdo potente na dissipacao do
potencial como foi observado na Figura 15B. A adicdo de antimicina A
assim como o 3-BrPA observado anteriormente, interrompe o fluxo de

elétrons e rapidamente leva a dissipacao do potencial.
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Figura 15. Efeito do 3-BrPA no potencial de membrana mitocondrial (A%¥mn)
de células HepG2 permeabilizadas. A formacdo do A¥n, foi medida em um
tampao de respiracdo apos a adicao de safranina O (5 uM), aproximadamente
S5 x 106 células e digitonina (0,005%) (w/v), como descrito em Material e
Métodos. (A) Experimento tipico de medida do potencial de membrana em
células HepG2 permeabilizadas. (B) e (C) Efeito da adicdao de 3-BrPA na
formacao do potencial de membrana em células HepG2 permeabilizadas.
Quando indicado por tracos os seguintes substratos/moduladores foram
adicionados: piruvato/malato (pyr/mal) 5 mM, rotenona (Rot) 1 uM, succinato
(Succ) 10 mM, TMPD 0,8 mM e ascorbato 0,2 mM (TMPD/Asc), ADP 200uM, 3-
BrPA 250 uM, antimicina A (Ant A) 2ug/ml, oligomicina (oligo) 1 ng/ml e FCCP
1uM. UAF: unidades arbitrarias de fluorescéncia.
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4.5- Pré-incubacao com 3-BrPA afeta os parametros respiratorios de
células HepG2 intactas.

Embora os efeitos do 3-BrPA na respiracao mitocondrial tenham
ficado bastante evidentes na Figura 14, esses ensaios foram realizados
com ceélulas permeabilizadas, e portanto o 3-BrPA teria um acesso
direto as mitocondrias dessas células. Mais ainda, as células se
encontravam em suspensao, de forma que as respostas encontradas
nestas situacdoes poderiam ser bastante diferentes das respostas de
células em condicoes de cultura. Devido a esta razao resolvemos adotar
uma estratégia que se assemelhasse mais as condicoes fisiologicas das
células. Para isso adotamos uma estratégia utilizada previamente por
nosso grupo que se mostrou uma ferramenta bastante util para a
avaliacao da disfuncao mitocondrial causada pela infeccao pelo virus
dengue-2 (Anexo II). Neste procedimento o tratamento/infeccao das
células é realizado com as mesmas em cultura e posteriormente estas
células sdao removidas das placas de cultura e as medidas de consumo
de oxigénio sao avaliadas tanto nas células intactas quanto apos sua
permeabilizacao, sendo possivel assim avaliar a atividade dos
complexos do STE.

Assim sendo, em adicdo aos efeitos diretos do 3-BrPA sobre a
respiracao, o consumo de oxigénio pelas células HepG2 também foi
acessado apos a pré-incubacao das células em condicoes de cultivo com
este composto. Assim como nos ensaios de producao de lactato, as
células foram incubadas em um meio com glicose ou sem glicose para
se avaliar as possiveis diferencas nos efeitos do 3-BrPA na respiracao
quando glicolise e fosforilacao oxidativa sao diferentemente
estimuladas. As Figuras 16A e B mostram graficos de experimentos
representativos. As meédias das taxas do consumo de oxigénio destas
células em diferentes regimes de respiracdo sao apresentadas nas
Figuras 16C e D. As células pré-incubadas com 150 uM de 3-BrPA em

um meio sem glicose por 30 min. apresentaram um decréscimo de 50%
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em sua respiracao basal (3,1+0,19 para 1,6+0,13 nmol Oz/ min. x10°
cel.) e na respiracdao maxima induzida pela adicao de FCCP (3,5+0,22
para 1,9+0,3 nmol Oz/ min. x10° cel.) (p<0,01). Adicionalmente, nao foi
observada diferenca no consumo de oxigénio nao acoplado a sintese de
ATP, o proton-leak (respiracao insensivel a oligomicina) (Figuras 16A e
C). Uma situacao distinta foi observada quando a pré-incubacao com 3-
BrPA foi feita em um meio com glicose (Figuras 16B e D). Neste caso foi
observado um decréscimo de apenas 20% na respiracdao basal das
células pré-incubadas com 3-BrPA quando comparadas com as células
controle (2,1+0,12 para 1,6%£0,1 nmol Oz/ min. x10° cel.) (p<0,05) e
nenhuma diferenca foi detectada na respiracdo maxima induzida por
FCCP. Curiosamente, embora a pré-incubacdo com 3-BrPA em um meio
com glicose tenha causado um pequeno efeito aparente na respiracao
basal das células, a respiracao insensivel a oligomicina dobrou quando
comparada com as células controle (0,6+0,1 para 1,1+ 0,1 nmol Oz/
min. X106 cel.) (p<0,05) (Figuras 16B e D). Os resultados indicam que os
substratos disponiveis para a célula influenciam os efeitos causados

pelo 3-BrPA na respiracao de células HepG2.
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Figura 16. Pré-incubacao com 3-BrPA afeta o consumo de oxigénio de
células HepG2 intactas. As células em cultura foram pré-incubadas com 150
puM de 3-BrPA por 30 min. em um meio (A, C) sem glicose ou (B, D) com
glicose como descrito em Material e métodos. O consumo de oxigénio temporal
foi medido no mesmo meio utilizado na pré-incubacdo. A e B, experimentos

representativos.

C e D, taxas de consumo de oxigénio basal (BASAL),

independente de oligomicina (OLIGO, 1 ug/ml) e maximo induzido por FCCP
(FCCP, 1 uM). Os valores representam a média + erro padrao; n=5. ** ou * sado
significativamente diferentes quando comparados ao controle (p<0,01 ou
p<0,05 respectivamente).
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4.6- Pré-incubacao com 3-BrPA afeta os parametros respiratorios de

células HepG2 permeabilizadas ao nivel do complexo I e/ou II.

Com o objetivo de analisar os efeitos da pré-incubacao com 150
uM de 3-BrPA por 30 min. na funcao mitocondrial e nas atividades dos
complexos do STE, o consumo de oxigénio foi medido em células
permeabilizadas com digitonina, usando respirometria de alta resolucao
(Figuras 17 e 18). A Figura 17 apresenta experimentos representativos
onde foi possivel acompanhar em tempo real tanto a concentracao de
oxigénio (Figuras 17A e C) quanto a taxa de consumo de oxigénio pelas
células (Figuras 17B e D) apds a adicao dos substratos e moduladores.
As taxas meédias de consumo de oxigénio nestas condicoes sao
apresentadas na Figura 18. As células pré-incubadas com 3-BrPA em
um meio sem glicose apresentaram um decréscimo na respiracao
associada ao complexo I (7,8+1,4 para 3,8+0,6 pmol Oz/seg. x10° cel.) e
na respiracao associada ao complexo II (54+9.3 para 29,6+3.5 pmol
Oz/seg. x10° cel.) (p<0.05) (Figuras 17B e 18A). A capacidade de
transporte de elétrons maxima apdés adicoes de FCCP foi
significantemente diminuida (84,6+8,3 para 44,4+9 pmol Oz/seg. x10°
cel.) (p<0,05), enquanto o consumo de oxigénio insensivel a oligomicina
nao foi significativamente alterado (Figuras 17B e 18A), resultados que
estdo em acordo com as observacoes feitas em células intactas (Figura
16A).

Diferentes efeitos nos parametros respiratorios foram observados
nas células pré-incubadas com 3-BrPA em um meio com glicose
(Figuras 17D e 18B). Somente o consumo de oxigénio induzido por
succinato sofreu uma diminuicao significativa (35,7+5,7 para 15+4,4
pmol Oz/seg. x10° cel) (p<0,05). Semelhante ao observado para as
células intactas, a pré-incubacao com 3-BrPA em um meio com glicose
nao afetou a respiracdo maxima induzida por FCCP e promoveu um

aumento significativo (3 vezes) na respiracao insensivel a oligomicina
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das células permeabilizadas (4,4+0,95 para 14,2+4.2 pmol Oz/seg. x10°
cel.) (Figuras 17D e 18B) (p<0,05).
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Figura 17. Pré-incubacao com 3-BrPA afeta o consumo de oxigénio de
células HepG2 permeabilizadas. Experimentos representativos mostrando
(A,C) a concentracao e (B,D) a taxa de consumo de oxigénio de células HepG2
permeabilizadas. As células em cultura foram pré-incubadas com 150 uM de
3-BrPA por 30 min. em um meio (A,B) sem glicose ou (C,D) com glicose, como
descrito em Material e métodos. O consumo de oxigénio foi medido em um
tampao de respiracdo apos adicdao das células e digitonina (0,005%) (w/v).
Quando indicado foi adicionado piruvato + malato 10 mM (Pyr/Mal), ADP 50
uM, rotenona 1 uM (Rot), succinato 10 mM (Succ), oligomicina 1 pg/ml (Oligo)
e FCCP nas concentracoes finais indicadas na figura.
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Figura 18. Taxas de consumo de oxigénio de células HepG2
permeabilizadas pré-incubadas com 3-BrPA. Os dados foram obtidos como
descrito na Figura 17. Est.4 (CI) e Est.4 (CII) representam o estado 4 da
respiracdo (obtido apos a conversdo do ADP adicionado em ATP pela
mitocondria) obtido quando substratos associados ao complexo I (Pyr/Mal) ou
o complexo II (Succ) sdo adicionados, respectivamente. Os valores representam
a média * erro padrao; n=4. * significativamente diferente quando comparado
ao controle (p<0,05).
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Interessantemente, foi observado um atraso no controle
respiratorio induzido pela adicao de ADP nas células pré-incubadas
com 3-BrPA em um meio sem glicose tanto com piruvato/malato quanto
com succinato como substratos respiratorios (Figura 17B). No entanto,
nas células pré-incubadas com 3-BrPA em um meio com glicose a
resposta ao ADP nao foi alterada na respiracao estimulada por
piruvato/malato, mas se tornou mais lenta quando succinato foi
utilizado como substrato (Figura 17D). A Figura 19 mostra em destaque
os efeitos na resposta ao ADP quando succinato foi utilizado como

substrato para as células pré-incubadas com 3-BrPA.
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Figura 19. Efeito da pré-incubacido com 3-BrPA na resposta do fluxo de
consumo de oxigénio pelas células HepG2 permeabilizadas ao succinato e
ADP. A figura mostra em detalhe a resposta ao succinato e ADP apresentados
na Figura 17. As células em cultura foram pré-incubadas com 150 pM de 3-
BrPA por 30 min. em um meio (A) sem glicose ou (C) com glicose, como
descrito em Material e métodos. O consumo de oxigénio foi medido em um
tampao de respiracdo apds adicao das células e digitonina (0,005%) (w/v).
Quando indicado foi adicionado: rotenona 1 uM (Rot), ADP 50 uM, succinato
10 mM (Succ) e oligomicina 1 pg/ml (Oligo).
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4.7- 3-BrPA inibe a atividade da succinato desidrogenase em
mitocondrias de células HepG2. Implicacoes para o limiar da

resposta respiratoria ao 3-BrPA

O grupo de resultados apresentados nas Figuras 17 e 18 mostra
que a respiracao dependente do complexo II € inibida pelo 3-BrPA em
ambas as condicoes de incubacao testadas (meio com glicose e meio
sem glicose). Estes dados apontam para uma possivel inibicao
preferencial da atividade da succinato desidrogenase (SDH) do complexo
II do STE nas células HepG2. Para verificar esta hipotese foi medido o
efeito direto do 3-BrPA sobre a atividade da SDH da fracao mitocondrial
de células HepG2, usando succinato como substrato doador de elétrons
e DCPIP como um aceptor artificial de elétrons. Os dados obtidos
confirmaram a inibicdo da SDH de células HepG2 pelo 3-BrPA. A Figura
20 mostra um curso temporal da atividade da SDH na presenca de 100,
200 e 300 uM de 3-BrPA. Os resultados mostram uma inibicdo da
atividade da SDH pelo 3-BrPA em todas as concentracoes testadas. Na
presenca de um conhecido inibidor competitivo, o malonato, a atividade
desta enzima foi completamente inibida (circulos cheios). O perfil de
inibicao da SDH por diferentes concentracoes de 3-BrPA (Figura 21A)
mostrou que a enzima € bastante sensivel a este agente, apresentando
um valor de ICso entre 10 e 20 uM para o 3-BrPA.

Entretanto, o padrao de inibicao observado para a SDH poderia
nao estar diretamente correlacionado com a inibicdo da respiracao. Para
analisar os efeitos de diferentes niveis de inibicdo de um determinado
complexo do STE na respiracdo mitocondrial, é possivel usar crescentes
concentracoes de um inibidor deste complexo e medir a atividade
individual deste complexo e a respiracao mitocondrial global nas
mesmas condicoes. O efeito de diferentes concentracées de 3-BrPA na
atividade da SDH € mostrado na Figura 21A, enquanto que o efeito

deste composto na respiracao mitocondrial € apresentado na Figura 14.
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Com estes dados foi construido o grafico denominado curva de “limiar
metabolico” apresentado na Figura 21B. Este grafico mostra a
percentagem da taxa de respiracao mitocondrial das células HepG2
como uma funcao do percentual de inibicao da SDH na mesma
concentracdao de 3-BrPA. Ao observar o grafico, fica claro que a
diminuicdo na atividade da SDH deve exceder um valor critico
(aproximadamente 60%) antes que um decréscimo na respiracao
mitocondrial possa ser observado. Fica aparente que aos 50% de
inibicdo da atividade da SDH, nenhuma inibicdo significativa da
respiracao mitocondrial das células HepG2 foi observada, podendo
significar um excesso de atividade da SDH que funcionaria com um
“tampao” para o fluxo de elétrons. No entanto, acima deste grau de
inibicdo, um grande decréscimo na taxa respiratoria foi detectado. Mais
importante, com 150 uM de 3-BrPA, o qual corresponde a 70% de
inibicao da atividade da SDH, a respiracao foi inibida em 60% (Figura
21B).
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Figura 20. Curso temporal da atividade da succinato desidrogenase (SDH)
na presenca de 3-BrPA ou malonato. A atividade da SDH foi medida na
fracdo mitocondrial de células HepG2, por um método espectrofotométrico
utilizando DCPIP como aceptor artificial de elétrons e succinato como
substrato, como descrito em Material e métodos. A reacao foi iniciada pela
adicao da fracdao mitocondrial (0,01 mg/ml) e os brancos obtidos na auséncia
de succinato. Controle (m), 100 uM de 3-BrPA (o), 200 uM de 3-BrPA (A), 300
pM de 3-BrPA (o), 10 mM de malonato (e).



83

.";“

? L) I l,l’ll L) llllllll L) llllllll L) LELILJ I L) I L) I L) I L) I L)

> 1,0 A 4 100

‘ - | I
= o8l - {80
n @ I ] ] B
s & &
T 006l - {60 §
[ -} (o)
'}3 -g [ 1 1 (=)
2 Boal - J440 ©
A=) @)
- o L J J N
<

T 0,2 A 1 1 1 1 1 120

o .IJ_I{F_I_I.I.I.I.H.I]_I_I_I.I.U.I.II_I_I_I.L L L N N N

'& 01 10 100 0O 20 40 60 80 100

o

& 3-BrPA, uM % de inibicdo da SDH

Figura 21. Inibicao da atividade da succinato desidrogenase (SDH) por
diferentes concentracoes de 3-BrPA e curva de limiar metabélico. (A)
Atividade da SDH em mitocondrias de células HepG2 na presenca de
diferentes concentracdes de 3-BrPA. A reacao foi iniciada pela adicdo da fracao
mitocondrial (0,01 mg/ml) na auséncia ou na presenca de 2,5 a 300 uM de 3-
BrPA. Os valores sdo apresentados como fracdo da atividade maxima da SDH
(vo/vi), sendo que quando vo/vi = 1, atividade € igual a 9,1+1,1 nmol DCIP/
min X mg ptn. (B) Curva limiar do percentual da taxa de consumo de oxigénio
como uma funcao do percentual de inibicao da atividade da SDH pelo 3-BrPA.
Cada ponto € proveniente da curva de titulacao com 3-BrPA para SDH (Figura
21A) e consumo de oxigénio (Figura 14B) e representa a percentagem do
consumo de oxigénio como uma funcao da percentagem da atividade da SDH
para a mesma concentracao de 3-BrPA.
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O HCC é um importante problema de saude, sendo um dos tipos
de cancer mais fatais no mundo inteiro, causando mais de um milhao
de mortes anualmente (Lopez et al., 2006). Infelizmente, existem poucas
opcoes de tratamento, devido a falta de respostas satisfatorias, alta
toxicidade e altas taxas de recorréncia (Venook, 1994; Llovet et al.,
2003; Kulik et al., 2007). A procura por uma terapia eficiente para esta
enfermidade levou a descoberta de uma nova abordagem, a qual
consiste na administracdo intra-arterial direta de uma molécula, o 3-
BrPA, ao tumor. O tratamento com 3-BrPA elimina as células do HCC
aparentemente sem afetar os tecidos sadios adjacentes ou o restante do
organismo (Geschwind et al., 2002; Ko et al.,, 2004). Acredita-se que as
propriedades benéficas deste agente sdo devidas a sua capacidade de
inibir as vias celulares produtoras de energia, ou seja, a glicolise e a
fosforilacao oxidativa (Ko et al., 2001). No entanto, o conhecimento dos
alvos metabdlicos especificos e dos mecanismos de acdao do 3-BrPA em
células derivadas de HCC humano, particularmente seus efeitos na
bioenergética mitocondrial sdo muito limitados. Desta forma, o presente
estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do 3-BrPA sobre a glicolise e
fosforilacao oxidativa de células HepG2, uma linhagem célular derivada
de HCC humano.

Foi mostrado previamente que 100 uM de 3-BrPA induzia a morte
de células HepG2 apods 24 horas de exposicao (Gwak et al., 2005). No
entanto, uma caracterizacao mais detalhada do efeito da incubacao por
tempos mais curtos e diferentes concentracoes de 3-BrPA no
metabolismo celular destas células ainda nao havia sido investigado. A
analise realizada no presente estudo indica que dependendo da
concentracao e do periodo de incubacao, diferentes sitios intracelulares
estdo sendo afetados pelo 3-BrPA com distintas afinidades e/ ou
reatividades (Figura 10). Este resultado esta em acordo com a proposta
prévia de que o 3-BrPA agiria na glicolise e fosforilacao oxidativa (Ko et

al. 2001) e, mais importante, permitiu um melhor conhecimento do
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curso temporal de acao deste composto nas células utilizadas neste
estudo.

Uma caracteristica marcante observada em células tumorais €
uma acelerada glicolise, mesmo na presenca de quantidades adequadas
de oxigénio, um fenémeno conhecido como “efeito Warburg” (Warburg,
1956; Matoba et al., 2006; Ma et al., 2007). Embora os mecanismos
moleculares exatos envolvidos nesta transformacdo metabédlica ainda
nao estejam elucidados, a profunda alteracdo bioquimica no
metabolismo energético de células tumorais fornece instigantes
oportunidades para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas
focadas na via glicolitica, eliminando desta forma, preferencialmente as
células tumorais. Varias moléculas capazes de inibir a glicolise em
sistemas experimentais tém mostrado promissoras atividades anti-
tumorais in vitro e in vivo (Galluzzi et al., 2006; Pelicano et al., 2006;
Chen et al., 2007; Pedersen, 2007a).

Acredita-se que a acao anti-tumoral do 3-BrPA esteja relacionada
com os mecanismos expostos acima (Pedersen, 2007a). Portanto, uma
vez que a inibicdao da glicolise foi considerada anteriormente como o
sitio responsavel pela acao do 3-BrPA na viabilidade de células
tumorais, este trabalho investigou se este seria o caso para as células
HepG2. Foi observado que as células HepG2 seguem o padrao de
fenotipo glicolitico apresentado por outras células tumorais, pois
somente um aumento de 3 vezes na taxa de producao de lactato foi
observado quando a fosforilacao oxidativa foi inibida (adicao de
antimicina A) (Figura 11A, circulos abertos). Em células néao
transformadas, este estimulo na producao de lactato pela antimicina
pode chegar a mais de 10 vezes (D'Aurelio et al., 2001; Merlo-Pich et al.,
2004). O efeito observado pela adicao de antimicina A mimetiza o “efeito
Pasteur” (descrito pela primeira vez em leveduras por Louis Pasteur em
1857, por isso o nome). No “efeito Pasteur”, as células, por falta de
oxigénio em quantidade suficiente, aumentam o consumo de glicose

para garantir que quantidades adequadas de ATP sejam produzidas
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através de sua transformacao em lactato, um processo menos eficiente
com relacdao ao numero de moléculas de ATP sintetizadas por glicose
consumida, quando comparado com a fosforilacdo oxidativa (por isso a
necessidade de aumentar o consumo de glicose) (Krebs, 1972). O
pequeno efeito observado na producao de lactato nas células HepG2,
apos a adicao de um inibidor da fosforilacdo oxidativa, sugere que estas
ja se encontravam proximas a sua capacidade glicolitica maxima
(Figura 11A). Como esperado, a quantidade de lactato produzida pelas
células HepG2 foi significativamente diminuida na presenca de 3-BrPA,
indicando um efeito inibitério na glicélise (Figura 11A, circulos
fechados). Esta acao ocorreu imediatamente apos a adicao do composto,
sugerindo que este processo precede a perda de viabilidade pelas
células.

No entanto, ao contrario do proposto anteriormente (Ko et al.,
2001), o efeito do 3-BrPA sobre a glicolise nao poderia ser explicado pela
inibicdo da atividade da HK-mt observada na presenca deste composto,
pois durante 60 min. de reacao nenhuma mudanca no curso temporal
da atividade desta enzima foi observada quando usada uma condicdo
semelhante a utilizada no ensaio de producao lactato (150 uM) (Figuras
13A e B). Embora o trabalho anterior tenha mostrado que 5 mM 3-BrPA
inibiu quase completamente a HK-mt de tumores VX2 (Ko et al., 2001),
no presente trabalho foi observado um maximo de 30% de inibicao em
60 min. de reacao com a mesma concentracao deste composto (Figura
13B). Estes resultados aparentemente contrastantes podem ser
explicados, ao menos em parte, pelo protocolo utilizado para o ensaio de
atividade da enzima nos dois estudos. No presente estudo, as reacoes
foram iniciadas em um meio contendo ATP, glicose e 3-BrPA. No estudo
prévio, SmM de 3-BrPA foi adicionado a preparacdao de HK-mt antes da
adicao de glicose (Ko et al.,, 2001). Interessantemente, Tiedge et al.
(2000) mostraram que os residuos de cisteina do sitio catalitico da GK e

da HK-mt II sdo muito menos sensiveis a reagentes de grupos tiodis
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quando os complexos enzima/substrato ([E.S|]) sado favorecidos pelo
aumento de substratos no meio reacional.

A analise da acao do 3-BrPA sobre outras isoformas de HK
mostrou que a GK, a principal isoforma das células normais do figado,
foi muito mais sensivel a inibicao pelo 3-BrPA (Figura 13A) quando
comparada as outras isoformas mitocondriais. A GK € caracterizada por
uma alta susceptilidade a oxidacdo por grupos tidis (Tippett e Neet,
1983) e uma forte sensibilidade a reagentes contra grupos sulfidrilas
(Lenzen et al., 1987, 1988a, 1988b, 1990; Lenzen e Munday, 1991).
Grupos tiois em residuos de cisteina na vizinhanca do sitio de ligacao
da hexose (Cys 213, Cys 220, Cys 230, Cys 233, e Cys 252) assim como
residuos de cisteinas distantes do sitio ativo (Cys 364, Cys 371, e Cys
382) sao importantes para atividade da GK de células beta humanas. O
alinhamento das sequéncias de proteina indicam que a GK esta muito
mais relacionada a enzima de 100-kDa HK-mt do que a enzima de
levedura de 50 k-DA, por exemplo (Tsai e Wilson, 1995; Wilson, 1995,
1997). Entao, seria esperado que a HK-mt reagisse seus grupos tidis
com o 3-BrPA causando uma inibicao semelhante a observada para a
GK. No entanto, a inibicao seletiva da GK nao pode ser atribuida ao
grande numero de cisteinas. Isto se torna aparente pela localizacao
espacial dos residuos de cisteina na cataliticamente ativa porcao C-
terminal da HKs de baixo Km, tipo I e tipo II (Mulichak et al., 1998;
Aleshin et al., 1996, 1998), as quais exibem uma densidade de cisteinas
comparavel a GK (Bernstein et al., 1977). Em contraste com a GK, as
HKs de baixo Km mostram uma sensibilidade 100 vezes menor a
inibicao da atividade enzimatica por reagentes de grupos tidis como o
aloxano (Lenzen et al., 1987, 1990; Munday et al., 1993). Os dados na
Figura 13A mostram uma menor inibicdo pelo 3-BrPA da HK-mt II
quando comparada a GK de figado de camundongo. Entado, pode-se
sugerir que o 3-BrPA age com grupos tidis seguindo um padrao muito
semelhante daqueles reagentes de grupos tidis descritos previamente

para GK e HKs de baixo Km (Tiedge et al., 2000).
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O efeito inibitério do 3-BrPA na via glicolitica poderia ser
explicado devido a presenca de outros potenciais alvos deste composto
nesta via. Duas enzimas em particular, a gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase e a fosfoglicerato cinase, mostraram ser imediatamente
inibidas de uma forma competitiva pelo 3-BrPA em experimentos
avaliando a oxidacao de glicose e frutose em espermatozoéides de javali
(Jones et al., 1995). Com relacao a estas observacoes, uma interessante
abordagem seria comparar os efeitos do 3-BrPA nas atividades de
enzimas glicoliticas (diferentes da HK) de HCC e hepatocitos nao
transformados.

Embora nos trabalhos anteriores com o 3-BrPA muita
importancia tenha sido dada aos seus efeitos na via glicolitica, este
agente também mostrou afetar a mitocondria de células tumorais (Ko et
al., 2001; Gwak et al., 2005; Xu et al, 2005; Kim et al., 2007).
Considerando a importancia desta organela na sobrevivéncia celular, €
surpreendente que nenhum outro trabalho até o momento tenha
estudado com maior profundidade os efeitos deste composto sobre a
bioenergética mitocondrial. De fato, esta organela tem sido considerada
como um importante alvo terapéutico no tratamento de tumores
(Costantini et al, 2000; Galluzzi et al., 2006). Outro importante fator
que deve ser considerado sdo os dados que mostram que muitos dos
efeitos deletérios de drogas em diversos orgaos, entre eles o figado, esta
relacionado a acao prejudicial destas drogas sobre a funcéao
mitocondrial. Varias drogas ja foram retiradas do mercado devido a
citototoxidade apresentada no figado causada por uma funcao
mitocondrial danificada (Scatena, 2004; Masubuchi et al., 2006; Ong et
al., 2006). Infelizmente, muitos destes efeitos dependem de cada
individuo e nao sao descobertos antes que uma grande parcela da
populacdao de pacientes tenha sido exposta. No entanto, este tipo de
acontecimento pode ser evitado com o conhecimento dos mecanismos
de acdo de um determinado agente nas mitocondrias das células alvo.

Desta forma pode-se avaliar nao somente a acdo nas mitocondrias das
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células alvo, mas também ter uma projecao de possiveis efeitos em
células normais.

Os dados obtidos neste trabalho também indicam um efeito nas
mitocondrias das células HepG2 causado pelo 3-BrPA. Este efeito €
observado quando nenhum acréscimo na producao de lactato foi
observado apds a adicao de antimicina A nas células que foram
incubadas com 3-BrPA, indicando que a taxa de producao de lactato ja
se encontrava em seu fluxo maximo (Figura 11A). Quando se compara o
efeito de retirada de glicose do meio com o efeito do 3-BrPA na producao
de lactato, nota-se que este ultimo nao inibiu completamente a
producao de lactato pela via glicolitica (Figura 11A). Portanto, a adicao
de um inibidor da fosforilacao oxidativa deveria, ao menos em teoria,
estimular a producado de lactato por estas células na presenca de 3-
BrPA. A falta de efeito sugere que a fosforilacao oxidativa ja se
encontrava inibida. O efeito do 3-BrPA na funcdo mitocondrial € mais
claramente observado quando a producao de lactato foi medida nas
células incubadas com este composto em um meio sem glicose (Figuras
11 A e B, triangulos). Nesta situacdo, as fontes de carbono para a
sintese de lactato sado o glicogénio e principalmente a oxidacao de
glutamina, como mostrado anteriormente (Reitzer et al., 1979;
DeBerardinis et al., 2007) (Figura 7). A substituicao da glicose pela
glutamina (meio sem glicose, Figura 11B, triangulos abertos) induziu
uma estimulacdao maxima da fosforilacdo oxidativa. Isto € sugerido
devido ao fato de que a adicdao de antimicina A nas células controle em
um meio sem glicose causa um estimulo de 8,5 vezes na producao de
lactato, indicando que as células estavam mais oxidativas antes de sua
adicao. O observado decréscimo na formacado de lactato devido ao
tratamento com 3-BrPA indica uma diminuicdo na glutamindlise e,
portanto, uma diminuicdo na capacidade oxidativa mitocondrial. Uma
outra possibilidade seria a inibicao da formacao de lactato a partir dos
estoques de glicogénio presentes nas células. Neste caso o 3-BrPA

estaria agindo em outras reacoes que nao a da HK, mais uma vez
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indicando a possibilidade de outros alvos na via glicolitica para acéao
deste agente. Em adicdo, pode-se também hipotetizar que a inibicao
pelo 3-BrPA de certas enzimas, como a glutamato desidrogenase (Baker
e Rabin, 1969), SDH (Sanborn et al, 1971; Kenney et al.,, 1975) e
enzima malica (Chang e Hsu, 1973; Satterlee e Hsu, 1991), todas
envolvidas na producao de lactato a partir de glutamina, também
podem estar contribuindo para os efeitos inibitérios mostrados na
Figura 11B.

Coerentes com esta hipotese estdo os resultados apresentados
nas Figuras 14-18, que mostram os efeitos do 3-BrPA na funcao
mitocondrial. Além dos parametros respiratorios mitocondriais, foi
observado também que o 3-BrPA afeta a formacdo do potencial de
membrana mitocondrial e os dados sugerem que de acordo com o
estado respiratorio da mitocondria, o 3-BrPA pode estar afetando de
forma diferente os complexos respiratorios (Figura 15). A pré-incubacao
com 3-BrPA causa um significativo decréscimo na taxa de consumo de
oxigénio tanto nas células HepG2 intactas (Figura 16) quanto nas
células permeabilizadas (Figuras 17 e 18), indicando que ele pode estar
reagindo irreversivelmente com grupos tidis de enzimas do STE das
células em cultura. Estes dados estdo em acordo com estudos prévios in
vitro, utilizando SDH de musculo cardiaco bovino (Sanborn et al., 1971;
Kenney, 1975) e PDH humana (Korotchkina, 1999). Nestes trabalhos foi
observado que ambas as enzimas sao bastante sensiveis a inibicao por
3-BrPA e que este estaria agindo irreversivelmente com grupos tiois das
mesmas.

Curiosamente, o grau de inibicao da respiracao das células
HepG2 pelo 3-BrPA dependeu da fonte de carbono fornecida para as
células. A glicose e a glutamina presentes no meio de cultura sao
rapidamente consumidas durante a proliferacao de tumores e a
utilizacao destes substratos esta envolvida na manutencao de uma alta
razao [ATP|/ [ADP] e [NAD(P)H]/ [NAD(P)*]. Nos experimentos realizados

no presente trabalho com células pré-incubadas com 3-BrPA em um
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meio sem glicose, um aumento na expressao de proteinas envolvidas na
fosforilacdo oxidativa nao seria esperado, porque 30 a 60 min. € um
periodo curto para adaptacao oxidativa mitocondrial (Rossignol et al.,
2004). Entao, a inibicao do STE pelo 3-BrPA ao nivel de substratos
relacionados ao complexo I (pyruvate/malate) (Figuras 17B e 18A),
observada somente quando a pré-incubacao foi realizada em um meio
sem glicose, poderia ser o resultado de um decréscimo da relacao
[NADH]/[NAD*] e [NADPH]|/[NADP*|. Esta condicao (auséncia de glicose)
poderia favorecer a formacao de enzimas livres de substratos (devido a
menor formacao de piruvato e NADH) mais reativas ao 3-BrPA, assim
como seu alterado estado redox, facilitando desta forma a alquilacao de
grupos tiois criticos ao nivel da PDH e/ ou complexo I (Korotchkina,
1999). De fato, a inclusdao de agentes redutores ou a adicao de
substratos protegem certas enzimas da inativacao pelo 3-BrPA, entre
elas a PDH (Kenney, 1975; Chang e Hsu 1977; Korotchkina et al.,
1999). Em adicdo, as vias de utilizacdo de glutamina envolvem a
glutamato desidrogenase e a enzima malica, as quais ja demonstraram
ser inibidas pelo 3-BrPA em sistemas de mamiferos. Estes potenciais
alvos do 3-BrPA poderiam aumentar a inibicdo da respiracdo. Este
parece nao ser o caso quando as células sao pré-incubadas com 3-BrPA
em um meio com glicose, porque esta aumentaria a razao [ATP]/ [ADP],
[NADH]/[NAD*] e [NADPH]/[NADP*|, devido em parte, a operacao da
glicolise e da via das pentoses fosfato. De acordo, com glicose e
glutamina no meio de incubacao a inibicao da utilizacao dos substratos
relacionados ao complexo I nao € aparente (Figuras 17B e 18D). No
entanto, em ambas as condicoes, a respiracao relacionada ao complexo
II, i.e., a atividade da SDH, foi significativamente alterada (Figuras 17 e
18), em acordo com o efeito direto do 3-BrPA na SDH de células HepG2
apresentados na Figuras 20 e 21.

Os resultados obtidos com a inibicao pelo 3-BrPA da atividade da
SDH de células HepG2 (Figura 21A) comparados com os efeitos

observados no consumo de oxigénio por estas células permeabilizadas
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(Figura 14B) revelaram uma interessante relacao (Figura 21B), onde se
observa que mesmo tendo em uma determinada concentracao de 3-
BrPA uma significativa inibicao da enzima SDH, nenhuma alteracao da
respiracao €& observada nas mesmas condi¢coes. Varios autores
mostraram que € possivel inibir consideravelmente a atividade de um
complexo respiratorio até um valor critico, sem afetar a taxa de
respiracao mitocondrial ou a sintese de ATP. Este fenomeno € chamado
de “efeito de limiar metabdlico” e ja foi demonstrado para os complexos
I, II e IV, FoF1-ATP sintase, ANT, carreador de fosfato e carreador de
piruvato em mitocondrias isoladas e células humanas permeabilizadas
(Letellier et al., 1994; Rossignol et al.1999; Rossignol et al. 2003). Este
fendomeno de “limiar metabdlico” pode ser demonstrado por curvas
limiares, e pode ser explicado por trés diferentes mecanismos:
mobilizacdo de uma reserva de atividade enzimatica, regulacao cinética
dos complexos do STE e modulacao da atividade global do STE por
metabolitos intermediarios. O primeiro mecanismo poderia ser
explicado por um “excesso de complexos respiratérios ativos”, que
poderiam ser utilizados como uma reserva para compensar um déficit
de atividade. O plateau na curva limiar indica que esta reserva pode ser
diminuida sem nenhum efeito no fluxo global da respiracdo (Rossignol
et al.,, 1999). Um outro mecanismo que poderia explicar o efeito de
compensacao € a regulacao direta das enzimas envolvidas na
fosforilacdao oxidativa em resposta a um decréscimo na producao de
energia. Neste caso seriam observadas modificacoes nas propriedades
cinéticas dos complexos (Rossignol et al., 2003). Ainda, as atividades
dos complexos respiratorios poderiam ser reguladas pelo gradiente
eletroquimico de protons (Elliot et al., 2002). E por ultimo, um outro
mecanismo que poderia explicar o fenémeno de limiar metabdlico seria
um “tamponamento cinético” (compensacdo) da perturbacao da
atividade de uma enzima no fluxo global da rede metabdlica através de
variacoes nos intermediarios metabdlicos (coenzima Q, citocromo c,

gradiente eletroquimico de prétons), os quais por vez sua modulariam a
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atividade de outras enzimas do sistema (complexos do STE), mantendo
o fluxo respiratorio inalterado (Reder, 1988; Rossignol et al., 2003).
Uma outra significativa e, até entdo, desconhecida observacao foi
o aumento no vazamento de protons nas células pré-incubadas com 3-
BrPA em um meio com glicose (Figuras 16D e 18B). Este proton-leak
pode representar a formacdo do poro de transicdo formado na
membrana mitocondrial e este fendmeno € observado tanto em apoptose
como em necrose (Lemasters, 1999; Armstrong, 2006a, 2006b;
Tsujimoto e Shimizu, 2007). Uma possivel explicacao para este aumento
no proton-leak seria a inibicdo da via glicolitica em uma reacao apos a
reacdo da HK-mt, o que causaria um aumento nos niveis de glicose 6-
fosfato levando a dissociacdo da HK-mt da membrana mitocondrial,
favorecendo a ligacado de proteinas pro-apoptoticas ao VDAC ou mesmo
um aumento nos niveis de calcio citoplasmatico e captacao pela
mitocondria, o que poderia provocar a formacao de poros de transicdo
de permeabilidade (PTPC). De fato, recentemente foi demonstrado que o
3-BrPA promove a dissociacao da HK-mt do VDAC derivado de células
Huh-BAT e MH134 (Kim et al.,, 2007) de HCC. Por outro lado, pode-se
especular que esta situacdo nao ocorreria em células pré-incubadas
com 3-BrPA em um meio sem glicose, uma vez que nao foi observado
um aumento na respiracao associada ao proton-leak (Figuras 16C e
18A). De fato, o fluxo glicolitico parece ser menor na auséncia de
glicose, o que poderia diminuir o acumulo de glicose 6-fosfato. Nao se
pode excluir também a possibilidade de que a reacdao do 3-BrPA com
cisteinas cruciais (Cys 56) localizadas no ANT, uma proteina
sabidamente envolvida na formacdo do PTPC, poderia estar envolvida
neste processo (Costantini, 2000b; Halestrap e Brennerb, 2003).
Entretanto, nos experimentos realizados neste trabalho nao foi possivel
detectar um aumento na permeabilidade aos protons quando um meio
sem glicose foi utilizado. Um resumo da acdo do 3-BrPA nas

mitocondrias das células HepG2 quando a incubacao é feita na
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presenca de glicose e glutamina (com glicose) ou somente glutamina
(sem glicose) € apresentado na Figura 22.

Os dados apresentados neste trabalho sugerem o 3-BrPA pode
agir em varias enzimas celulares. No entanto, considerando o fato de
que o metabolismo tanto de glicose como de glutamina sao cruciais
para o metabolismo energético de tumores, a SDH se torna um
importante alvo de acdo do 3-BrPA. Entao, os efeitos do 3-BrPA na
mitocondria podem ser responsaveis, ao menos em parte, pelo
decréscimo na viabilidade e morte de células de HCC. Esta informacéo
podera auxiliar no desenvolvimento de novos analogos ou compostos
que irdo ser mais especificos para as células tumorais, minimizando
assim os possiveis danos de efeitos colaterais e o problema da

ocorréncia de HCC.
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Cenario de morte de células HepG2 induzida por 3-BrPA em um meio sem glicose
Mitocondria participa da morte celular sem envolver hexocinase.

Cenario de morte de células HepG2 induzida por 3-BrPA em um meio com glicose
Mitocondria participa da morte celular mediada por

glicose 6-fosfato e hexocinase.
HEK-mt o8-t
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Figura 22: Resumo dos mecanismos propostos para a acao do 3-
BrPA na inducao da morte de células HepG2. A figura mostra um
esquema onde podem ser observados os principais eventos
participantes da acao do 3-BrPA em células HepG2, quando a
incubacao ocorre em um meio com glicose ou em um meio sem glicose.
Os mecanismos propostos sao discutidos no texto.
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6-CONCLUSOES
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e A hexocinase mitocondrial ndo € o alvo preferencial de acao do 3-
BrPA sobre a via glicolitica de células HepG2 nas condicoes testadas,
portanto outras enzimas desta via provavelmente estao envolvidas neste

Processo;

e Os efeitos do 3-BrPA na respiracao mitocondrial de células HepG2
dependem dos substratos presentes, o que pode ser um fator

determinante nas respostas in vivo a este agente;

e Considerado a importancia da utilizacdo da glicose e glutamina
nas celulas tumorais, a succinato desidrogenase representa um

importante alvo de acao do 3-BrPA em células HepG2;

o Quando na presenca de ambos os substratos (glicose e
glutamina) a exposicao por um breve periodo ao 3-BrPA é capaz de
promover uma alteracao na permeabilidade da membrana mitocondrial

interna das células HepG2.

e O conjunto de resultados indica que assim como a via glicolitica,
a mitocondria possui um importante papel na morte celular induzida

pelo 3-BrPA em células HepG2;
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Synopsis

3-Bromopyruvate (3-BrPA) is an alkylating agent with anti-tumoral activity on
hepatocellular carcinoma. This compound inhibits cellular ATP production due its
action on glycolysis and oxidative phosphorylation. However, the specific metabolic
steps and mechanisms of 3-BrPA action in human hepatocellular carcinoma cell lines,
particularly its effects on mitochondrial energetic, are poorly understood. In this study,
we report that incubation of HepG2 cells with a low concentration of 3-BrPA for a short
period (150 uM for 30 minutes) significantly affected both lactate production and
mitochondrial respiratory functions of HepG2 cells. 3-BrPA was also able to impair
lactate production by HepG2 cells in a glucose-free medium. Oxygen consumption of
HepG2 cells supported by either pyruvate/malate or succinate was inhibited when the
cells were pre-incubated with 3-BrPA in a glucose-free medium. When the cells were
pre-incubated in a glucose-medium, respiration of HepG2 was blocked only when
succinate was used as oxidizable substrate. An increased oligomycin-independent
respiration was observed in HepG2 cells treated with 3-BrPA in glucose, but not in
glucose-free medium, indicating that 3-BrPA induces mitochondrial proton leakage
besides its blockage in electron transport system. The activity of mitochondrial
hexokinase was not inhibited by 150 uM 3-BrPA, however this concentration causes
70% inhibition of the succinate dehydrogenase activity. These results suggest that the
combined action of 3-BrPA on succinate dehydrogenase, as well as the inhibition of
glycolysis in a step downstream the glucose phosphorylation, play an important role in
HepG2 cell death.

Key words: 3-BrPA, HepG2, tumor cells, hepatocellular carcinoma, mitochondria,
glycolysis, oxygen consumption.



INTRODUCTION

Cancer cells depend on large quantities of energy to maintain elevated rates of
proliferation. In this regard, specific adaptations in energy metabolic pathways are
observed, including activation of glycolysis and down regulation of oxidative
phosphorylation, also known as Warburg effect [1-3], a metabolic signature of many
tumor cells. Accordingly, the effects of specific drugs designed to interfere with the
energy yielding pathways of many types of cancers have been investigated [4-7]. This is
the case of the analogue of pyruvate/lactate, 3-BrPA, an alkylating agent able to react
with thiol and hydroxyl groups of several enzymes [8-14].

Studies with HCC cells, have demonstrated that the main blocking site of 3-
BrPA is the mt-HK type II, what causes an impairment of glycolytic flux [15, 16]. In
addition, 3-BrPA seems to affect mitochondrial respiration, although the exact
mechanism of mitochondrial collapse was not identified [15]. Subsequent works have
confirmed 3-BrPA as an agent able to cause ATP depletion in tumor cells, with no
apparent effect to non-transformed cells [17-19]. As a result, 3-BrPA has been
considered a potent agent in the treatment against the proliferation of HCC [7, 17, 18,
20, 21]. In addition to 3-BrPA effects on energy homeostasis, few studies have
suggested that this compound induces cell death either through activation of
mitochondrial pathway of apoptosis or necrosis, reinforcing the involvement of
mitochondria in 3-BrPA mechanism of action [7, 16, 19, 22]. Given that the precise
mechanisms by which 3-BrPA affects mitochondrial physiology and bioenergetics are
still unknown, a detailed characterization of the pharmacological action of this anti-
tumoral agent is crucial to the development of more efficient treatments.

In the present study it is demonstrated for the first time that brief exposure of a
HCC cell line, HepG2, to 3-BrPA in a micromolar range leads to a severe impairment of
mitochondrial respiratory function by affecting specifically succinate-dehydrogenase
activity. An interesting observation is that when cells are forced to rely on
mitochondrial oxidative phosphorylation rather than glycolysis, 3-BrPA effects on
respiratory parameters appears to be more pronounced. Moreover, we show evidences
that 3-BrPA, at the concentrations used, inhibits glycolytic flux in a way that seems not
to be dependent on mt-HK II inhibition. The metabolic implications of such results to
HepG2 cell death are discussed in an attempt to better understand the action of 3-BrPA
in vivo.



EXPERIMENTAL

Cell culture

HepG2, a human HCC cell line, was obtained from American Type Collection (USA)
and grown in MEM with 5SmM glucose, supplemented with 10% FBS, 0.22% sodium
bicarbonate and 0.2% Hepes, pH 7.4 at 37°C in a humidified incubation chamber with
5% COa,. For viability assays, cells were grown on 24 well plates. For all other assays,
cells were grown on plastic Petri dishes. In each assay, cells were seeded at a density of
10° cells per mL. Cells were sub-cultured every 2 to 4 days and used on experiments
when they were nearly 95% confluent.

Cell viability

Different concentrations of 3-BrPA was added to culture medium and incubated at 37°C
for 30, 60, 90 and 180 minutes. Then, cells were washed twice with PBS and cells
viability was accessed using MTT assay as described previously [23,24]. Additionally,
cell viability was also cross checked by using Trypan blue assay by microscopic
counting.

Animal care and use

The experimental protocols were approved by the Comittee for Ethics in Animal
Research of the Universidade Federal do Rio de Janeiro in compliance with the
Brazilian College for Animal Experimentation.

Lactate production

Culture medium was replaced with fresh medium containing 150 uM 3-BrPA and cells
were incubated at 37°C. Two different culture media were used: glucose free medium
(DMEM, Invitrogen 11966-025), which contains only glutamine as an oxidizable
substrate (GFM) and glucose free medium supplemented with 5 mM glucose (GM).
Both media were supplemented with 0.02 % Hepes. At the indicated times, samples of
50 or 100 pL from culture medium were collected to evaluate lactate production. The
assay for lactate measurement was performed in a hydrazine/ glycine buffer, pH 9.2
containing 10 mg/mL B-NAD" and 30 U/ml lactate dehydrogenase to final volume of
200 pL. The absorbance due to formation of NADH was monitored in a microplate
reader (SpectraMax M5, Molecular Devices, USA) for 30 minutes, at 340 nm and
correlated with the presence of lactate on samples from a standard curve [25].

Hexokinase isoforms preparations and activities measurements

Mitochondrial fractions for measurements of mt-HK type I (mouse brain) [26] and type
IT (HepG2 cells) [27] activities were prepared as previously described. HepG2 cells
were disrupted by liquid N, addition and mixed to a buffer containing 10 mM Tris, 20
mM NaF, 1 mM DTT, 250 mM sucrose, 5 mM EDTA, 1 mM PMSF, 10 uM leupeptin,
1 uM pepstatin A, pH 7.0. The suspension was centrifuged at 1000 g for 5 min at 4°C,
and the resulting supernatant was centrifuged at 10000 g for 15 min at 4°C. The final
pellet was ressuspended and used in experiments. GK activity was measured in soluble
fractions of mouse liver. Briefly, liver was excised and homogenized with a potter in a
medium containing 20 mM Trietanolamine (pH 7.5), 5 mM EGTA, 100 mM glucose,
100 mM KCI, 1 mM DTT, 5% glycerol, 5 mM EDTA, 0.25% NaNs, 0.5 mM PMSEF.
The homogenate was centrifuged at 100000 g for 40 min. Ammonium sulfate
(NH4),SOy4 for 45% of saturation was added to the supernatant and centrifuged at 15000
g for 10 min. (NH4),SO4 for 65% of saturation was added to the resulting supernatant



and centrifuged at 15000 g for 10 min. The final pellet was suspended in a small volume
of medium and used in the experiments. Activities of mt-HK I, II and GK were
measured using an adaptation of a radiometric assay described previously [28]. The
assay was performed at 37°C in 0.4 ml of reaction medium containing 20 mM Tris-HCl
(pH 7.5), 5 mM MgCl,, 1 mM [y->*P] ATP (3000 cpm/nmol ATP), 10 mM glucose (mt-
HK types I and II) or 100 mM glucose (GK), 1 mM NaVOy, 5 mM NaNj3 and different
concentrations of 3-BrPA. Duplicates were performed for all assays and blanks were
obtained in the absence of glucose. Reaction was started by addition of protein (0.1
mg/ml) and quenched by addition of 1 ml of activated charcoal in 0.1 N HCI to remove
[y-*P] ATP not utilized. After centrifugation (1000 g for 15 minutes), 0.4 mL aliquots
of supernatant were added to liquid scintillation vials and counted. The resulting
radioactivity corresponds to [**P]-G6P formed from HK catalyzed reaction.

Oxygen consumption of intact and digitonin-permeabilized HepG2 cells

Oxygen consumption rates were measured polarographically in an oximeter using a
Clark type oxygen electrode (Oxytherm, Hansatech Instrument, United Kingdom) or
using high-resolution respirometry (OROBOROS Oxygraph-O2K). The electrode was
calibrated between 0 and 100% saturation with atmospheric oxygen at 37°C. To
measure the direct effect of 3-BrPA concentrations on mitochondrial respiration, HepG2
cells were removed from culture dishes through trypsinization and approximately 2.5 to
5x10° cells were added to a respiration medium containing: 0.25 M manitol, 0.1% fatty
acid free BSA, 10 mM MgCl,, 10 mM KH,PO4, pH 7.2 as previously described [29]
followed by the sequential addition of digitonin (0.005% w/v), 10 mM succinate
(complex II substrate), 100 uM ADP (ATP synthesis substrate), 0.05 mM to 5 mM
3-BrPA and 1 uM FCCP.

For measurements of mitochondrial respiration following the treatment with
3-BrPA, HepG2 cells were pre-incubated with 150 uM 3-BrPA for 30 minutes at 37°C,
with GM or GFM. After the incubation period, media were removed and cells were
either suspended in the same culture medium of pre-incubation, for measurements of
oxygen consumption of intact cells, or in the respiration medium described above, for
evaluation of respiratory complexes of permeabilized cells. Basal consumption,
oligomycin-independent respiration (proton leak) and FCCP-stimulated respiration
(maximum respiration) were accessed in intact HepG2 cells as described previously
[30]. 3-BrPA effects on respiratory complexes of digitonin-permeabilized HepG2 cells
(0.005% w/v) were performed following the addition of different substrates/modulators
as 10mM pyruvate + 10 mM malate (complex I- linked substrates), 10 mM succinate, 1
UM rotenone, 50 uM ADP, 1 pg/ml oligomycin and 1 pM FCCP or titration from 250
to 750 nM FCCP.

Succinate dehydrogenase activity

SDH activity was determined spectrophotometrically using DCPIP as an artificial
electron acceptor and succinate as substrate [31, 32]. The assay was performed at room
temperature in 1.0 ml of reaction medium containing 20 mM phosphate buffer (pH 7.2),
0.1 % Triton X-100, 4 mM NaN3, 5 mM succinate, 50 uM DCPIP and 2.5 to 300 uM 3-
BrPA. Blanks were obtained in the absence of succinate. The reaction was started by
adding of 0.1 mg of HepG2 mitochondrial fraction (prepared as described for the mt-
HK activity using the same buffer, but without DTT) and reduction of DCPIP was
monitored at 600 nm, for 3 minutes. The SDH activity was calculated using the
extinction coefficient of reduced DCPIP 21.0 mM ' cm™'. SDH activity in the presence
of 3-BrPA is presented as a percentage of control activity.



Protein determination
The protein concentration in the samples was determined as described by Lowry et al.
[33].

Statistical analysis

Statistical analysis were performed using Origin® 7.5 (OriginLab Corporation). All
results are expressed as means + S.E.M. for » independent experiments. Statistical
significance was determined by Student’s ¢ test. Differences were considered
statistically significant for p < 0.05 or p < 0.01.

RESULTS

3-BrPA affects HepG2 viability in a dose and time-dependent manner

Figure 1A shows that cell incubation with 10-100 uM 3-BrPA for up to 60 minutes
caused a small 10% decrease in viability. On the other hand, 50 uM 3-BrPA incubation
for 180 minutes caused a significant 50% decrease in HepG2 viability (p<0.05). Higher
concentrations of 3-BrPA (1-5mM) were effective to promote more than 30 % reduction
in HepG2 viability in all times tested (p<0.05). Similar results were obtained using
trypan blue exclusion assay at micromolar range (Figure 1B). These results suggest that
depending on the concentration and period of exposure to 3-BrPA, this compound may
act on different intracellular targets with distinct affinities and reactivity.

Low concentration of 3-BrPA decreases lactate production by HepG2 cells either
GM or GFM media

Glucose availability is an important factor controlling energy production for cancer cell
survival. It has been proposed that 3-BrPA inhibits glycolytic flux and that this
inhibition is associated with a decrease in cell viability [15, 18]. To check whether this
is the case for HepG2 cells, lactate production was followed in cells incubated with 150
puM 3-BrPA for up to 60 minutes (Figure 2), a condition that cause a 25% decrease in
cell viability (Figure 1, open circle).

In order to also evaluate the contribution of the utilization of endogenous
substrates, such as glycogen (bypassing HK reaction), on lactate production, cells were
incubated with glucose (GM-cells) or glucose-free (GFM-cells) medium. The addition
of antimycin A, an inhibitor of oxidative phosphorylation, forces cells to rely only on
glycolysis for ATP production. In this situation, it is expected that lactate formation be
stimulated, mimicking the Pasteur Effect [34, 35]. Indeed, addition of antimycin A to
HepG2 cells incubated with standard GM caused a 3-fold increase (p<0.05) in lactate
production (Figure 2A, open circles), indicating that cells were already near maximum
glycolytic capacity. On the other hand, treatment of GM-cells with 3-BrPA led to a 3-
fold decrease (p<0.05) in lactate production. An intriguing finding was that no net
increase in lactate production was observed when antimycin A was added to 3-BrPA
treated GM-cells (Figure 2A, closed circles). As expected, GFM-cells presented a 16-
fold decrease (p<0.05) in the rate of lactate formation compared to GM-cells (Figure 2A
and B, open and closed triangles). Figure 2B shows a magnification of the effect of
antimycin A presented in Figure 2A on lactate production by GFM-cells. In contrast to
GM-cells, antimycin A induced an 8.5-fold increase (p<0.05) in the rate of lactate
production when glucose is withdrawn from the medium (Figure 2B, open triangles).
An interesting finding was that 3-BrPA significantly inhibited lactate formation by



about 1.5-fold (Figure 2B, closed triangles) and addition of antimycin A caused no
increase in this parameter.

Low concentrations of 3-BrPA does not inhibit mt-HK activity but decreases
mitochondrial oxygen consumption of HepG2 cells
In order to evaluate whether mt-HK II inhibition could be responsible for the observed
effects of 3-BrPA on glycolysis of HepG2 cells, we tested its direct effect on HK
activity measured radiometrically. Surprisingly, only a 20% decrease in mt-HK activity
was observed when cells were incubated for 20 minutes with 3-BrPA at concentrations
as high as SmM (p<0.05) (Figure 3A, open circles). To check whether the inhibition of
mt-HK activity by 3-BrPA was dependent on the time of incubation, we followed G6P
production for up to 60 minutes (Figure 3B). When 150 uM 3-BrPA was used, the time
course of reaction was not altered. On the other hand, a 30% inhibition (3.01+0.3 to
2.140.1pmol G6P x mg ptn™) of mt-HK activity was observed with 5 mM of the
compound (p<0.05).

3-BrPA is an alkylating agent acting on SH or/and OH groups of many enzymes
[8-14]. Therefore, differences on the reactivity of enzymes from different tissues would
be expected. For that reason, we tested the inhibition pattern of different HK isoforms
by 3-BrPA (mt-HK I and GK). It becomes apparent that GK presented higher sensitivity
for 3-BrPA than mt-HK I or II (Figure 3A, closed circles). The half-maximum
inhibition of GK for 3-BrPA was obtained between 300 to 400uM, while for the two
other HK isoforms, 5 mM 3-BrPA caused only a small inhibition (20%) (p<0.05). These
results indicate that mt-HK II from HepG2 cells can not be inhibited by 3-BrPA at the
conditions that promoted inhibition of the glycolytic flux.

Although it has been suggested that mitochondrial respiration is affected by 3-
BrPA [15], there is no available data in the literature about the mechanisms involved in
this process. Direct effects of 3-BrPA on mitochondrial respiration of HepG2 cells were
evaluated after cell permeabilization and 3-BrPA titration. Figures 3C and D show that
when respiration was supported by succinate, oxygen consumption of digitonin-
permeabilized HepG2 cells was strongly inhibited by 3-BrPA addition. When 400 uM
of the compound was added, state 3 respiration (ADP stimulated respiration coupled to
ATP-synthesis) was completely inhibited (Figure 3C and D). The ICs, value for 3-BrPA
inhibition was 150 uM (Figure 3D). The inhibition of oxygen consumption by 3-BrPA
probably is due to a blockage of electron transport in ETS, since addition of a proton
ionophore (FCCP), that would fully stimulate respiration if the inhibition was at the
level of ADP<>ATP re-cycling system (ANT/FoF1-ATP synthase), was not able to
increase oxygen consumption (Figure 3C). No effect of the same 3-BrPA concentration
was observed in the azide sensitive ATPase activity (data not shown).

Pre-incubation with 3-BrPA affects mitochondrial respiratory parameters of intact
and permeabilized HepG2 cells

In addition to the direct effects of 3-BrPA, the respiratory parameters of HepG2 cells
were also assessed after pre-incubation with this compound (Figures 4, 5 and 6). As for
lactate production, cells were incubated with glucose (GM-cells) or glucose-free (GFM-
cells) media to analyze possible differences in the effects of 3-BrPA when glycolysis
and oxidative phosphorylation were differentially stimulated. Figure 4A shows that
GFM-cells pre-incubated with 150 uM 3-BrPA for 30 minutes present a 50% decrease
in basal (3.1£0.19 to 1.6+0.13 nmol O,/ min x 10° cells) and FCCP-stimulated
maximum respiration (3.5£0.22 to 1.9+0.3 nmol O,/ min x 10° cells) (p<0.01).
Additionally, no difference was observed in the respiratory rate not coupled to ATP



synthesis, the proton leak (oligomycin-independent respiration) (Figure 4A). A different
situation was observed in GM-cells (Figure 4B), where 3-BrPA caused only a 20%
inhibition of basal respiration (2.1+0.12 to 1.6+0.1 nmol O,/ min x 10° cells) (»<0.05)
and no difference was detected on FCCP-stimulated maximum respiration. Curiously,
despite the apparent small effect of 3-BrPA treatment in GM-cells basal respiration,
oligomycin-independent respiration was almost twice higher than that measured on
control cells (0.6+0.1 to 1.1+ 0.1 nmol O,/ min x 10° cells) (p<0.05) (Figure 4B). These
results indicate that depending on the carbon source utilized, 3-BrPA has distinct effects
on energy metabolism of HepG2 cells.

To analyze in more detail the effects of 3-BrPA on mitochondrial function and
ETS complexes activities, oxygen consumption was measured on digitonin-
permeabilized cells using high-resolution respirometry (Figures 5 and 6). Following
incubation with 150 uM 3-BrPA for 30 minutes, GFM-cells presented a significant
decrease in complex I (7.8+1.4 to 3.8+0.6 pmol O,/ sec x 10° cells) and succinate-driven
respiration (54+9.3 to 29.6+3.5 pmol O,/ sec x 10° cells) (p<0.05) (Figures 5B and 6A).
Total electron transport capacity after FCCP titrations was significantly decreased
(84.6+8.3 to 44.4+9 pmol O,/ sec x 10° cells) (p<0.05) (Figures 5B and 6A), while
oxygen flow related to proton leak was not significantly altered (Figures 5B and 6A), as
observed with intact cells (Figure 4A). Different effects of 3-BrPA treatment on
respiratory parameters were observed in GM-cells when compared to GFM-cells
(Figures 5D and 6B). 3-BrPA was able to significantly decrease only the oxygen flow
induced by succinate (35.745.7 to 15+4.4 pmol O,/ sec x 10° cells) (p<0.05). In similar
manner to the respiratory flow observed for intact GM-cells (Figure 4), 3-BrPA did not
affect maximum respiration flow induced by FCCP and promoted a 3-fold increase in
proton leak respiration of permeabilized cells (4.4+0.95 to 14.2+4.2 pmol O,/ sec x 10°
cells) (»<0.05) (Figures 5D and 6B). Moreover, the respiratory control induced by ADP
was delayed after 3-BrPA treatment in GFM-cells either with pyruvate/malate or
succinate as respiratory substrates (Figure 5B). However, in GM-cells, 3-BrPA
treatment did not change the response to ADP when pyruvate/malate was used to induce
respiration, but the respiratory control induced by ADP was slowed when succinate was
the respiratory substrate (Figure 5D).

3-BrPA titration and threshold curves of succinate dehydrogenase activity in
HepG2 cells mitochondria

The group of results presented in Figures 5 and 6 points to a preferential inhibition of
mitochondrial respiratory complex II succinate dehydrogenase (SDH) activity after 3-
BrPA treatment in both GM and GFM-cells. To check this hypothesis, we measured the
direct effect of 3Br-PA on the activity of SDH of HepG2 mitochondrial fraction (Figure
7A). Accordingly, the data confirmed that SDH from HepG2 cells was inhibited by 3-
BrPA, presenting an ICs value between 10 to 20 uM.

SDH inhibition profile may not be strictly correlated with oxidative
phosphorylation inhibition and, in fact, may vary among different cell types [36]. This
phenomenon of biochemical threshold can be demonstrated by threshold curves, which
may indicate either a deficiency or an “excess of enzyme activity” or a “buffering effect
by the metabolic network” of a given complex of oxidative phosphorylation response.
Figure 7B shows a threshold curve between the rates of oxygen consumption as a
function of the degree of SDH inhibition attained by 3-BrPA titration. It becomes
apparent that at the level of 50% inhibition of SDH activity, no significant inhibition of
HepG2 mitochondrial respiration was observed. However, above this degree of SDH
inhibition, a large drop in the respiratory rate was detected. More important, at 150 uM



3-BrPA, which corresponds to 70 % inhibition of SDH activity, respiration was
inhibited in 60% (Figure 7B).

DISCUSSION

HCC is an important health problem, being one of the most common fatal cancers
worldwide [37]. The search for an efficient therapy led to the proposal of a new
approach which consists in the direct intra-arterial administration of 3-BrPA to the liver.
The treatment with 3-BrPA eradicates HCC without affecting healthy surrounding
tissues of the host [17, 18]. The beneficial properties of this agent rely on its capacity to
inhibit cellular energy machinery systems, i.e., glycolysis and oxidative phosphorylation
[15]. However, the understanding of the specific metabolic steps and mechanisms of 3-
BrPA action in human HCC cell lines, particularly its effects on mitochondria
bioenergetics, are very limited. In the present study, we could establish the time course
of 3-BrPA effects on HepG2 cells viability, which indicated that depending on the
concentration, period of incubation and the substrates oxidized by the cells, 3-BrPA
affects different metabolic pathways.

Cancer cells are believed to present an accelerated glycolysis, even in the
presence of sufficient amounts of oxygen [1-3]. HepG2 cells follow this pattern,
because only 3-fold stimulation on lactate production was observed when oxidative
phosphorylation was inhibited through antimycin A addition (Figure 2A, open circles),
while in non-transformed cell lines, the stimulatory effect on lactate production by
antimycin A may be as high as 10-fold [34, 35]. In the presence of 3-BrPA, the amount
of lactate produced is significantly decreased, indicating an inhibitory effect on
glycolysis (Figure 2A, closed circles). The 70% inhibition of glycolysis cannot be
explained by mt-HK inhibition (Figures 2A, 3A and 3B). Other candidates target
enzymes for 3-BrPA action could be glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase and 3-
phosphoglycerate kinase, which, in a previous study, were immediately inhibited by 3-
BrPA in a competitive manner [38]. On the other hand, since no stimulation of
glycolysis is observed following the addition of antimycin A, which indicates that the
rate of lactate production is on its maximum flux, 3-BrPA is also affecting
mitochondrial function. Indeed, the effect of 3-BrPA on mitochondrial function is more
clearly observed when lactate production was measured in GFM-cells (Figure 2B). In
this situation, the carbon sources for lactate synthesis are glycogen and mainly
glutamine oxidation, as already demonstrated [39, 40]. Since replacement of glucose by
glutamine induces a maximum stimulation of oxidative phosphorylation, the observed
decrease in lactate formation due to 3-BrPA treatment indicates a decrease in
glutaminolysis and, ultimately, a decreased mitochondrial oxidative capacity. In
addition, one can hypothesize that inhibition of glutamate dehydrogenase [41],
succinate dehydrogenase [8, 11] and malic enzyme [9, 13], all of them involved on
lactate production from glutamine by 3-BrPA, could also be contributing to the
inhibitory effects shown in Figure 2B.

Indeed, the results presented on Figures 3C to 7 show, in more detail, the effects
of 3-BrPA on mitochondrial respiratory parameters. Pre-incubation with 3-BrPA causes
a significant decrease in the rate of oxygen consumption either in intact (Figure 4) or
permeabilized (Figures 5 and 6) HepG2 cells, indicating that it may be reacting
irreversibly to SH groups of ETS in cell cultured conditions, in accordance to previous
in vitro assays shown for both SDH and pyruvate dehydrogenase (PDH) [8, 11, 14].



10

Curiously, the degree of inhibition of respiration by 3-BrPA depends on the
carbon source supplied to cells (Figures 4-6). Glucose and glutamine are rapidly
consumed during proliferation of tumors. The utilization of these substrates are engaged
to maintain a high [ATP]/[ADP] and [NAD(P)H]/[NAD(P)'] ratios. In our experiments
in GFM-cells, a condition in which we observed significant alterations in mitochondria
bioenergetics, an increase in expression of oxidative phosphorylation proteins is not
expected to occur because 30 to 60 minutes is a short period for mitochondrial oxidative
adaptation [42]. Therefore, the inhibition of ETS by 3-BrPA at the levels of complex-I
linked substrates (pyruvate/malate) (Figures 5 and 6) may be the result of a decreased
ratio of [NADH]/[NAD'] and [NADPH]/[NADP"] due to the lack of sufficient amounts
of glucose. This could facilitate the alkylation of critical SH groups at the level of PDH
and/or complex I, because GM favors the formation of enzymes free of substrates and
thus more reactive to 3-BrPA [14]. In fact, the inclusion of reducing agents or the
addition of substrates to mitochondrial dehydrogenase preparations protects these
enzymes from inactivation by 3-BrPA [10, 11, 14]. This seems not be the case when
glucose is present (GM-cells), due to, in part, the operation of glycolysis and pentose
phosphate pathway, maintaining an adequate redox state. Thus, with glucose and
glutamine, the inhibition of complex-I linked substrates (pyruvate/malate) was not
apparent (Figure 6B). Despite the distinct effects on complex-I respiratory activity, it is
important to emphasize that, in both conditions, complex II-driven respiration, i.e. SDH
activity, was significantly reduced (Figure 6A and B), in agreement with the direct
effects of 3-BrPA on SDH activity shown in Figure 7.

An interesting finding was that the proton leak was increased in the GM-cells
(Figures 4 and 6). This proton leak may reflect the permeability transition pore formed
in mitochondrial membrane, as observed in apoptosis or necrosis [43-46]. One possible
explanation is that the inhibition of glycolysis in a different step than mt-HK reaction
would increase GO6P levels, leading to mt-HK dissociation from mitochondrial
membrane favoring the binding of pro-apoptotic proteins to VDAC. It was recently
demonstrated that 3-BrPA promotes the dissociation of mt-HK from VDAC derived
from HCC Huh-BAT and MH134 cells [22]. Therefore, we may hypothesize that in
GFM-cells, since 3-BrPA does not induce an increase in the respiration associated with
proton leak, G6P levels are maintained at a low level and mt-HK dissociation does not
occur (Figures 4 to 6). Additionally, we can not exclude the possibility that a reaction of
3-BrPA with crucial cysteines (e.g. Cys 56) located at the ANT may lead to the
formation of permeability transition pore [47, 48].

Analyzing 3-BrPA effects on other HK isoforms, our results showed that GK,
the major isoform on normal liver, was much more sensitive to 3-BrPA inhibition
(Figure 3A) when compared to the mitochondrial isoforms. GK is characterized by a
high susceptibility to sulfhydryl group oxidation [49] and a strong sensitivity toward
sulthydryl group reactive reagents [50-54]. Sulthydryl group of the cysteine residues
have been shown to modulate enzyme activity [55]. Alignments of HK sequences
indicate that GK is much more closely related to the mt-HK II than to the yeast HK [56-
58]. Thus, it would be expected that mt-HK II would react theirs SH groups with 3-
BrPA causing its inhibition similarly to that observed with GK. However, the selective
inhibition of GK cannot solely be attributed to the larger number of cysteine residues.
This fact becomes evident from the spatial location of cysteine residues in the
catalytically active C-terminal portion of low-Ky HK types I and II [59-61], which
exhibits a density comparable to that of the GK [62]. In contrast to GK, low-Ky HKs
show a nearly hundred-fold lower sensitivity toward inhibition of enzyme activity by
SH group reagents such as alloxan [50, 53, 63]. The data in Figure 3A show a lower
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inhibition of HepG2 mt-HK II when compared to mice liver GK by 3-BrPA treatment.
Thus it may be concluded that 3-BrPA acts like a SH group reagent following a very
similar pattern to those SH group reagents describe previously for GK and low-Ky; HKs
[55]. Previous data have shown that 3-BrPA inhibits almost completely mt-HK II from
HCC [15]. The apparent contrasting results showed in Figure 3 and those described
previously [15] may be explained, in part, by the protocol used to assay mt-HK
activities in the present study, which started the reactions by the addition of enzyme in a
medium containing ATP, glucose and 3-BrPA. In the previous study, 5 mM 3-BrPA
was added to the mt-HK preparation before the addition of glucose [15]. In fact, it had
been shown that cysteines residues of the catalytic site of GK and mt-HK II are much
less sensitive to SH reagents while in contact with its substrates [55].

In conclusion, it seems that 3-BrPA may acts on several cellular enzymes and,
based on the threshold inhibition curve (Figure 7B) we propose that SDH is an
important target since glutamine and glucose metabolism is crucial to tumor energy
metabolism. Therefore, the effects of 3-BrPA on mitochondria may be responsible for
the decrease in viability and death of HCC cells. We believe that this information will
help to design new analogues or compounds that will be more specific to cancer cells
and thus minimizing the harmful side effects and the burden of HCC.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 Time-course of 3-BrPA effects on HepG2 cells viability

Cells in culture were incubated with different concentrations of 3-BrPA (50 uM to 5000
uM) for (@) 30, (©) 60, (m) 90 and (A) 180 min. Following incubation procedure,
viability was acessed by MTT assay (A) or trypan blue exclusion assay (B) as described
in Materials and methods. Values represents mean + SEM; n = 5.

Figure 2 Lactate production by HepG2 cells in the presence of 3-BrPA

(A) HepG2 cells in culture were incubated in the absence (open symbols) or in the
presence of 150 uM 3-BrPA (closed symbols) in glucose medium (GM-cells) (circles)
or in glucose-free medium (GFM-cells) (triangles) for up to 60 minutes as described in
Material and methods. At 30 minutes of incubation (arrows) 2pug/ml antimycin A (Ant
A) was added to the culture. Medium samples were removed at the times indicated and
subjected for lactate determination. (B) Data obtained in the absence of glucose
presented in (A), showing a magnification of antimycin A effect on lactate production.
Values represents mean = SEM; n = 4.

Figure 3 Effects of 3-BrPA on mt-HK II activity and mitochondrial oxygen
consumption of HepG2 permeabilized cells

(A) Activities of mt-HK type I from mouse brain (A), type II from HepG2 cells (0) and
GK from mouse liver (®) were measured in the presence of different concentrations of
3-BrPA (0.01 to 5 mM) as described in Material and methods. (B) Time-course of mt-
HK 1II activity in the absence (0), 150 uM (A) or 5 mM (e) of 3-BrPA. (C)
Representative record of mitochondrial oxygen consumption of HepG2 permeabilized
cells under different regimes. Cells were added to a standard respiration buffer and
permeabilized by the addition of 0.005% (w/v) digitonin as described in Material and
methods. When indicated by arrows the following substrates/modulators were added: 10
mM Succinate, 200 uM ADP, 3-BrPA to obtain the final concentration as indicated and
1 uM FCCP. (D) Rates of oxygen consumption in the presence of different
concentrations of 3-BrPA. Values represent mean = SEM; n = 4.

Figure 4 Effect of pre-incubation with 3-BrPA on oxygen consumption of
intact HepG2 cells

Cells in culture were pre-incubated with 150 pM of 3-BrPA for 30 minutes in absence
(GFM-cells) (A) or presence (GM-cells) (B) of glucose as described in Materials and
methods. Oxygen consumption was measured on same culture medium used on
incubation step without FBS. Bars represents the rates of oxygen consumption under
different regimes (Basal respiration, BASAL; FCCP induced maximum respiration,
1uM FCCP; and oligomycin-independent respiration, 1 ug/mL OLIGO). Grey bars,
control cells. Black bars, cells pre-incubated with 3-BrPA. Values represents mean =+
SEM; n = 5. ** or * means significantly different from control cells (p<0.01 or p<0.05
respectively).

Figure 5 Representatives records of oxygen concentration (A and C) or
oxygen flow (B and D) of permeabilized HepG2 cells pre-incubated with 3-BrPA

Cells in culture were pre-incubated with 150 uM of 3-BrPA for 30 minutes in absence
(GFM-cells) (A, B) or presence (GM-cells) (C, D) of glucose as described in Materials
and methods. Oxygen consumption was measured using high-resolution respirometry
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on standard respiration buffer after addition of cells and 0.005% (w/v) digitonin. When
indicated by arrows the following substances were added: 10 mM pyruvate + malate, 50
uM ADP, 1 puM rotenone, 10 mM succinate, 1 pg/ml oligomycin and FCCP as
indicated.

Figure 6 Rates of oxygen consumption of permeabilized HepG2 cells pre-
incubated with 3-BrPA

Cells in culture were pre-incubated with 150 uM of 3-BrPA for 30 minutes in the
absence (GFM-cells) (A) or presence (GM-cells) (B) of glucose as described in
Materials and methods. Oxygen consumption was measured using high-resolution
respirometry on standard respiration buffer after addition of cells and 0.005% (w/v)
digitonin. The following substrates and/or modulators concentrations were added: 10
mM pyruvate + malate (Pyr/Mal), 50 uM ADP, 1 uM rotenone, 10 mM succinate
(Succ), 1 pg/ml oligomycin (Oligo) and 1 pM FCCP. St4(CI) and St4(CII) means state
4 obtained when complex I (Pyr/Mal) or complex II (Succ) were stimulated,
respectively. Grey bars, control cells. Black bars, cells pre-incubated with 3-BrPA.
Values represents mean + SEM; n = 5. * means significantly different from control cells
(p<0.05).

Figure 7 Titration and threshold curves of SDH activity in HepG2
mitochondria

(A) 3-BrPA titration curve: SDH activity was measured by a spectrophotometric
method using DCPIP as an artificial electron acceptor as described in Material and
methods. The reaction was started with the addition of HepG2 mitochondrial fraction
(0.01mg/ml) in the absence or 2.5 to 300 uM of 3-BrPA. Values are expressed as
percentage of control activity. Control activity: 9,1+1,1 nmol DCPIP x min” x mg ptn”.
(B) Threshold curves, percentage of respiratory rate as a function of percentage of SDH
inhibition by 3-BrPA. Each point comes from the experimental titration curves and
represents the percentage of the respiratory rate as a function of the percentage of the
SDH activity for the same 3-BrPA concentration.
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Abstract

Dengue virus infection affects millions of people all over the world. Although the clinical manifestations of dengue virus-induced diseases are
known, the physiopathological mechanisms involved in deteriorating cellular function are not yet understood. In this study we evaluated for the
first time the associations between dengue virus-induced cell death and mitochondrial function in HepG2, a human hepatoma cell line. Dengue
virus infection promoted changes in mitochondrial bioenergetics, such as an increase in cellular respiration and a decrease in A ¥,. These
alterations culminated in a 20% decrease in ATP content and a 15% decrease in the energy charge of virus-infected cells. Additionally, virus-
infected cells showed several ultrastructural alterations, including mitochondria swelling and other morphological changes typical of the apoptotic
process. The alterations in mitochondrial physiology and energy homeostasis preceded cell death. These results indicate that HepG2 cells infected
with dengue virus are under metabolic stress and that mitochondrial dysfunction and alterations in cellular ATP balance may be related to the

pathogenesis of dengue virus infection.
© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Dengue virus infection; Mitochondrial dysfunction; Metabolism; Energy charge; Apoptosis; HepG2 cell

1. Introduction

Dengue virus (DV) infection affects 50—100 million people
and it is considered the major human arbovirosis [1-3]. Dengue
Hemorrhagic Fever (DHF) and Dengue Shock Syndrome
(DSS), the more severe manifestations of DV infection, hos-
pitalize and kill several hundred thousand people annually and
represent a serious public health, economic and social problem,
especially in tropical areas of the globe [1,2,4]. Although the
clinical manifestations of DHF/DSS have already been
described, the pathophysiology of this disease is still not com-
pletely understood, and the molecular mechanisms involved in
organ and cellular dysfunction are not yet clear [2—4].
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Bioquimica Médica, Universidade Federal do Rio de Janeiro Av. Bauhinia no.
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Several lines of evidence support the idea that liver dys-
function is a characteristic of severe dengue infection. Analyses
of liver autopsies from individuals with DHF revealed extensive
areas of tissue damage, with foci of necrosis, steatosis and
apoptosis, characterized by the presence of apoptotic bodies
[5,6]. Viral antigens were detected near the lesioned areas,
suggesting an association between virus replication and hepatic
damage [6]. Additionally, it has been reported that cytokines
production is implicated in liver dysfunction [2,7].

Tissue injury is responsible for many of the clinical mani-
festations observed in DHF/DSS [5,6], although metabolic
disturbances may also be involved [8,9]. In accordance with
these hypotheses, it has been shown that DV infection induces
apoptosis in different cell types in culture [10]. Some studies
have demonstrated the involvement of anti- and pro-apoptotic
proteins of the Bcl-2 family [9—-11] and the participation of
reactive oxygen species [12], suggesting that altered perme-
ability of mitochondrial membranes is involved in the process
of cell death following DV infection.
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For a series of viruses, including flaviviruses, the association
between virus-induced cell death and the integrity of mito-
chondrial membranes has been extensively studied [13-16].
Viral proteins that interact with mitochondria are able to
modulate the permeability of mitochondrial membranes and the
liberation of components from the inter-membrane space to
cytoplasm and regulate the process of apoptosis [13—15]. In the
case of pro-apoptotic viruses, the hallmark of cell damage is an
abrupt decrease in mitochondrial membrane electrochemical
potential (A ¥,,) [16].

Although it is well known that altered permeability states can
compromise mitochondrial physiology, ATP synthesis and
consequently cell function, the study of mitochondrial bioen-
ergetic dysfunction during virus infection has not been
characterized in detail. In the case of DV, the possibility that
mitochondrial bioenergetics and cellular energy state are
associated with the deterioration of cell function during the
course of infection has never been addressed.

In the present work it is demonstrated for the first time that
DV infection of a human hepatoma cell line (HepG2) leads to
alterations in the bioenergetic function of mitochondria, in-
dicated by a decrease in A ¥,,,, altered respiratory properties and
mitochondrial morphology. These events compromise cellular
energy homeostasis and may be related to the pathophysiology
of DV infection.

2. Materials and methods

2.1. Cell culture and virus propagation

HepG2 cells were acquired from American Type Cell Collection (USA).
HepG2 is a differentiated human hepatocellular carcinoma cell line, which
preserves many of the morphological and functional characteristics of
hepatocytes [17-19], thus representing an interesting model for the study of
liver bioenergetics during DV infection.

Cells were cultured on appropriate medium (Minimum Essential Medium
with 5 mM glucose) supplemented with 10% fetal bovine serum (Invitrogen
Corporation, USA), 100 U/mL penicillin, 100 g/mL streptomycin, 0.22% so-
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dium bicarbonate and 0.2% HEPES, pH 7.4 in a CO, humid incubation chamber
at 37 °C. For fluorescence analyses, cells were grown on glass coverslips on a 24
well plate. For all other assays, cells were grown on plastic Petri dishes. In each
assay, cells were seeded at a density of 10° cell per mL. After 2 days, cells were
either mock-infected or infected with DV serotype 2 Asiatic strain 16681 (m.o.i.
of 1 plaque forming units per cell). Assays were performed 48 h after infection,
since peak of DV replication in HepG2 cells occurs during this period (data not
shown). For preparations of virus stocks, DV serotype 2 Asiatic strain was
propagated in C6/36 A. albopictus cells.

2.2. Oxygen consumption

Oxygen consumption was measured in an oximeter (Yellow Springs
Instruments Co., USA or Hansatech, UK) using a Clark type electrode, in a
1.0 mL water jacket maintained under constant stirring, at 37 °C. Intact and
permeabilized HepG2 cells were used for analyses of respiratory properties of
mitochondria.

For measurements of oxygen consumption of intact cells, approximately
5x10° cells were suspended in culture medium (MEM) without fetal bovine
serum, as described elsewhere [20]. After recording basal respiration, 3 pg/mL
oligomycin was added to record oligomycin-independent oxygen consumption.
Oxygen consumption in the presence of oligomycin represents the sum of proton
leak through the inner mitochondrial membrane plus any non-mitochondrial
oxygen consumption. The block of respiration observed after the addition of
antimycin A reveals that the non-mitochondrial oxygen consumption in HepG2
cells is negligible (Fig. la). Maximum respiration was achieved by adding
FCCP 200 nM. Optimum FCCP concentration was determined after FCCP
titration (40—500 nM, data not shown).

For respiratory complexes activities, respiratory control ratio (RCR) and
ADP/O ratio calculations, permeabilized HepG2 cells were used. In this case,
cells were suspended in respiration medium containing 0.25 M mannitol, 0.1%
bovine serum albumin, 10 mM MgCl,, 10 mM HEPES, 10 mM KH,PO,, pH 7.2,
as described elsewhere [21]. Immediately after the addition of cells (approxi-
mately 5 x 10° cells), digitonin (0.005%, w/v) was added, followed by respiratory
modulators and substrates. Complex I maximum activity was determined after
the addition of 5 mM pyruvate, 5 mM malate and 5 mM glutamate and 1 mM
ADP. For RCR analyses, 1 uM rotenone and 12 mM succinate were added. After
recording state 4 respiration, 0.1 mM ADP was added to induce state 3
respiration. Due to the presence of endogenous substrates on cell preparation,
RCR, in each case, was calculated after the second addition of ADP. Following
the first addition of ADP, endogenous adenylates are converted to ATP, an
activator of succinate dehydrogenase [22,23] and respiratory control was clearly
measured following the second addition of ADP. ADP/O ratios were calculated
after each addition of ADP.
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Fig. 1. Dengue virus infection increases oxygen consumption and alters respiratory properties of intact HepG2 cells. Cells were either mock-infected (black trace and
bar) or DV-infected (gray trace and bar) and oxygen consumption was measured on culture medium without fetal bovine serum. (a) Typical record of oxygen
consumption in intact cells. (b) Basal respiration. (c) Oligomycin-independent respiration. Values correspond to the average of 5 independent experiments.

*Significantly different from mock-infected cells (Paired -test; P<0.05).
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Fig. 2. Dengue virus infection increases oxygen consumption and alters respiratory properties of permeabilized HepG2 cells. Cells were either mock-infected (black trace
and bar) or DV-infected (gray trace and bar) and oxygen consumption was measured on respiration medium. (a) Typical record of oxygen consumption in permeabilized
cells following the addition of 5 mM pyruvate+5 mM malate+5 mM glutamate, | mM ADP, 1 pg/mL oligomycin and 200 nM FCCP. (b) Basal respiration. (c) Oligomycin-
independent respiration. Values correspond to the average of 6 independent experiments. *Significantly different from mock-infected cells (Paired #test; P<0.05).

2.3. Mitochondrial membrane potential (4'F,,)

JC-1 dye (5,5',6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3'-tetraethylbenzimidazolyl-carbocya-
nine iodide; Molecular Probes) was used to measure changes in A ¥, following
DV infection. JC-1 has the property to selectively enter into mitochondria and
according to the magnitude of A ¥,,, its oligomeric state changes reversibly and
so does its fluorescence properties. The ratio red:green fluorescence intensity of
JC-1 gives an index of the A ¥,,, where the higher the ratio, the higher the A ¥,
[24]. Cells were incubated with 5 pg/mL JC-1 at 37 °C for 1 h. Microscopic
analyses of fluorescent images were performed using an epifluorescence
microscope (Olympus BX40, Tokyo, Japan) equipped with appropriate filters
and using 40% oil-immersion objectives (Ex 485 nm; Em JC-1 Red 546, Em JC-1
Green 532 nm).

2.4. HPLC of cellular nucleotides

HepG2 nucleotides were analyzed by reverse-phase ion-pair high-perfor-
mance liquid chromatography (HPLC) in a LC-10AS chromatograph with a
high-pressure phase mixer and a UV-visible detector (SPD-10A; Shimadzu,
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Japan) operated at 254 nm as described in [25]. Briefly, cells were disrupted with
liquid N, and cellular proteins were precipitated with cold trichloroacetic acid
(6%, w/v). Before injection, samples were neutralized with 2.5 M K,COs;.
Samples and standards were eluted from the column (Hypersil ODS, Supelco
Co.) with a linear solvent gradient between phase A (10 mM tetrabutylammo-
nium, 10 mM KH,PO,, 0.25% methanol) and phase B (5.6 mM tetrabuty-
lammonium, 50 mM KH,POy,, 30% methanol). Identities of AMP, ADP, and
ATP peaks were confirmed by spiking of samples with nucleotides standards.
Nucleotides were quantified by external calibration of peak areas of standards.

Energy charge (EC) was calculated according to the following equation, as
described in reference [26]:

EC = [(ATP) + 0.5 x (ADP)]/[(AMP) + (ADP) + (ATP)] (1)
2.5. Transmission electron microscopy

HepG2 cells were fixed in 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M cacodylate buffer,
pH 7.2. Cells were post-fixed on 1% OsO, in cacodylate buffer plus 5 mM
CaCl, and 0.8% potassium ferricyanide, dehydrated in acetone series and
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Fig. 3. Dengue virus infection increases oxygen consumption and decreases RCR and ADP/O ratio of permeabilized HepG2 cells. Cells were either mock-infected
(black trace and bar) or DV-infected (gray trace and bar) and oxygen consumption was measured on respiration medium. (a) Typical record of oxygen consumption in
permeabilized cells following the addition of 12 mM succinate and 0.1 mM ADP. (b) Respiratory control ratio (state 3/state 4 oxygen consumption rate). (c) ADP/O
ratio. Values correspond to the average of 5 independent experiments. *Significantly different from mock-infected cells (#-test; P<0.05).
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infiltrated in Epon. Polymerization was carried out for 72 h. Thin sections were
collected on copper grids, stained with uranyl acetate and lead citrate, and
examined in a JEOL 1210 transmission electron microscope.

2.6. Statistical analysis

Statistical analyses were performed using Statgraphics version 4.0 (Sta-
tistical Graphics Corporation/Plus Ware). Results are presented as means (£SE).
Paired and unpaired Student’s #-tests were used for comparison of mock-
infected (control) and DV-infected cells. Two-tailed P values<0.05 were consi-
dered statistically significant.

3. Results

3.1. DV infection induces alterations in mitochondrial
respiratory properties in HepG2 cells

The effects of DV infection on the respiratory properties of
mitochondria were investigated in intact and permeabilized
HepG2 cells. In order to study the effects of DV infection on
cellular respiration under physiological conditions, intact HepG2
cells were used. Fig. la shows a typical record of oxygen
consumption in intact HepG2 cells where it can be seen that both
basal and oligomycin-independent respiration are increased in
DV-infected cells. Basal respiration significantly increased from
3.62 nmol 02/106 cellxmin~! in mock-infected cells to
4.02 nmol 0,/10° cellxmin™' in DV-infected cells (Fig. 1b;
P<0.05). Additionally, oligomycin-independent respiration in-
creased from 0.83 nmol O,/10° cell xmin ™! to 1.09 nmol 0,/10°
cellxmin~" in infected HepG2 cells (Fig. l¢c; P<0.05). FCCP
addition to either mock-infected and infected cells stimulated
maximum respiration in a similar way (Fig. 1a), suggesting that
DV infection did not cause any alteration in the electron chain
capacity of HepG2 cells.

Figs. 2a and 3a show typical records of oxygen consumption
in mock-infected and DV-infected permeabilized cells using,
respectively, NADH-linked or succinate as respiratory sub-

strates. In agreement with the results obtained from intact cell,
both basal and oligomycin-independent respiration were also
increased in permeabilized cells (Fig. 2a). Basal respiration
increased from 0.60 nmol 0,/10° cell xmin~ ' in mock-infected
cells to 0.72 nmol O,/10° cellxmin~" in DV-infected cells
(Fig. 2b; P<0.05), representing a 20% increase. There was no
difference between Complex I respiration from mock-infected
and infected HepG2 cells where oxygen consumption was,
respectively, 1.54 and 1.61 nmol O,/10° cell xmin~ ' (Fig. 2a).
Uncoupled or oligomycin-independent respiration raised from
0.22 nmol 0,/10° cell xmin~ ! to 0.37 nmol 0,/10° cell xmin ™!
in infected HepG2 (Fig. 2¢; P<0.05), indicating that even in
permeabilized HepG2 cells, DV infection induces changes in
the respiratory properties of mitochondria by altering mito-
chondrial membrane permeability. In agreement with the results
from intact cells, following FCCP addition maximum respira-
tion did not differ between mock-infected and infected cells
(Fig. 2a).

Since complex I-driven respiration was better accessed under
maximum conditions (using 1 mM ADP), ADP/O ratio was
determined feeding Complex II. Fig. 3a shows that after the
addition of succinate, a substrate of Complex II, the rate of
oxygen consumption, in both cases, rose significantly. It is well
established that when cells are maintained in an appropriated
medium containing reducing substrates that can donate hy-
drogen atoms (electrons and protons) to the respiratory electron
chain, mitochondria start to respire at a slow rate due to the
build up of a maximum proton gradient (state 2 or state 4
respiration) [27]. Once ADP and Pi are added, respiration is
increasingly stimulated due to ADP conversion to ATP by F,F;-
ATP-synthase using the proton gradient established across the
inner membrane by the electron transport chain (state 3 res-
piration) and A ¥, is partially reduced. When limiting amounts
of ADP are added to mitochondria, state 3 respiration persists
until all ADP is converted to ATP and, at this point, the proton
gradient is increased again and oxygen consumption is reduced
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Fig. 4. Dengue virus infection promotes a decrease in mitochondrial membrane potential of HepG2 cells. Cells were incubated with 5 pg/mL of the JC-1 dye for 1 h at
37 °C. JC-1 fluorescence in mock-infected (a, b) and in DV-infected cells (c, d) was captured using appropriate filters for red (a, ¢) and green (b, d) emission. (e) Red:
green fluorescence intensity in mock-infected (black bar) and DV-infected cells (gray bar).



1162 T. El-Bacha et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1772 (2007) 1158-1166

(nmoles/106 cells)

nucleotide content
total nucleotide content
(nmoles/10° cells)

AMP  ADP  ATP

0.95
b
-
0.90
(1)
2
©
S
S 085
=
o]
c
[h}
0.80
5 0.75 "
* &
L @ o~ @
&S

Fig. 5. Dengue virus infection affects nucleotide content and energy charge of HepG2 cells. AMP, ADP and ATP contents were measured by reverse-phase ion-pair
HPLC in mock-infected (black) or DV-infected (gray) HepG2 cells. (a) AMP, ADP and ATP contents. (b) Nucleotide pool (AMP+ADP+ ATP). (c) Energy charge
(EC), calculated from the equation EC=[(ATP)+0.5%(ADP)]/[(AMP)+(ADP)+(ATP)]. Values correspond to the average of 6 independent experiments.

*Significantly different from mock-infected cells (#-test; P<0.05).

[27]. Accordingly, Fig. 3a also shows that the rate of oxygen
consumption in state 4 respiration was significantly higher in
DV-infected cells. The calculated state 4 respiration rates were,
respectively, 0.27 and 0.64 nmol 0,/10° cell xmin~ " for mock-
infected and DV-infected HepG2 cells (P<0.05). The rates of
state 3 respiration did not differ significantly between the two
samples being 2.01 for mock-infected and 2.31 nmol O,/10°
cellxmin~ ' for DV-infected cells. These results are in agree-
ment with the calculated rates of oxygen consumption using
NADH-linked substrates (Fig. 2).

The RCR, which is indicative of the state of mitochondrial
permeability, is shown in Fig. 3b. The average RCR was 12.20
in mock-infected cells and 3.98 in virus-infected cells, sug-
gesting that, even in permeabilized HepG2 cells, mitochondria
had lost some of their natural intactness after DV infection.
Fig. 3c shows that the stoichiometry of the oxidative phos-
phorylation, ADP consumed per mol of oxygen atoms reduced
to water (ADP/O ratio), was significantly decreased from 1.81
to 1.49 in DV-infected cells, indicating a decreased efficiency in
ATP synthesis following infection.

The results with permeabilized HepG2 cells are in agree-
ment with those obtained with intact cells. The increase in
oligomycin-independent respiration (Figs. lc and 2c) and in
state 4 respiration (Fig. 3a) along with the decrease in ADP/O
ratio (Fig. 3c) reinforce the idea that DV-infection affects
mitochondrial membrane permeability and thus the efficiency
of ATP synthesis in HepG2 cells.

3.2. DV infection induces a decrease in AY,, in HepG2 cells

In order to better investigate the altered respiratory properties
of HepG2 cells following DV infection, A ¥, was evaluated.
Fig. 4 shows fluorescence analyses of cells loaded with JC-1
dye. The red:green fluorescence intensity was 3-fold lower in
virus-infected cells, suggesting that DV infection promoted a
decrease in A¥,, (Fig. 4e). In addition, both red and green

Fig. 6. Dengue virus infection promotes morphological alterations of mitochondria
in HepG2 cells. (a) Transmission electron microscopy of a mock-infected cell
showing mitochondria with characteristic electron-dense matrix (arrows);
(b) transmission electron microscopy of a DV-infected cell presenting swollen
mitochondria with loss of electron density in the matrix (arrows). Bar=500 nm.
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fluorescence intensities were decreased in virus-infected cells
(Fig. 4c and d), indicating a decreased incorporation of JC-1
into mitochondria and possibly an altered permeability state of
mitochondrial membranes.

3.3. DV infection affects ATP content and energy charge in
HepG?2 cells

Nucleotide content was analyzed to investigate whether the
uncoupling of mitochondria and the decrease in A%, in DV-
infected cells were interfering with ATP balance. The average
amounts of AMP, ADP and ATP in mock-infected and virus-
infected samples were, respectively, 0.3 and 1.7 nmol/10° cells;
2.6 and 5.0 nmol/10° cells; 18.7 and 15.5 nmol/10° cells
(Fig. 5a). These differences corresponded to a 5-fold and a 2-
fold increase in AMP and ADP levels, respectively, and a 20%
decrease in ATP levels in virus-infected cells. All differences
shown are significant (P<0.05).

The cellular adenylate pool composed of ATP, ADP and
AMP includes the majority of the available chemical energy in
cellular metabolism [26]. From the results shown in Fig. 4a, the
total nucleotide pool was 22.5 nmol nucleotide/10° cells for
mock-infected cells and 22.1 nmol nucleotide/10° cells for
virus-infected cells (Fig. 5b). These results show that infection
did not alter the total amount of nucleotides, but instead their
distribution. This altered distribution resulted in a decrease in

the energy charge (EC), which reflects the cellular state of free
energy availability. An EC value of 1 indicates that all the
available energy is present as ATP and an EC value of zero
means that only AMP is present [26]. The calculated EC values
were 0.93 and 0.81, respectively, for mock-infected and virus-
infected cells (Fig. 5c), indicating that infection promoted a
significant decrease (P<0.005) in this index.

3.4. DV infection induces ultrastructural alterations in HepG2
cells

Transmission electron microscopy analyses were performed
to associate the alterations in mitochondrial bioenergetics
with possible morphological changes. As shown in Fig. 6,
mock-infected cells exhibit mitochondria with characteristic
electron-dense matrix (Fig. 6a; arrows), contrasting to swollen
mitochondria with a loss of electron density in the matrix of DV-
infected cells (Fig 6b; arrows). In a total of 164 mitochondria
counted in mock-infected cells, 95% presented normal ultra-
structure. In DV-infected cells, 144 mitochondria were counted
and 75% showed some degree of morphological alterations. In
addition to the morphological changes in mitochondria, other
ultrastructural alterations following DV infection can be pointed
out in Fig. 7, including the formation of membrane blebs (Fig. 7¢
and d; arrow heads) and the localization of mitochondria around
the nuclear membrane (Fig. 7c; arrows). Mock-infected cell, on

Fig. 7. Dengue virus infection induces ultrastructural alterations in HepG2 cells. (a) Mock-infected cell, presenting an intact cellular membrane; (b) electron dense
particles of DV-infected cell (arrows); (c, d) DV-infected cell showing membrane blebs (arrow-heads) and mitochondria around the nucleus (arrows), N: nucleus.

Bar=500 nm.
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the other hand, exhibit an intact cellular membrane (Fig. 7a).
Electron dense particles seen in Fig. 7b are compatible with DV
particles [30].

4. Discussion

Virus infections elicit a number of cellular responses in the host
that may create a hostile environment to the virus and therefore to
control replication and minimize the deleterious effects of
infection. Viruses, on the other hand, have developed strategies
to curtail the cellular responses and ensure the success of
infection. Among different hosts and viruses many of these
responses involve alterations in energy metabolism, in particular
an increased utilization of glucose molecules, alterations in the
production of ATP and the modulation of mitochondrial functions
[13,31-33]. This last response is evident concerning the process
of apoptosis, which most frequently includes alterations in
mitochondrial integrity [13,14,32]. The present work shows that
cells infected with DV present mitochondrial dysfunction
characterized by functional and ultrastructural alterations.

The respiratory properties of HepG2 cells were clearly
altered by DV infection, which promoted an increase in cellular
oxygen consumption along with a decrease in RCR and ADP/O
(Figs. la, b, 2a, b and 3). A decrease in the RCR suggests that
significant morphologic alterations of mitochondria may be
undertaken in HepG2 cells after DV infection, which can be
confirmed from the TEM analyses (Fig. 6). In addition, the
decrease in ADP/O ratio (Fig. 3c) and the increase in both
oligomycin-independent respiration (Figs. 1c and 2c) and state
4 respiration (Fig. 3a) indicate that DV infection causes an
uncoupling of the electron transfer chain from the phosphor-
ylation of ADP, which results in a decreased efficiency for
synthesis of ATP [34]. Both the decrease in RCR and in the
ADP/O in virus-infected cells are due to the marked increase in
the rate of state 4 respiration, since state 3 respiration was not
significantly changed neither in Complex I nor Complex II-
linked substrates (Figs. 2a and 3a). Additionally, the increase in
oligomycin-independent respiration also indicates an increase
in proton leak, a feature of uncoupled oxidative phosphorylation
in DV-infected cells (Figs. 1a, ¢ and 2a and c).

Mitochondrial uncoupling reflects a flux of protons from the
inter-membrane space to the mitochondrial matrix through
channels other than the F F; ATP synthase and, therefore, not
coupled to ATP synthesis. When mitochondrial uncoupling is
physiological, there is an increase in electron transport and in
oxygen consumption due to a small decrease in the A ¥, in
order to maintain the electrochemical proton gradient and the
synthesis of cellular ATP [34]. However, when mitochondrial
uncoupling is important, one may expect a substantial decrease
in AY,, as observed in Fig. 4, with several consequences for
cellular energy homeostasis, as occurred with HepG2 cells
infected with DV. The decrease in A ¥, in intact cells infected
with DV may be explained, in part, by an increase in proton
leak, in accordance with the increase in oligomycin-indepen-
dent respiration (Fig. 1c).

The effects of DV infection on the respiratory properties and
mitochondrial membrane depolarization, which decreased the

efficiency of ATP synthesis, also promoted a significant
decrease in the steady-state ATP concentration of HepG2 cells
(Fig. 5a). This decrease in the content of cellular ATP may
indicate that energy demand is increased due to the synthesis of
viral proteins. By this way, it can be speculated that DV
infection also affects cellular regulatory mechanisms that com-
pensate for mitochondrial inefficiency, such as an increased
production of glycolytic ATP, as observed in various situations,
like alphavirus infection [33].

As shown in Fig. 5a, although the total nucleotide pool was not
altered (Fig. 5b), infection induced a significant change in the
relative amounts of ATP, ADP and AMP. This led to a decrease in
EC in virus-infected cells (Fig. 5¢). EC in hepatocytes is usually
around 0.9 [35], a value similar to that observed for mock-infected
cells in the present work. In liver cells, when ATP synthesis is
impaired, the EC may reach extremely low levels such as 0.7 [36].
Thus, the EC of 0.8 observed in virus-infected cells indicates a
metabolic stress. It has been shown that myocarditis induced by
CoxsackieB3 virus promoted a decrease in cellular EC, and it was
suggested that this alteration in energy balance is involved in the
pathogenesis of the Coxsackie virus infection [37]. Although the
role of energy homeostasis in DV infection has never been
addressed, it can be suggested that the deregulation of processes
involved in ATP balance may be associated with the pathogenesis
of DV infection.

The altered bioenergetic status caused by DV infection may
be regarded as an initial sign of a more serious condition.
Although cell viability was not altered in DV-infected cells in all
m.o.i. used (data not shown), the small but significant decrease
in cellular ATP and EC might be signalling an apoptotic sti-
mulus, since it has been demonstrated that a transient decrease
in the content of cellular ATP preceded the initiation of the
apoptotic cascade in another cell type [38]. In agreement with
these observations are the ultrastructural alterations in mito-
chondria in DV-infected cells (Fig. 6b), showing a loss of
electron density in the matrix and mitochondrial swelling. This
feature is characteristic of the permeability transition state, and,
therefore, may indicate an increase in outer mitochondrial
membrane permeability [16,39]. This association between mi-
tochondrial structure and metabolic function has already been
studied [40], however not in cells infected with DV. Although
nuclear alterations typical of the apoptotic process have already
been described in HepG2 cells infected with DV [8,41], this is
the first report of mitochondrial morphologic alterations.
Additionally, other apoptotic features can be observed in DV-
infected cells, such as the localization of mitochondria around
the nucleus and membrane blebs (Fig. 7c and d), as previously
shown for other cell types infected with DV [8,10,42]. Ac-
cordingly, Hoechst fluorescence indicated an increase in the
percentage of apoptotic cells from 5-10% in mock-infected
cells to 15-20% in DV infected cells (data not shown).

The mechanisms through which DV infection most contribute
to the observed functional and morphological alterations remain
open. Cellular proteins that interact directly with mitochondria,
such as pro- or anti-apoptotic Bcl-2 family proteins, might be
involved [8,10,13,43]. Additionally, reactive oxygen and nitrogen
species may contribute to mitochondrial dysfunction, since DV
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infection increases oxidative stress both in vivo and in vitro
[12,44,45].

Specific viral proteins, which interact with mitochondria,
have the potential to affect mitochondrial membrane permeabil-
ity and thus the process of apoptosis, as shown for other viruses
[13—15]. Our observations that ADP/O ratio is decreased and
oligomycin-independent respiration in increased after infection
favor the hypothesis that viral proteins or viral sub-products
could be interacting with mitochondrial membranes of HepG2
cells, altering their permeability, increasing proton leak and thus
causing the described alterations in mitochondrial physiology.
Indeed, further studies are needed to clarify the causal link
between mitochondrial physiology and the apoptotic events in
DV infection. It is important to mention that the fact that either
basal and oligomycin-independent respiration are stimulated by
DV infection rules out, at least at this stage of DV infection, an
important impairment of respiratory electron chain complexes
activities, as reported in some mitochondrial dysfunction as
observed in sepsis in both human [28] and animal [29] studies.

In the present work we described for the first time functional
and structural alterations in mitochondria, related to bioenergetics
and energy homeostasis of cultured human hepatic cells infected
with DV. These results contribute to the understanding of the
events occurring in host cells during the course of DV infection
and possibly to the processes leading to cell death. It seems that
derangements in energy metabolism are associated with apopto-
sis, and that this mechanism of cell death is intimately associated
with the pathogenesis of DHF/DSS [10]. Our results indicate that
derangements in energy metabolism are signs of DV infection,
which seem to precede cell death, since cell viability, in the time
course observed, was not altered. In conclusion, the identification
of early signs of metabolic deterioration could be a valuable tool
to develop strategies to minimize cell damage and ultimately
interfere with the replication cycle of DV.
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