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Resumo

Alteragdes no funcionamento de mitocondrias e consequente acimulo de
dano oxidativo contribuem para a patogénese de diversas doencas, entre elas o
cancer. Cada vez mais tem se atribuido um papel as mitocéndrias e ao metabolismo
celular na resposta e resisténcia de células tumorais a terapias. A autofagia é o
processo intracelular responsavel pela degradacdo de organelas e proteinas
envelhecidas ou danificadas com o objetivo de manter a qualidade dos
componentes celulares e prover substratos energéticos e estruturais em condigdes
adversas. Autofagia exerce um duplo papel na carcinogénese, podendo mediar a
sobrevivéncia ou a morte das células tumorais. Considerando o papel central das
mitocondrias na homeostase celular, avaliamos as alteracdes mitocondriais em
células de glioma em resposta ao tratamento com o quimioterapico Temozolomida
(TMZ). O tratamento agudo com TMZ induziu altera¢cdes na massa mitocondrial,
com o surgimento de uma populagao celular com aumento da massa mitocondrial e
outra populagdo com quantidades reduzidas de mitocondrias. 3 dias apés o
tratamento com TMZ foi observada uma reduc¢ao na propor¢ao de mitocondrias
com potencial de membrana reduzido, mesmo periodo em que as células
apresentam aumento dos niveis de espécies reativas de oxigénio. Essa queda no
potencial de membrana mitocondrial é seguida por um aumento, quando ocorre
reducdo dos niveis de ROS. Ao analisarmos células silenciadas para genes
importantes no processo autofagico, constatamos que a autofagia parece nio
mediar os efeitos do tratamento com Temozolomida nas altera¢des mitocondriais.
Com o intuito de entender como as alteragdes mitocondriais influenciam na
resposta a quimioterapia, separamos diferentes populagdes celulares por sorting
em citometria de fluxo para avaliar sua capacidade proliferativa, dindmica
mitocondrial e fenétipo. Resultados parciais sugerem que o fendtipo de aumento de
massa mitocondrial ndo se mantém apds 7 dias do tratamento com TMZ, sendo

seguido de reducao da quantidade de mitocondriais na célula.



1. Introducao

1.1 Autofagia

Autofagia é o processo fisioldgico de degradacao de componentes celulares
proprios através da via lisossomal. As etapas no processo autofagico incluem
inducdo, formagdo de autofagossomos, maturacao, degradacdo e reutilizacdo dos
materiais degradados. O processo autofagico é controlado diretamente por
proteinas da familia ATG de genes, e indiretamente modulado por vias de resposta
a estresse celular (ativadoras de autofagia) e vias de proliferacdo celular
(inibidoras da autofagia). Entre as proteinas Atg envolvidas no processo, beclina
(Atg6) participa na nucleacdo da membrana e Atg7 catalisa a ligacdo de Atgl2 com
Atg15, que formam um complexo com Atg16 que se liga ao autofagossomos. Juntos,
Atg7 e o complexo facilitam a ativacao de LC3-I (Atg8), levando a conjugacdo do
lipideo fosfaditiletanol-amino (PE) a LC3-I, formando LC3-II que se liga ao
autofagossomo em formacgdo induzindo seu fechamento (He & Klionsky 2009).

A autofagia é responsavel pela degradacdo de organelas para manutencao da
homeostase celular, bem como para geracdo de substratos energéticos e
estruturais. Autofagia é mantida em niveis basais, sendo ativada em situacdes de
estresse, como privacdo de nutrientes, hipdxia, presenca de toxinas, estresse
oxidativo e dano ao DNA (Boya et al. 2013, Yang et al. 2010). Neste sentido, esse
processo regula o destino da célula apds o dano ao DNA e tem um papel importante
na manutencdo da integridade gendémica nuclear e mitocondrial (Vessoni, Filippi-
Chiela et al. 2013).

A autofagia possui um duplo papel, podendo ser citoprotetora ou induzindo
morte celular. Se autofagia remove mitocondrias danificadas, que caso ndo fossem
removidas poderiam ativar caspases e o processo apoptotico, entdo a autofagia
atua de maneira protetora, favorecendo a sobrevivéncia celular. Porém, o excesso e
a desregulacdo da autofagia podem promover morte celular. Em condi¢cdes

fisiologicas, células utilizam a autofagia para degradar componentes



citoplasmaticos danificados e disfuncionais para manter a homeostase celular.
Nesse sentido, a degradacdo de mitocondrias por autofagia teria um papel
fundamental para manter a funcionalidade mitocondrial e a integridade genética.
(Kim, Rodriguez-Enriquez & Lemasters, 2007; Gargini, 2011).

Defeitos no processo autofdgico sdo associados com uma vasta gama de
doencas, como cancer, doen¢as autoimunes e doengas neurodegenerativas
(Palikaras & Tavernarakis, 2012; Hattori, Saiki & Imai, 2014; Ivatt & Whitworth,
2014).

1.2 Mitocondrias e Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)

Mitocbndrias sdo organelas celulares fundamentais para a respiragao celular
oxidativa. Essas organelas apresentam duas membranas fosfolipidicas, uma externa
e uma interna formada por cristas resultantes do proéprio dobramento da
membrana interna. Mitocondrias produzem ATP via fosforilacio oxidativa na
membrana mitocondrial interna e, portanto, sdo cruciais para o funcionamento e
sobrevivéncia celular (Hattori, Saiki & Imai, 2014). Além disso, essas organelas
possuem a peculiaridade de terem um DNA proéprio e de origem materna, o DNA
mitocondrial (mtDNA). Mitocondrias também exercem papel central atuando no
processo de morte celular apoptoética e podem rapidamente mudar de uma fonte de
energia para uma organela que promove morte celular. Em resposta a mudangas
fisiologicas, a sintese de ATP é interrompida e a mitocéndria se transforma em uma
fonte de sinais pro-apoptoticos e elevados niveis de espécies reativas de oxigénio
(ROS), liberando proteinas exclusivas do ambiente intramitocondrial que
participam da ativacdo de vias de morte celular, entre as quais destaca-se o
citocromo C (Kubli & Gustafsson, 2012).

ROS sdo produtos do metabolismo mitocondrial e podem causar alteragdes
em proteinas, lipideos e outros componentes celulares, bem como mutag¢des no
mtDNA e consequente disfuncdo destas organelas. ROS também atacam &cidos

nucleicos e portanto sdo genotodxicos. A falta de histonas no mtDNA faz com que
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este tenha de 10 a 20x maior indice de muta¢des quando comparado com o DNA
nuclear. Portanto, manter uma populagdo mitocondrial saudavel é essencial para as
células (Kim, Rodriguez-Enriquez & Lemasters, 2007). Dano as mitocondrias pode
ativar tanto autofagia, em uma tentativa de eliminar organelas danificadas e
manter a homeostase celular, bem como morte celular em contextos de elevado
dano ou de reducao/deficiéncia de autofagia, e o balango entre os dois processos
determina a sobrevivéncia celular (Kubli & Gustafsson, 2012).

Dados preliminares do nosso grupo de pesquisa mostram que a indugao
aguda de dano ao DNA pelo agente alquilante Temozolomida (TMZ -
quimioterapico de primeira escolha no tratamento de gliomas de alto grau) em
células de glioma induzem um aumento transitério de ROS, como avaliado pela
oxidacdo da sonda fluorescente H2-DCFDA em citometria de fluxo. O tratamento
com o antioxidante N-acetilcisteina (NAC) suprime o aumento de ROS induzido por
TMZ e, como consequéncia, hd também reducdo da autofagia induzida por ROS

neste modelo (Bueno e Silva et al, em preparagao) (Figura I.A).
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Figura LLA: ROS medeiam parcialmente a autofagia induzida por TMZ em células de
glioma. (A - topo) Desenho experimental. Células foram tratadas com TMZ 100uM por 3h, seguido
do replaqueamento em meio livre de droga. Células foram tratadas com o antioxidante N-
acetilcisteina (NAC) na concentracao de 10puM por 24h durante os periodos indicados. (A - plots)
Graficos representativos da citometria de fluxo para DCFH2A. Os niveis de fluorescéncia verde sdo
proporcionais a quantidade de ROS intracelulares. TMZ induziu aumento de ROS no dia 3, seguido
da reducdo. NAC foi capaz de suprimir consideravelmente os niveis de ROS induzidos por TMZ.
Numeros nos quadrantes: superior = porcentagem de células; inferior = intensidade com relacao ao
controle. ***p<0.001 em relacdo a TMZ. (B) Ensaio de agregacdo de GFP-LC3, utilizado para
mensurar a porcentagem de células que apresentam autofagossomos intracelulares. TMZ induziu
aumento da porcentagem de células positivamente marcadas para GFP-LC3 até o dia 3, seguido da
reducdo. NAC suprimiu parcialmente a indug¢do de autofagia pela TMZ. *p<0.05 e **p<0.01 em
relacdo a TMZ. (C) Avaliacdo da quantidade de organelas acidas vesiculares, entre as quais estdo
autolisossomos, através da marcagdo com a sonda fluorescente laranja de acridina (AO), que marca
a célula em verde, exceto ambientes 4cidos, marcados em vermelho. E mostrada a porcentagem de
células positivamente marcadas para AO versus intensidade de marcagcdo em relacdo ao controle.
TMZ induziu aumento transitério de AO até o dia 5, seguido de reduc¢do; o aumento de AO foi

parcialmente suprimido por NAC.



Disfun¢des mitocondriais e o acimulo de dano oxidativo também
contribuem para a patogénese do cancer (Zhang, 2013), e polimorfismos no mtDNA
estdo relacionados com a susceptibilidade a cancer de mama e cancer de préstata.
Além disso, células cancerigenas tendem a incapacitar a via mitocondrial da
apoptose, suprimindo os sinais que podem causar alteragdes no potencial de
membrana mitocondrial (MMP) e a permeabilizacgdo da membrana externa, que é
reconhecido como um processo crucial no mecanismo de morte celular

programada (Galluzzi et al, 2006).

1.3 Mitofagia

Mitofagia é a autofagia especifica para a eliminacdo de mitocondrias e um
processo altamente regulado que requer a funcdo coordenada de proteinas
mitocondriais e citosoélicas (Youle & Narendra, 2011). A mitofagia é um importante
processo celular responsavel pela eliminacdo de mitocéndrias danificadas e ambos
0s processos sdo altamente conservados, tendo as proteinas da familia Atg como
reguladoras (Lu et al. 2013). Como as mitocéndrias sdo um importante eixo na
integracdo da demanda de energia celular, produ¢do de ROS e sinalizacdo de
apoptose, a disfuncdo mitocondrial com consequente acimulo de dano oxidativo
contribui para a patogénese de doencas neurodegenerativas, doencas
cardiovasculares e cancer (Hang 2012, Lu et al 2013). Portanto, a remoc¢do de
mitocondrias danificadas através de mitofagia é fundamental para a homeostase e
sobrevivéncia celular. Além disso, mitocondrias sdo a principal fonte de geracdo de
ROS e portanto também sdo seus alvos imediatos. Mitocondrias disfuncionais que
nado forem degradadas produzem niveis ainda mais elevados de ROS, o que leva a
essa organela ser mais suscetivel a liberacdo de citocromo c e outros fatores
indutores de apoptose, o que aumentaria o dano causado por ROS (Twing &
Shirihai, 2011).

O processo de mitofagia requer a coordenacdo de fatores citosélicos e sinais
da membrana externa mitocondrial, sendo um processo extremamente especifico.

Os dois reguladores chaves da mitofagia sio membros da familia de genes PARK,
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sendo eles PINK1 e Parkin. PINK1 codifica uma proteina de 581 amino acidos, que
contém um dominio transmembrana que ancora a proteina na membrana interna
mitocondrial. A estrutura da Parkin é um pouco mais complexa do que a PINK1,
com uma dominio responsavel pelo recrutamento da mitocondria para a mitofagia.
PINK1 normalmente se localiza na membrana interna mitocondrial, onde
imediatamente é clivada pela proteina PARL. Uma vez clivada, é degradada por
uma protease. Quando uma mitocondria é danificada, PINK1 acumula na
membrana externa mitocondrial, onde exerce uma atividade de E3 ligase. A
ubiquitinacdo de proteinas da membrana externa, como Mfn1/2, VDAC1 e
componentes do complexo TOM asseguram que a mitocondria seja marcada para
degradacao. A ubiquitinacdo de VDAC1 é sugerida como a responsavel por acionar
o recrutamento e conjugacdo do autofagosomo, assegurando o encapsulamento da

mitocondria a ser degradada (Osellame & Duchen, 2013).

1.4 Autofagia, mitofagia e cancer

Autofagia é reconhecida como tendo um papel duplo na tumorigénese, de
promover a sobrevivéncia ou a morte de células tumorais dependendo do contexto
(Figura I.B). Autofagia a niveis basais mantém a homeostase celular e promove a
sobrevivéncia celular por degradar proteinas e organelas danificadas. Neste
sentido, atualmente sabe-se que a autofagia induzida por agente citotoxicos em
células tumorais atua de maneira citoprotetora em mais de 70% dos casos (Maes et
al. 2013). Entre os mecanismos que estdo por tras desta citoprotecdo destacam-se a
supressao da morte celular apoptdtica e o provimento de substratos energéticos e
estruturais para as células tumorais, como demonstrado na Figura I.B. Além disso,
recentemente demonstramos que niveis elevados de autofagia permitem que
células de glioma expostas a TMZ evitem apoptose e entrem em senescéncia
(Filippi-Chiela et al, 2014 - in press). Senescéncia celular é definida como a parada
irreversivel na proliferacdo celular, disparada por reducdo dos telémeros

(senescéncia 'fisiolégica’) ou induzida por dano ao DNA, ROS ou dano a outros
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componentes celulares como microtubulos. Este processo é caracterizado por
alteracdes fenotipicas como achatamento celular, aumento do volume e da
complexidade intracelular e projecdo de prolongamentos celulares (Rodier &
Campisi, 2011).

Por outro lado, a autofagia desenfreada eventualmente desencadeia a morte
celular quando o equilibrio do metabolismo celular é perturbado. Similarmente, a
mitofagia segue a mesma natureza. Como a mitofagia promove a degradacido de
mitocondrias disfuncionais para manter a qualidade mitocondrial celular e
controlar o estresse oxidativo, ela consequentemente preveniria a carcinogénese.
No entanto, a mitofagia também pode proteger as células contra morte por
apoptose e necrose e promover a sobrevivéncia de células tumorais sob algumas
condi¢des adversas, como starvation e hipéxia (Lu et al. 2013). Além disso, ja foi
demonstrado que células de cancer de pancreas resistentes a quimioterapia e que
sdo responsaveis pela reincidéncia do tumor tem uma expressdo proeminente de
genes responsaveis pelas funcdes mitocondriais e autofagia, com essas células
apresentando mais mitocondrias viaveis e uma forte dependéncia da respiragdo

mitocondrial para a obtencdo de energia (Viale et al. 2014).
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Figura L.B: Retirada da tese de doutorado de Eduardo C. Filippi-Chiela apresentada ao
PPGBCM UFRGS em 2014. Esquema representando o papel duplo da autofagia na tumorigénese. O
processo autofagico contribui tanto para a manuten¢ao da integridade gendmica como na remocao
de pré-carnindgenos, evitando assim a iniciagdo tumoral. No entanto, se mesmo assim houver a
iniciagdo tumoral, a autofagia desempenha um papel na manutenc¢do dessas células, fornecendo
substratos para a sobrevivéncia celular e removendo componentes celulares alterados. Na
progressdo do tumor, a autofagia pode tanto contribuir para o desenvolvimento tumoral -
suprimindo a morte celular apoptoética, mantendo o metabolismo celular - como com a morte das
células tumorais - contribuindo com a toxicidade de alguns tratamentos e com a atividade anti-

tumoral de células imunes.

Recentemente, demonstramos que a autofagia induzida por TMZ é
permissiva a senescéncia celular induzida por este agente in vitro. Baixo niveis de
autofagia ou a supressdao do mecanismo desviam as células para morte apoptotica
(Filippi-Chiela et al, 2014, in press). Além disso, como apresentado acima, o
tratamento agudo com TMZ induz um aumento transitério de ROS, o qual esta
envolvido, pelo menos parcialmente, na indugdo da autofagia pela TMZ (Figura L.A;

Bueno e Silva et al, em preparacao).
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A quimioresisténcia adquirida é uma das maiores limitagdo do uso de TMZ,
com mais de 90% dos gliomas recorrentes ndo demonstrando nenhuma resposta
ao segundo ciclo de quimioterapia. A quimioresisténcia adquirida apds o
tratamento com TMZ pode ser devida a resposta adaptativa da mitocondria ao
estresse genotdxico causado pela TMZ (Oliva et al, 2010), como observado em
células de pancreas resistentes a quimioterapia e responsaveis pela reincidéncia
tumoral (Viale et al. 2014).

Tanto a quimio como a radioterapia causam dano ao DNA, levando a
ativacdo de membros pré apoptéticos da familia Bcl2, um processo conhecido como
via intrinseca da apoptose, que depende da permeabilizacdo da membrana
mitocondrial externa para ocorrer (Galluzzi et al, 2006). As mitocondrias sdo
responsaveis pelo controle da ativacao de mecanismos efetores apoptdticos através
da regulacao da translocacao de proteinas pro-apoptoticas do espago mitocondrial
intermembrana para o citoplasma (Fulda et al, 2010). Além disso, dados
preliminares do nosso laboratério sugerem que a indu¢do de senescéncia por meio
do tratamento com TMZ leva a altera¢des mitocondriais a longo prazo, mas o perfil
destas alteracdes e a causa/consequéncia destas ainda nao sao conhecidas (Filippi-
Chiela et al, dados nao publicados).

Ambos os tratamentos, quimioterapia usando TMZ e radioterapia, podem
induzir a resposta autofagica nas células tumorais, a qual pode interferir no
desfecho do tratamento. De fato, é sabido que TMZ pode induzir tanto apoptose,
quanto catastrofe mitdtica e senescéncia em células de glioma, como descrito pelo
nosso grupo (Filippi-Chiela et al, 2013)

Neste sentido, apesar da importancia dos conceitos descritos acima, o perfil
de alteracdes mitocondriais que acontecem em células expostas a agentes
indutores de dano ao DNA em células tumorais nio é conhecido. Da mesma forma,
o crosstalk entre autofagia, ROS e mitocondrias, bem como o papel destes
mecanismos na senescéncia e na resisténcia de células de glioma a TMZ ndo sdo

conhecidos.
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2. Objetivos

2.1 Geral:
Avaliar alteragdes mitocondriais em resposta a tratamento com TMZ em células

de glioma de alto grau.

2.2 Especificos:

v/ Avaliar a massa mitocondrial apés tratamento com TMZ em células da
linhagem de glioma de alto grau U87 selvagens e silenciadas para genes
envolvidos na autofagia.

v Avaliar mudancas no potencial de membrana mitocondrial em células de
glioma selvagem tratadas com TMZ.

v Avaliar a senescéncia celular apds tratamento com TMZ

v Separar populag¢des celulares com diferentes massas mitocondriais apés
tratamento com TMZ e avaliar a conservacdo de fenotipo e o perfil

proliferativo destas subpopulagdes.
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3. Material e métodos

3.1 Cultivo celular e tratamentos

Para o presente trabalho foram utilizadas a linhagem selvagem de glioma
humano U87 (U87"t) (ATCC) e as linhagens silenciadas com shRNA para os genes
de autofagia beclina (U87 BeckP) e Atg7 (U87 Atg7XDP), além da linhagem controle
de silenciamento (U87PLKO), As células silenciadas foram gentilmente cedidas pelo
aluno de mestrado Marcos Paulo Thomé, e o silenciamento foi confirmado pelo
mesmo. As células foram mantidas em cultura em meio DMEM suplementado com
10% de soro fetal bovino (FBS) e mantidas em uma incubadora a 37°C e a 5% de
CO2. Essas linhagens foram utilizadas para avaliar as alteragdes mitocondriais
induzidos pelo quimioterapico Temozolomida. Para tanto, as células foram tratadas
por 3h com TMZ (Sigma-Aldrich, #T2577) na concentragdo de 100uM seguindo
replaqueamento de 10.000 células em meio livre de droga. As andlises foram
realizadas 3, 5 e 7 dias ap6s o replaqueamento. O desenho experimental é descrito

esquematicamente abaixo (Figura I.C).

Dias3,5e7
i. Analise damassa e funcionalidade

TMZ mitocondrial
100 uM (3h)
* I I I Dia 7: sorting de populacées com
diferentes massas mitocondriais
| | | | | | | |
0 1 2 3 4 5 6 7 | Dia 7: analise de senescéncia

Dias em Meio Livre de Droga

Figura I.C - Desenho do experimento realizado, com tratamento de TMZ 100uM por 3h,
seguido do replaqueamento das células em meio livre de droga e experimentos nos dias 3, 5

e 7 ap0s replaqueamento.
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3.2 Avaliagdo da massa mitocondrial através da molécula fluorescente
mitotracker em células de glioma U87 selvagem como em células

silenciadas para Atg7 e Beclina

A sonda fluorescente laranja mitotracker (Molecular Probes, #M7514) fica
retida no meio intramitocondrial, independentemente da funcionalidade da
mitocondria. Dessa forma, utilizamos citometria de fluxo para avaliar a quantidade
total de mitocéndrias em uma determinada populagdo celular. Para tanto, as células
foram marcadas com a sonda fluorescente mitotracker na concentracdo de 200nM
por 20 minutos a 37°C e 5% de CO2. A quantidade total de mitocondrias da
populagdo celular foi medida no D3, D5 e D7.

3.3 Avaliacio do potencial de membrana mitocondrial através da

marcacio com a molécula fluorescente JC1 na linhagem selvagem

A molécula fluorescente JC1 (Molecular Probes, #T3168) é usada no estudo do
monitoramento da do potencial da membrana mitocondrial (MMP), o qual
apresenta-se alterado em mitocondrias danificadas. Em mitocondrias
despolarizadas, JC1 se apresenta como um mondémero de fluorescéncia verde,
enquanto se acumula no interior de mitocondrias viaveis/integras em forma de
agregados, emitindo fluorescéncia alaranjada. Consequentemente, a despolarizagdo
da mitocondria é acompanhada por uma diminuicdo na relacdo de intensidade das
fluorescéncias vermelho/verde; e essa mudanca na fluorescéncia da molécula pode
ser medida através de citometria de fluxo. No presente trabalho foi analisada
relacdo de vermelho e verde da molécula JC1 em células de glioma tratadas com
TMZ, buscando-se avaliar o efeito do tratamento com TMZ na funcionalidade
mitocondrial. As células foram marcadas com JC1 2uM por 20 minutos a 37°C e 5%
de CO2 e a leitura das fluorescéncias foi feita usando-se citometria de fluxo. A

funcionalidade mitocondrial da populagao celular foi medida no D3, D5 e D7.
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3.4 Avaliacdo da senescéncia celular utilizando a molécula fluorescente
verde 5-dodecanoylaminofluorescein di-beta-D-galactopyranoside

(C12FDG) e o método de Analise Morfométrica Nuclear (NMA).

Senescéncia celular é o processo de parada irreversivel na proliferacdo, que
pode ser induzido em células expostas a estresse. Células senescentes apresentam
alteracdes fenotipicas e metabdlicas entre as quais destacam-se o aumento da
expressao da enzima beta-galactosidase (beta-gal) e aumento das areas celular e
nuclear em cultura. Para avaliar senescéncia celular, utilizamos a marca¢do com o
substrato da enzima beta-gal 5-dodecanoylaminofluorescein di-beta-D-
galactopyranoside (C12FDG, Life Technologies, #D-2893) o qual emite
fluorescéncia verde quando clivado pela enzima beta-gal. Para tal, células foram
incubadas com C12FDG por 2h na concentracdo de 33uM, seguido da leitura da
fluorescéncia em citometria de fluxo. O outro método utilizado para avaliacdo da
senescéncia celular foi a Andlise Morfométrica Nuclear (NMA), método
desenvolvido em nosso laboratério (Filippi-Chiela et al. 2012) e que tem que como
objetivo avaliar o tamanho e a forma de nucleos de células em cultura para
inferéncia de mecanismos como senescéncia, apoptose e catastrofe mitética. Para
tanto, as células foram fixadas com paraformaldeido 2% seguido de marcagdo com
DAPI e os nucleos das células controles e tratadas foram fotografados. O programa

Image Pro Plus foi utilizado para avaliar as medidas de forma e area nucleares.

3.5 Separacgiao das populacoes celulares com diferentes quantidades de

mitocondrias através de sorting em citometria de fluxo

As células com diferentes popula¢cdes mitocondriais foram separadas por
sorting em citometro de fluxo FACS Aria do Departamento de Imunogenética da
UFRGS com o auxilio da Dra. Priscila Vianna. Para tanto, as células foram marcadas

com mitotracker a 200nM no dia 7 e células com diferentes massas mitocondriais
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foram separadas e replaqueadas para avaliacdo de causa e consequéncia das

alteracdes na massa mitocondrial apés tratamentos com TMZ.

3.6 Analise estatistica

Foram realizados pelo menos trés experimentos independentes para cada

andlise, exceto o sorting das células em citometro de fluxo, realizado apenas uma

vez. Foi realizado teste t ou (ANOVA) seguidos de Tukey utilizando o software SPSS

18.0. Valores de p < 0.05 foram considerados significativos.

19



4. Resultados

4.1 Células U87wt tratadas com TMZ apresentam uma alteracio na massa

mitocondrial.

Ap6és o tratamento agudo de 3h com TMZ e replaqueamento das células em Meio
Livre de Droga (Fig. 1A), a massa mitocondrial foi avaliada através da marcagao
com mitotracker. Foram determinadas a porcentagem de células em cada
quadrante bem como a intensidade de marcacdo da populac¢do celular (a partir da
qual pode-se inferir a massa mitocondrial) através de citometria de fluxo. Foi dada
énfase para os quadrantes superior direito (upper right — UR) e inferior esquerdo
(lower left - LL) em um grafico de fluorescéncia vermelha x foward scatter (a partir
do qual se infere tamanho celular) (Fig. 1B e 1C). Estes quadrantes representam
populagdes de células com elevada massa mitocondrial e tamanho grande (UR) e
células com baixa massa mitocondrial e pequenas (LL). A porcentagem de células
no quadrante UR aumentou continuamente do dia 3 até dia 7, com uma maxima de
35% no dia 7 (Fig. 1D). J4 a porcentagem de células no quadrante LL se manteve
estavel até o dia 5 e depois apresentou um aumento até o dia 7, chegando a 13%
(Fig. 1E).

Outro parametro analisado foi o de intensidade de fluorescéncia vermelha de
células tratadas com TMZ em relagdo ao controle, através do qual observamos um
aumentou continuo até atingir um nivel de intensidade de fluorescéncia vermelha
aproximadamente 4 vezes maior do que o controle no sétimo dia apds

replaqueamento em meio livre de droga (Fig. 1F).
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Figura 1: TMZ altera a massa mitocondrial em células tratadas. (A) Desenho representativo do
experimento realizado. (B) Plots representativos no D7 das células controle e tratadas com TMZ,
com énfase nos quadrantes Lower Left (azul), que representa a populagdo de células pequenas e com
baixa massa mitocondrial, e Upper Right (vermelho), que representa células grandes e com elevada
massa mitocondrial; a analise mostrada é apenas de eventos véalidos, selecionados a partir de um
grafico de SSC x FSC. (C) Grafico com a porcentagem de células em cada quadrante ao longo dos dias

em meio livre de droga. (D) Porcentagem de células controle e tratadas com TMZ no quadrante UR
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ao longo dos dias. (E) Porcentagem das células controle e tratadas com TMZ no quadrante LL ao
longo dos dias. (F) Intensidade de fluorescéncia vermelha relativa ao controle de células tratadas

com TMZ.*=p < 0.05,**=p<0.01, ***=p < 0.001.

4.2 Células U87wt tratadas com TMZ apresentam uma hiperpolarizacio da

membrana mitocondrial.

Tendo observado um aumento na massa mitocondrial apds tratamento com
TMZ, o passo seguinte foi inferir a funcionalidade das mitocéndrias através da
avaliagdo do potencial de membrana mitocondrial (MMP) utilizando a sonda
fluorescente /C1. Para tal, foram avaliadas as intensidades das duas fluorescéncias
emitidas pelo JC1 (verde e vermelho), bem como a porcentagem de células em cada
quadrante em um plot de green fluor x red fluor obtido a partir da citometria de
fluxo (Fig. 2A).

Quando avaliamos a porcentagem de células em cada um dos quatro quadrantes
observamos que had um aumento na porcentagem de células no quadrante LR em
células tratadas, sugerindo aumento da quantidade de mitocéndrias intracelulares
a semelhanca do dado obtido na andlise com mitotracker. A partir do terceiro dia
foi observado aumento da intensidade de marcagdo vermelha, levando ao aumento
na porcentagem de células no quadrante duplo-positivo (UR) e no quadrante UL
(fluorescéncia vermelha elevada e baixa fluorescéncia verde) (Fig. 2A e 2B).

Com relagdio a razao entre a intensidade das duas fluorescéncias
(vermelho/verde), a qual indica a razdo entre mitocondrias alto MMP e
mitocondrias com baixo MMP, no dia 3 foi observada uma reducao de 30% nesta
razdo nas células tratadas com TMZ com relagdo ao controle, sugerindo perda de
MMP e dano mitocondrial. A partir do dia 3 foi observado aumento da razdo de
fluorescéncias, sugerindo que o tratamento com TMZ acarreta em uma ganho de

funcionalidade nas mitocéndrias da populagao celular (Fig. 2C).
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Figura 2: A alteracio na massa mitocondrial é acompanhada por um aumento na
porcentagem de mitocondrias com ganho de potencial de membrana mitocondrial (MMP).
(A) Plots representativos da intensidade de fluorescéncia vermelha versus fluorescéncia verde do
controle e dos dias 3, 5 e 7 de células tratadas com TMZ. Divisdo entre os quadrantes Upper Left
(verde), Upper Right (amarelo), Lower Left (azul) e Lower Right (vermelho). (B) Grafico com a
porcentagem de células em cada quadrante ao longo dos dias em meio livre de droga. (C) Razdo da
fluorescéncia vermelha pela fluorescéncia verde em relacao ao controle (linha tracejada) de células

tratadas com TMZ nos dias indicados. * = p < 0.05, ** = p < 0.01, *** = p < 0.001.

4.3 Autofagia nao parece estar envolvida na alteracio de massa

mitocondrial induzida por TMZ em células de glioma.

Dados prévios do nosso grupo mostraram que, utilizando o mesmo protocolo
experimental apresentado na Fig. 1A ha inducao transitéria de autofagia por TMZ,
com pico no dia 3, seguido de reducdo (Filippi-Chiela et al, 2014). Além disso,
células U87wt tratadas com TMZ também apresentam aumento transitério dos
niveis de ROS (Figura I.A), o que poderia levar a alteragdes mitocondriais e indugao
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de mitofagia. Como autofagia é o principal evento celular para eliminacao de
mitocondrias, ndés testamos o papel da autofagia nas alteracdes de massa
mitocondrial induzidas por TMZ em células e glioma.

As células de glioma silenciadas para os gene beclina (U87 BeckP) e Atg7 (U87
Atg7KD), fundamentais a autofagia, o controle de silenciamento PLKO (U87PLK0) e a
linhagem selvagem de glioma (U87%t) foram avaliadas inicialmente quanto a sua
morfologia antes e apds o tratamento com TMZ. Observamos que tanto as células
U87 BecKP, U87 Atg7KP, U87PLKO como a linhagem U87%t apresentaram as mesmas
caracteristicas no sétimo dia apds o tratamento com TMZ, com uma morfologia
caracteristica de células senescentes, apresentando prolongamentos e aumento de
tamanho celular (Fig. 3A). Esse resultado foi corroborado pelos dados de foward
scatter (FSC) e side scatter (SSC) obtidos na citometria de fluxo, que indicam o
tamanho e complexidade celular, respectivamente. Em todas as células foi
observado um aumento na média de foward scatter apés tratamento com TMZ,
indicando um aumento no tamanho celular caracteristico de senescéncia celular

(Fig. 3B).
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Figura 3: O silenciamento de beclina e Atg 7 nido parece influenciar na morfologia celular. (A)

Imagens representativas da morfologia celular do controle e de células tratadas com TMZ nos dias 3,

5 e 7; aumento: 200x. (B) Plots representativos de FSC x SSC (ou seja, tamanho x complexidade

celular) de células controle e tratadas para TMZ.

Na analise da massa mitocondrial através da sonda mitotracker nas células

silenciadas observamos que nao houve alteracao significativa nos niveis basais de

massa mitocondrial (Fig. 4A - esquerda). Da mesma forma, a resposta a TMZ em
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células silenciadas apresenta o mesmo padrdo das células controle, com aumento
da intensidade da fluorescéncia vermelha similar as células selvagens no dia 7 (Fig.
4A - direita; Fig. 4B). Quando analisamos a cinética de aumento de massa
mitocondrial também observamos que nao houve diferenca entre a célula selvagem
e as células silenciadas em resposta a TMZ (Fig. 4B). Concluimos, assim, que o
silenciamento dos genes autofagicos beclina e Atg7 ndo influencia nas alteracdes de

massa mitocondrial induzidas por TMZ em células de glioma.
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Figura 4: O silenciamento de genes de autofagia nao altera a resposta a TMZ quanto as
alteracoes de massa mitocondrial. Células U87wt, U87 pLKO, U87 BeckP e U87 Atg7XP foram
tratadas com TMZ como indicado na Fig. 1A. (A) Plots representativos do dia 7 de células controle e
tratadas com TMZ com os parametros foward scatter (tamnho celular) e intensidade de
fluorescéncia vermelha (massa mitocondrial). (B) Grafico com a intensidade de fluorescéncia
vermelha das células controle e tratadas com TMZ no dia 7. (C) Grafico da cinética de intensidade de

fluorescéncia vermelha ao longo dos dias de células controle e tratadas com TMZ.

4.5 TMZ induz senescéncia em células U87wt.

Estudos anteriores do nosso grupo e outros demonstraram que TMZ induz
autofagia em células de glioma a longo prazo (Filippi-Chiela et al, 2013; Filippi-
Chiela et al, 2014; Hirose et al, 2001). Porém, nestes estudos a indug¢do de
senescéncia foi medida através da marcacao in vitro com o substrato cromogénico
da enzima beta-galactosidase acida associada a senescéncia (SA-B-gal) e niveis de
expressao de proteinas de senescéncia. A fim de entender as caracteristicas das
células com diferentes quantidades de mitocondrias, nés medimos os niveis da
enzima SA-f-gal através da incubacdo com o substrato fluorescente C12-FDG.
Através deste método nés observamos um aumento, no dia 7, da porcentagem de
células positivamente marcadas para C12-FDG e com elevado FSC (ou seja, células
grandes - caracteristica tipica de senescéncia celular) (Fig. 5A - grafico do meio;
Fig. 5B - grafico superior). Em histograma este efeito também foi observado, com o
surgimento de um pico caracterizando células C12-FDG-positivas (Fig. 5A - grafico
da direita; Fig. 5B - grafico de baixo). O tratamento com TMZ fez com que a
populacdo tratada aumentasse no quadrante UR de 1% para aproximadamente
25%. Se levarmos em consideracdo os dois quadrantes com alta intensidade de
fluorescéncia verde (UR e LR), a porcentagem de células sobe para 33%.

Quando fazemos a mesma analise utilizando o NMA, podemos observar que 85%
dos nucleos das células tratadas sdo grandes e regulares, caracteristica de nucleos
de células senescentes (Fig. 5C). De fato, dados ndo publicados do nosso

laboratério acerca da cinética de alteragdes fenotipicas presentes em células
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senescentes mostram que o aumento da area nuclear, o qual aparece ja no dia 3
apés o tratamento com TMZ, é a primeira alteracdo fenotipica de células
senescentes e precede o aumento da atividade da enzima beta-galactosidase, a qual
aumenta apenas a partir do 52 dia apés tratamento com TMZ (Filippi-Chiela et al,
em preparacdo). Dessa forma, é plausivel que a porcentagem de células

positivamente marcadas para C12-FDG siga aumentando apés o dia 7.
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Figura 5: Tratamento com TMZ induz senescéncia celular. (A) Plots e histograma
representativos de células controle e tratadas com TMZ no dia 7. Esquerda: grafico de SSC x FSC.
Meio: marca¢ao com C12FDG, substrato fluorescente da enzima beta-galactosidase marcadora de
células senescentes; divisdo entre os quadrantes Upper Left, Upper Right (vermelho - células
grandes e positivamente marcadas), Lower Left e Lower Right. Direita: separagdo de trés populagdes

com base nos niveis de fluorescéncia baseada na marcacdo com C12FDG. (B) Grafico de barras
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representando a porcentagem de células controle e tratadas em cada quadrante analisado (com
base no grafico do meio da Fig. 6A) e a porcentagem de células controle e tratadas com TMZ em cada
um dos trés marcadores no histograma (com base no grafico da direita da Fig. 6A). (C) Resultado do
NMA mostrando a distribuicdo dos nucleos das células controle (diamantes vermelhos) e das

tratadas com TMZ (diamante azul).

4.6 Diferencas nas populacoes mitocondriais parecem influenciar no

fenotipo e na capacidade proliferativa das células tratadas com TMZ.

A partir dos dados obtidos com a sonda mitotracker, passamos a questionar o
significado biolégico das subpopulac¢des celulares com diferentes niveis de massa
mitocondrial. Para avaliar o perfil proliferativo e outras caracteristicas destas
subpopulagdes, células tratadas com TMZ foram separadas por sorting em
citbmetro de fluxo no sétimo dia apés o tratamento. A separacao foi feita
marcando-se as células com mitotracker na concentragao de 200nM e observando-
se 0 padrao formado por side scatter (complexidade celular) versus fluorescéncia
vermelha (Fig. 6B). Também foram separadas células U87wt ndo tratadas com
TMZ que foram utilizadas como controle (Fig. 6A). Em ambos os casos foram
separadas 4 subpopulag¢des distintas (P3, P4, P5 e P6) e essas foram replaqueadas
para avaliacao de causa e consequéncia das alteracdes na massa mitocondrial apés
tratamento.

Tanto para a populacdo controle (Fig. 6A - imagens representativas) como para
as tratadas com TMZ (Fig. 6B - imagens representativas), células das
subpopulagdes P3, P4 e P5 aderiram a placa de cultura ap6s o sorting e continuam
em cultura no nosso laboratoério para avaliacdo comparativa da proliferacdo celular
de cada uma das populac¢des celulares. Além disso, um experimento piloto ja foi
realizado para avaliar a distribuicdo e quantidade de mitocéndrias das populacoes
separadas usando mitotracker. Resultados preliminares demonstram que a
distribuicdo mitocondrial parece seguir uma cinética de aumento da massa

mitocondrial (P5) seguido da reducao de mitocondrias (P4), uma vez que as células
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da subpopulacao P5 do tratamento com TMZ apresentou perfil semelhante a P4

(baixa massa mitocondrial) 5 dias apés o sorting.
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Figura 6: Separac¢ao das células tratadas com TMZ com relacdo a sua massa mitocondrial.

Células foram separadas no dia 7 através da marcagdo com Mitotracker, baseado em grafico de SSC
(complexidade celular) e marcagdo vermelha (quantidade de mitocondrias). (A) Plot representativo
do sorting por citometro de fluxo de células controle com imagens representativas da populagdo
celular 3 dias ap6s o sorting. (B) Plots representativos do sorting por citometro de fluxo de células

tratadas com TMZ e imagens representativas da populagdo celular 3 dias ap6s o sorting. (C) As
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populagdes P3 e P5 do controle e P5 da TMZ foram marcadas para Mitotracker 5 dias apds o sorting

e analisadas em citometria de fluxo para anélise da estabilidade do fen6tipo das células.

5. Discussao

Mitocéndrias sdo organelas altamente dinamicas e seu funcionamento é
crucial para a manutenc¢do da homeostase celular. Além disso, sdo as organelas que
atuam no cerne da resposta a producao de espécies reativas de oxigénio, autofagia
e morte celular. Disfungdes mitocondriais e o acimulo de espécies reativas de
oxigénio contribuem para a patogénese e resposta de células tumorais a terapia. A
remocdo de mitocondrias é, portanto, fundamental para a homeostase celular.
Quando o mecanismo de controle de qualidade mitocondrial é ineficaz ou
inexistente, pode ocorrer aumento do estresse oxidativo, ativacdo de sinais
apoptéticos e subsequente morte celular. Recentemente demonstramos que o
tratamento agudo com TMZ (3h) induz autofagia transitéria e senescéncia a longo
prazo (7 dias) em células de glioma (Filippi-Chiela et al, 2014). Resultados do nosso
grupo de pesquisa sugerem que células de glioma expostas a este mesmo
tratamento apresentam aumento transitorio de ROS, atingindo pico 3 dias apos o
tratamento com TMZ, seguido da reducdo. Além disso, resultados preliminares
sugerem que estas células parecem apresentar alteracdes na massa mitocondrial
total. Neste sentido, no presente trabalho nés objetivamos elucidar as alteracdes
mitocondriais, considerando tanto a quantidade quanto a funcionalidade (inferida
através do MMP), disparadas por TMZ em células de glioma, bem como investigar o
efeito biologico de causa e consequéncia destas alteragdes nas células tumorais e o
papel da autofagia neste processo.

Para tal, avaliamos tanto a massa como a manutencdo do MMP na
viabilidade mitocondrial em células selvagens e silenciadas para genes importantes
no processo autofdgico tratadas com o quimioterdpico TMZ. Apds tratamento

agudo com TMZ (3h), observamos um aumento na média relativa de mitotracker e
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na porcentagem de células que apresentavam uma alta intensidade de
fluorescéncia vermelha a partir do dia 5, o que indica um aumento na massa
mitocondrial da populagdo celular. Além disso, no dia 7 observamos o aumento de
uma populacdo de células com baixa quantidade de mitocéndrias, sugerindo ou que
existem subpopulacdes celulares que respondem de maneira diferente a TMZ
quanto a massa mitocondrial, ou que existe uma dindmica de altera¢des da massa
mitocondrial pela qual a maioria das células tratadas com TMZ passa.

Quando comparamos as células U87wt com as células silenciadas para
beclina e Atg7 nao observamos diferenca tanto na média relativa de mitotracker
como na porcentagem de células com alta intensidade de fluorescéncia vermelha
em resposta a TMZ, indicando que a autofagia parece ndo estar envolvida
diretamente nas altera¢des mitocondriais induzidas por TMZ em células de glioma.
Da mesma forma, estes dados sugerem que TMZ nao induz mitofagia em células
U87. Ja& existem trabalhos que descrevem que, sob condi¢cdes de estresse
metabdlico, células epiteliais renais Bec*/ acumulam mitocondrias com
anormalidades estruturais. Além disso, essas células também apresentam um
aumento na geracao de ROS, causando dano ao DNA e aneuploidias (Takahashi et
al. 2007). Células Bec*/- também apresentaram actimulo da proteina p62, a qual
atua como marcadora de componentes celulares a serem degradados por autofagia,
0 que pode potencializar a geracdo de ROS por causa da disfuncdo mitocondrial
(Mathew et al. 2009). Quanto a proteina Atg7, ja foi mostrado que sua delecdo em
células do sistema hematopoiético em camundongos resulta no acimulo de
mitocondrias, producdo de superoxido e morte de células tronco hematopoiéticas
(Mortensen et al. 2011). Outro estudo mostrou que o silenciamento de Atg7 e
Atgl2 em células de cancer de mama expostas a tratamento agudo com o
quimioterapico indutor de dano ao DNA Doxorubicina (Doxo) causa um aumento
na massa mitocondrial total, sugerindo que mitofagia esteja envolvida na resposta a
Doxorubicina. Neste modelo, o silenciamento de genes de autofagia em contexto de
dano ao DNA levou a diminui¢do na viabilidade das mitocéndrias (Cho et al. 2011).
Por outro lado, no presente estudo, o silenciamento de beclina e Atg7 nao alterou

significativamente a massa mitocondrial presente nas células tratadas com TMZ.
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Dessa forma, como o tipo de dano ao DNA e a sinalizacdo de resposta de dano e
reparo de DNA ¢ diferente entre Doxo e TMZ, seria plausivel assumirmos que esta
sinalizagdo module o desfecho final que envolve mitofagia. Porém, dados
preliminares obtidos ao longo do presente trabalho utilizando Doxo nas células
U87 sugerem que o perfil de resposta destas células com relagdo a massa
mitocondrial é semelhante a resposta a TMZ, com aumento da massa mitocondrial
e do MMP.

Na andlise de MMP utilizando a molécula fluorescente JC1, através da qual
inferimos a integridade da organela, observamos uma reducao inicial (3d) de
aproximadamente 30% na razao de fluorescéncia vermelha pela fluorescéncia
verde, sugerindo uma perda no potencial de membrana mitocondrial e
consequente perda de viabilidade da organela ou uma diminui¢ao na porcentagem
de mitocondrias com potencial de membrana normal. Esta cinética é semelhante a
cinética de aumento de ROS observada apés o tratamento com TMZ, bem como ao
aumento transitério de autofagia observado apds tratamento com TMZ. Isto sugere
que, apesar do aumento da massa mitocondrial observado ja no 3¢ dia apés o
tratamento com TMZ, estas organelas apresentam uma reducdo do MMP,
potencialmente causada pelo aumento de ROS intracelular. Apds o dia 5, por outro
lado, houve um aumento na porcentagem de mitocéndrias com aumento de MMP
em células tratadas com TMZ.

Tanto o aumento da massa como de MMP podem estar relacionados com o
aumento da célula causado pela entrada em senescéncia celular, ja que o aumento
celular que ocorre na senescéncia sinaliza para a produ¢do de novas organelas,
incluindo mitocondrias (Nisoli et al. 2005). A indu¢do de senescéncia em células
tratadas com TMZ foi comprovada pelos dois métodos utilizados, o aumento de
fluorescéncia verde emitida por C12FDG (substrato fluorescente da enzima beta-
galactosidase) e um aumento no tamanho dos nucleos analisados por NMA.

Para que seja mantida a homeostase celular, é importante que exista um
balanco entre a biogénese e a degradacdo mitocondrial. A biogénese de
mitocondrias é um evento celular complexo que envolve a sintese coordenada de

proteinas codificadas pelo DNA nuclear e pelo mtDNA. Assim sendo, quando o
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contetdo presente no mtDNA reduz, o mesmo deveria acontecer com a biogénese
de mitocondrias (Luo et al. 2012). A biogénese de mitocondrias em células
eucariotas é mediada pelo fator de transcrigdo PGC1lalfa (Wu et al 1999), que pode
ser induzido por estresse oxidativo (Austin & St-Pierre 2012). PGC1lalfa é um co
ativador transcricional que interage e ativa fatores de transcri¢do responsaveis
pela sintese de novas mitocondrias em células eucariotas e, de maneira nao menos
importante, pela inducdao de enzimas antioxidantes. Dessa forma, em resposta ao
aumento de ROS e dano mitocondrial, PGCla poderia favorecer uma adaptagio
metabolica acompanhada pela supressdao de ROS nas células (Austin & St-Pierre,
2012), como demonstrado pelos nossos dados preliminares (redu¢do de ROS a
partir do dia 3). O tratamento com TMZ pode ter levado ao aumento dos niveis e
atividade de PGC1alfa, levando a biogénese mitocondrial e assim contribuindo para
o aumento da massa mitocondrial em células tratadas. Este aspecto é uma
perspectiva importante do presente trabalho

Por outro lado, observamos o aumento de uma populacdo de células com
massa mitocondrial reduzida no dia 7. Neste sentido, a proteina pré-apoptotica da
familia Bcl2 BNIP3 é importante para o aumento da mitofagia induzido por estresse
oxidativo (Gustafsson, 2011). BNIP3 se localiza na membrana de mitocondrias e
contribui para a remoc¢do mitofagica das mesmas por interagir com a proteina LC3.
O gene BNIP3 ¢ induzido em situacdes de estresse pela proteina p53, que se
encontra superexpressa em células U87wt tratadas com TMZ, portanto BNIP3 pode
estar envolvida na resposta ao quimioterapico (Hirosi et al. 2001). Logo, uma das
perspectivas do trabalho é estudar os niveis de PGClalfa e BNIP3 em células
tratadas com TMZ para avaliar a relacao biogénese/degradagdo presente nessas
células.

Como discutido acima, o tratamento com TMZ induziu alteragdes
importantes na massa mitocondrial de células de glioma. A partir destes dados,
algumas questdes centrais emergiram: (a) qual o perfil proliferativo das diferentes
subpopulagdes celulares?; e (b) Qual a estabilidade do fenétipo das subpopulagdes
presentes apd6s 7d do tratamento agudo com TMZ? Através do sorting por

citometria de fluxo separamos quatro subpopulagdes celulares distintas com base
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na quantidade de mitocondrias e complexidade celular (SSC). A andlise das
subpopulagdes separadas a partir do sorting estda em andamento, mas resultados
preliminares sugerem que: (a) as subpopulacdes possuem diferentes taxas
proliferativas, o que pode ser um indicativo que diferentes massas mitocondriais
podem determinar a resisténcia ou ndo a TMZ; e (b) que o fen6tipo de aumento da
massa mitocondrial (populacdo P5 nas células tratadas com TMZ) é transitério,
uma vez que a re-analise da massa mitocondrial ap6s 5 dias mostrou que as células
haviam reduzido a massa mitocondrial, deslocando-se para a regido de P4 (células
com reduzida massa mitocondrial) .

Em um estudo recente, a atividade da cadeia respiratéria mitocondrial ja foi
correlacionada com a manutencdo de melanomas e pelo fendtipo resistente a
multiplas drogas, e propondo que terapias envolvendo a modulagdo da atividade
mitocondrial poderiam aumentar a eficiéncia de tratamentos ja existentes e reduzir
a recorréncia de tumores (Roesch et al. 2013). J& foram propostos tratamentos
usando terapias indutoras de mitofagia e que afetem o funcionamento mitocondrial
(Galluzzi et al 2006, Fulda et al 2010), porém, maiores estudos sdo necessarios para
entender a correlacdo existente entre biogénese e degrada¢cdo mitocondrial e suas

respostas a diferentes quimioterapicos hoje utilizados.
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6. Perspectivas

v" Acompanhamento por um periodo maior de tempo de células tratadas com
TMZ para avaliar altera¢des de massa e funcionalidade mitocondrial.

v" Anélise usando JC1 nas células silenciadas para Atg7 e beclina para verificar
se o aumento na massa mitocondrial ndo é seguido de uma diminui¢ao na no
potencial de membrana das mitocondrias.

v" Medir os niveis de ATP celulares nas células selvagens e silenciadas para
genes autofagicos.

v Avalia¢ido do dano ao mtDNA por PCR quantitativo em tempo real .

v' Western blot para as proteinas BNIP3, PGClalfa e p62 em células separadas
por sorting em citdbmetro de fluxo e em linhagens em cultura.

v' Avaliar a capacidade proliferativa das 4 subpopula¢des separadas por
sorting e se a distribuicdo da massa mitocondrial é alterada (em
andamento).

v' Transfectar células U87wt com o plasmideo pDsREd2 que marca
mitocondrias em vermelho e com o plasmideo da proteina verde
fluorescente GFP fusionado a proteina LC3 para marcar autofagossomos de
verde. Usar microscopia de fluorescéncia para tentar co-localizar os dois em

células tratadas com TMZ e avaliar a indugao de mitofagia.
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