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“Somewhere,	something	incredible	is	waiting	to	be	known.”	

Carl	Sagan	
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Resumo	

	

Mitocôndrias	 desempenham	 funções	 celulares	 vitais.	 O	 funcionamento	

dessas	 organelas	 e	 seu	 papel	 no	metabolismo	 celular,	 não	 surpreendentemente,	

têm	sido	implicados	no	desenvolvimento	de	diferentes	cânceres.	Nos	últimos	anos,	

diversos	 estudos	 tem	 sugerido	 um	 papel	 importante	 para	 as	 mitocôndrias	 e	 o	

metabolismo	 celular	na	 resposta	 à	 terapia	 e	na	 resistência	de	 células	 tumorais	 à	

essa	 terapia.	 Dado	 o	 papel	 central	 da	 mitocôndria	 na	 homeostase	 celular,	

avaliamos	 as	 alterações	mitocondriais	 e	metabólicas	 em	 células	 de	 glioblastoma	

em	 resposta	 ao	 tratamento	 com	 o	 quimioterápico	 Temozolomida	 (TMZ).	 O	

tratamento	 agudo	 com	 TMZ	 induziu	 um	 aumento	 transitório	 tanto	 na	 massa	

mitocondrial	como	no	potencial	de	membrana	mitocondrial	 (MMP)	5	dias	após	o	

tratamento,	seguido	de	uma	diminuição	dos	mesmos	parâmetros	no	sétimo	dia.	O	

aumento	 desses	 parâmetros	 é	 acompanhado	 por	 uma	 diminuição	 nos	 níveis	 de	

expressão	de	PGC1a	no	dia	3	e	um	aumento	progressivo	nos	níveis	de	autofagia,	

sugerindo	 que	 o	 aumento	 de	 massa	 mitocondrial	 é	 independente	 de	 PGC1a,	

podendo	 ser	 devido	 à	 um	 acúmulo	 de	 mitocôndrias.	 Além	 disso,	 o	 aumento	 de	

massa	mitocondrial	e	potencial	de	membrana	se	correlacionam	com	os	níveis	mais	

elevados	de	estresse	oxidativo	e	senescência	no	D5.	Também	foram	avaliadas	taxas	

de	 consumo	 de	 oxigênio	 tanto	 em	 células	 controle	 como	 tratadas	 com	 TMZ,	

observando-se	 no	 D5	 células	 apresentam	 essas	 taxas	 elevadas	 e	 uma	 maior	

capacidade	 reserva.	 A	 fim	 de	 entender	 como	 alterações	 mitocondriais	 podem	

influenciar	 na	 resposta	 à	 quimioterapia,	 nós	 tratamos	 as	 células	 previamente	

tratadas	com	TMZ	no	dia	5	com	inibidores	de	glicólise	e/ou	fosforilação	oxidativa	e	

acompanhamos	 o	 número	 de	 células.	 Os	 resultados	 sugerem	 que	 os	 inibidores	

diminuem	 a	 proliferação	 celular.	 Além	disso,	 células	 tratadas	 com	TMZ	 parecem	

ser	mais	sensíveis	à	 inibição	de	 fosforilação	oxidativa	do	que	glicólise,	 sugerindo	

que	TMZ	reprograma	o	metabolismo	dessas	células	para	um	estado	mais	oxidativo.	
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Abstract	

	

Mitochondria	 play	 vital	 cellular	 functions.	 These	 organelles	 functions	 and	

roles	 in	 cellular	 metabolism	 not	 surprisingly	 have	 been	 implicated	 in	 a	 broad	

spectrum	of	diseases,	including	neurodegeneration	and	cancer.	Lately,	it	has	been	

given	an	important	role	for	mitochondria	and	cellular	metabolism	in	response	and	

resistance	 of	 tumour	 cells	 to	 therapy.	 Given	 the	 central	 role	 of	 mitochondria	 in	

cellular	 homeostasis,	 we	 evaluated	 mitochondria	 network	 alterations	 in	

glioblastoma	 cells	 in	 response	 to	 treatment	 with	 the	 chemotherapeutic	

Temozolomide	(TMZ).	The	acute	treatment	with	TMZ	induced	an	increase	in	both	

mitochondrial	 mass	 and	mitochondrial	 membrane	 potential	 (MMP)	 5	 days	 after	

treatment,	followed	by	a	decrease	in	the	same	parameters	on	day	7.	The	increase	

in	 these	parameters	 is	accompanied	by	a	decrease	 in	PGC1a	expression	on	day	3	

and	 a	 progressive	 increase	 in	 autophagy	 levels,	 suggesting	 that	 the	 increase	 in	

mitochondrial	mass	is	independent	of	PGC1a	and	may	be	due	to	an	accumulation	of	

mitochondria.	Also,	 the	 increase	 in	mitochondrial	mass	and	MMP	correlates	with	

higher	 levels	 of	 oxidative	 stress	 and	 senescence	 on	 day	 5.	 We	 also	 evaluated	

mitochondrial	 oxygen	 consumption	 in	 both	 control	 and	 treated	 with	 TMZ	 cells,	

observing	 that	 5	 days	 after	 treatment	 with	 TMZ	 cells	 have	 higher	 oxygen	

consumption	 rates	 and	 a	 higher	 reserve	 capacity.	 In	 order	 to	 understand	 how	

mitochondrial	alterations	influence	the	response	to	chemotherapy,	we	treated	the	

cells	 previously	 treated	with	 TMZ	 on	 D5	with	 glycolysis	 and	 OXPHOS	 inhibitors	

and	 followed	 cell	 number.	 Results	 suggest	 that	 these	 inhibitors	 abrogate	 TMZ-

treated	 cells	 proliferation.	Also,	TMZ-treated	 cells	 are	more	 sensitive	 to	OXPHOS	

inhibition	than	control	cells,	suggesting	that	TMZ	reprograms	the	cells	metabolism	

to	a	more	oxidative	state	instead	of	a	glycolytic	one.	
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1.	INTRODUÇÃO	

	

	

1.1	Mitocôndrias,	espécies	reativas	de	oxigênio	e	câncer	

	

Mitocôndrias	 são	 organelas	 indispensáveis	 para	 o	 metabolismo	 celular,	

regulação	 de	 apoptose	 e	 sinalização	 celular.	 Essas	 organelas	 apresentam	 duas	

membranas	 fosfolipídicas,	 uma	 externa	 e	 outra	 interna	 formada	 por	 cristas	

resultantes	do	próprio	dobramento	da	membrana.	Sua	função	mais	conhecida	é	a	

produção	de	ATP	via	fosforilação	oxidativa	(OXPHOS)	na	membrana	mitocondrial	

interna	 (Hattori	 et	 al.,	 2014).	 Outra	 particularidade	 dessas	 organelas	 é	 que	 elas	

possuem	 seu	 próprio	 DNA	 (mtDNA),	 uma	 molécula	 circular	 de	 fita	 dupla	 com	

aproximadamente	 16.5	 kb	 de	 tamanho	 e	 que	 contém	37	 genes	 responsáveis	 por	

codificar	13	subunidades	dos	complexos	I,	 III,	 IV	e	V	da	cadeia	transportadora	de	

elétrons;	 além	 de	 codificar	 22	 tRNAs	 e	 2	 rRNAs.	 Além	 da	 produção	 de	 ATP,	

mitocôndrias	 estão	 envolvidas	 no	 metabolismo	 de	 aminoácidos	 e	 nitrogênio,	

homeostase	de	cálcio	e	regulação	do	estado	redox	celular.	Também	participam	nos	

processos	 de	morte	 celular,	 controlando	 a	 via	 intrínseca	 da	 apoptose	 através	 da	

liberação	 de	 fatores	 pró-apoptóticos,	 como	 citocromo	 c	 e	 SMAC	 (Second	

Mitochondria-derived	 Activator	 of	 Caspase)	 do	 espaço	 intermembrana	

mitocondrial	para	o	citoplasma	(Orrenius	et	al.,	2003).		

Tendo	 em	 vista	 que	 mitocôndrias	 efetuam	 funções	 vitais	 (metabolismo	

energético)	 e	 letais	 (morte	 celular)	 tanto	 em	 contextos	 fisiológicos	 quanto	

patológicos,	 não	 é	 nenhuma	 surpresa	 que	 mitocôndrias	 sejam	 implicadas	 na	

iniciação	 e	 progressão	 tumoral	 (Ohta,	 2006;	 Fulda	 et	 al.,	 2010).	 Foi	 em	 1920	

através	dos	 experimentos	de	Otto	Warburg	que	ocorreu	a	primeira	descrição	do	

envolvimento	 de	 mitocôndrias	 em	 câncer.	 Desde	 então,	 mais	 estudos	 têm	

evidenciado	 que	 mitocôndrias	 em	 células	 tumorais	 são	 estruturalmente	 e	

funcionalmente	diferentes	de	células	não-tumorais	(Zhang	et	al.,	2010).	Em	células	

tumorais,	essas	organelas	sofrem	mudanças	e	se	caracterizam	pela	superprodução	

de	espécies	reativas	de	oxigênio	(ROS),	que	podem	promover	o	desenvolvimento	

tumoral	através	da	indução	de	instabilidade	genômica	e	modificando	a	expressão	

de	genes.	Além	disso,	o	dano	oxidativo	também	pode	induzir	mutações	no	mtDNA,	
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danificando	assim	o	processo	de	OXPHOS,	o	que	consequentemente	vai	aumentar	a	

produção	 de	 ROS,	 completando	 assim	 o	 “ciclo	 vicioso”	 entre	mitocôndrias,	 ROS,	

instabilidade	genômica	e	desenvolvimento	tumoral	(Yang	et	al.,	2016).	

Assim	 como	 nas	 doenças	 neurodegenerativas,	 o	 câncer	 também	 se	

caracteriza	 por	 um	 aumento	 expressivo	 na	 produção	 de	 ROS,	 principalmente	

originados	 da	 OXPHOS.	 O	 desequilíbrio	 redox	 resultante	 causa	 	 dano	 ao	 DNA,	 a	

proteínas	 e	 a	 lipídeos	 e	 desregula	 vias	 apoptóticas.	 Seus	 efeitos	 deletérios	 são	

rapidamente	 manifestados,	 afetando	 profundamente	 mitocôndrias.	 Em	 células	

tumorais,	 o	 aumento	 nos	 níveis	 de	 ROS	 tem	 sido	 associado	 com	 mutações	 no	

mtDNA	 que,	 por	 sua	 vez,	 parecem	 causar	 alterações	 no	 estado	 bioenergético	 e	

biossintético	da	célula	–	ocasionando	uma	reprogramação	metabólica.	Além	disso,	

a	 superprodução	 de	 ROS	 pode	 elevar	 a	 peroxidação	 de	 ácidos	 graxos	 nas	

membranas	 mitocondriais.	 A	 peroxidação	 do	 fosfolípideo	 cardiolipina	 na	

mitocôndria	leva	à	formação	de	aldeídos	reativos,	como	o	4-hidroxinonemal	(HNE)	

e	malondialdeído	(MDA),	que	são	capazes	de	reagir	com	proteínas	e	DNA	(Barrera	

et	al.,	2016;	Yang	et	al.,	2016).	

Tendo	em	vista	que	o	conteúdo	de	ROS	em	células	tumorais	é	normalmente	

aumentado,	 mitocôndrias	 dependem	 do	 seu	 sistema	 antioxidante	 para	

neutralização	 e	 eliminação	 dos	 radicais	 gerados	 por	 OXPHOS.	 A	 dismutação	 do	

radical	 O2•-	 produzido	 na	 matriz	 mitocondrial	 é	 catalisado	 por	 Mn	 superóxido	

dismutase	 (MnSOD,	 SOD2),	 enquanto	 a	 dismutação	 de	 O2	 produzido	 no	 espaço	

intermembrana	 é	 catalisada	 por	 Cu/ZnSOD	 (conhecida	 também	 como	 SOD1).	

Outra	enzima	mitocondrial,	MTHFD2	(methylene-tetrahydrofolate	dehydrogenase	

2)	também	parece	estar	envolvida	na	geração	de	NADH,	necessário	para	proteção	

contra	ROS	e	para	a	síntese	de	macromoléculas.	Por	outro	lado,	MTHFD2	também	é	

apontada	 como	 responsável	 pela	 produção	 de	 purinas	 em	 tumores	 altamente	

proliferativos,	sendo	portanto	superexpressa	nesses	(Barrera	et	al.,	2016).	

Dados	 recentes	 sugerem	 que	 alguns	 oncogenes	 e	 genes	 supressores	

tumorais	podem	modular	a	dinâmica	mitocondrial	através	de	importantes	vias	de	

sinalização	celular,	e	que	a	massa	e	função	mitocondriais	variam	entre	tumores	e	

indivíduos.	Mudanças	na	massa	mitocondrial	são	controladas	tanto	por	mudanças	

na	 biogênese	 mitocondrial,	 controlada	 pelo	 fator	 de	 transcrição	 PGC1α	

(peroxisome-proliferator-activated	 receptor	 γ	 co-activator-1α),	 como	 pela	
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autofagia	 de	 mitocôndrias	 (também	 chamada	 de	 mitofagia).	 Tanto	 a	 biogênese	

mitocondrial	 quanto	 a	mitofagia	 são	 processos	 que	 são	 regulados	 em	 resposta	 a	

estresses	 celulares,	 incluindo	a	disponibilidade	de	nutrientes	 e	o	 estado	 redox,	 e	

são	 influenciadas	 pela	 atividade	 de	 importantes	 oncogenes	 e	 genes	 supressores	

tumorais.	Apesar	de	muito	 ter	 sido	descoberto	 recentemente	a	 respeito	de	como	

esses	 processos	 são	 coordenados	 em	 cultura	 de	 células	 e	 modelos	 murinos,	

existem	 poucas	 evidências	 sobre	 como	 ocorrem	 as	 mudanças	 em	 massa	

mitocondrial	em	tumores	primários	in	vivo.	Além	disso,	apesar	de	se	saber	que	há	

uma	variação	significante	na	massa	mitocondrial	entre	tumores	e	indivíduos,	ainda	

se	desconhece	se	há	relação	com	o	grau	do	tumor,	o	subtipo	molecular,	a	resposta	à	

terapia	e/ou	à	 recorrência,	 informações	que	poderiam	ser	de	extrema	relevância	

clínica	(Pokorný	et	al.,	2015).	

Os	 múltiplos	 papéis	 essenciais	 desempenhados	 por	 mitocôndrias	 na	

transformação	e	progressão	tumoral	fazem	dessas	organelas	alvos	promissores	na	

terapia	 anticâncer.	 Além	disso,	 o	 envolvimento	 de	mitocôndrias	 na	 regulação	 de	

apoptose	 e	 na	 reprogramação	 metabólica	 de	 células	 tumorais	 seria	 um	 ponto	

importante	na	concepção	de	novos	fármacos	direcionados	a	mitocôndrias.	Usando	

a	diferença	entre	mitocôndrias	de	células	tumorais	e	células	não	tumorais,	já	foram	

desenvolvidos	alguns	agentes	–	como	miméticos	de	BH3	(Bcl-2	homology	domain	

3)	 -	 que	 agem	 especificamente	 nessas	 organelas	 através	 da	 potencialização	 de	

processos	pró-apoptóticos	e	 inibindo	a	ação	de	fatores	anti-apoptóticos,	podendo	

ativar	assim	a	apoptose	bloqueada	em	células	tumorais	(Zhang	et	al.,	2010).	Neste	

sentido,	 uma	 abordagem	 que	 poderia	 ser	 usada	 seria	 a	 de	 aumentar	 a	

permeabilidade	 da	 membrana	 externa	 mitocondrial,	 levando	 à	 ruptura	 da	

membrana	e	liberação	de	fatores	pró-apoptóticos	do	espaço	intermembrana.	Outra	

abordagem	 para	 iniciar	 a	 apoptose	 pode	 ser	 o	 uso	 de	 homólogos	 de	 BH3,	 que	

possuem	a	mesma	 estrutura	 e	 funcionalidade	 de	 proteínas	 pró-apoptóticas	BH3.	

Por	 antagonizar	 as	 proteínas	 anti-apoptóticas	 Bcl-2	 e/ou	 Bcl-XL,	 homólogos	 de	

BH3	 facilitam	 a	 formação	 de	 poros	 na	membrana	 externa	mitocondrial	mediada	

por	BAX	(Bcl-2	associated	protein)	e	BAK	(Bcl-2	antagonist/killer	protein)	(Fulda	

et	al.,	2010).		

Algumas	 estratégias	 de	 administração	 de	 fármaco	 dirigida	 para	

mitocôndrias	 já	 foram	 desenvolvidas.	 Entre	 esses	 sistemas	 estão	 1)	 cátions	
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lipofílicos	 deslocalizados	 (DLCs),	 que	 têm	 como	 alvo	 a	 carga	 negativa	 da	matriz	

mitocondrial	 e	 prontamente	 atravessam	 as	 membranas	 mitocondriais;	 2)	

sequências	de	direcionamento	mitocondrial	 (MTSS),	que	contém	polipeptídios	de	

20	a	40	resíduos	de	aminoácidos	que	podem	ser	reconhecidos	pela	maquinaria	de	

importação	 mitocondrial;	 3)	 aminoácidos	 sintéticos	 e	 transportadores	

mitocondriais	baseados	em	peptídeos	que	entram	em	mitocôndrias	de	uma	forma	

orientada	 por	 carga,	 evitando	 o	 sequestro	 por	 lisossomo/endossomo	 e	 assim	

melhorando	 o	 acúmulo	 em	 mitocôndrias;	 4)	 transportadores	 baseados	 em	

vesículas	 que	 se	 direcionam	 para	mitocôndrias	 e	 se	 fusionam	 com	 a	membrana	

externa	(Horton	et	al.,	2008;	Yamada	e	Harashima,	2008)	.		

Porém,	mesmo	com	os	potenciais	benefícios	clínicos	em	direcionar	a	terapia	

à	 essas	 organelas,	 ainda	 se	 debate	 a	 especificidade	 e	 seletividade	 em	 células	

tumorais;	 já	 que,	 por	 exemplo,	 se	 a	 terapia	 tiver	 como	 alvo	 a	 produção	 de	 ATP,	

também	pode	interferir	na	produção	em	células	normais.	Portanto,	tendo	em	vista	

o	potencial	papel	de	mitocôndrias	no	tratamento	anticâncer	e	o	desenvolvimento	

de	alguns	 fármacos	dirigidos	para	a	organela,	um	melhor	conhecimento	do	papel	

mitocondrial	 no	 desenvolvimento	 tumoral	 e	 resposta	 à	 terapia	 ajudaria	 a	

desvendar	outros	alvos	terapêuticos	e	a	aumentar	a	seletividade	dos	tratamentos.	
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1.2	Metabolismo	tumoral	

	

Conforme	discutido	anteriormente,	células	tumorais	possuem	mitocôndrias	

que	 diferem	 estruturalmente	 e	 funcionalmente	 de	 mitocôndrias	 de	 células	 não	

tumorais	e	essas	organelas	ativamente	participam	na	carcinogênese	e	progressão	

tumoral.	 Outra	 diferença	 entre	 células	 tumorais	 e	 não	 tumorais	 é	 uma	

reprogramação	 no	 metabolismo	 em	 células	 tumorais	 que	 depende	 das	 funções	

bioenergéticas	e	biossintéticas	das	mitocôndrias	(Yang	et	al.,	2016).		

A	glicose	é	fonte	energética	central	usada	em	processos	biosintéticos	dentro	

da	 célula.	 Em	 células	 não	 tumorais,	 que	 não	 se	 dividem	 rapidamente	 e	 em	

condições	em	que	o	oxigênio	não	é	 limitante,	a	glicose	é	metabolizada	através	da	

glicólise	em	piruvato,	que	subsequentemente	entra	no	ciclo	do	ácido	tricarboxílico	

(TCA)	na	mitocôndria	para	a	síntese	de	36	moléculas	de	ATP/molécula	de	glicose	

via	 fosforilação	 oxidativa.	 Porém,	 na	 maioria	 das	 células	 tumorais,	 mesmo	 na	

presença	de	oxigênio,	 existe	um	redirecionamento	do	metabolismo	em	direção	à	

glicólise	 e	 fermentação	 em	 lactato,	 resultando	 na	 produção	 de	 apenas	 duas	

moléculas	 de	 ATP/molécula	 de	 glicose	 utilizada	 (Prasanna	 et	 al.,	 2009).	 Essa	

reprogramação	 do	 metabolismo	 de	 células	 tumorais	 para	 realizarem	 glicólise	

mesmo	 na	 presença	 de	 oxigênio	 é	 denominada	 de	 efeito	 Warburg	 e	 foi	

primeiramente	descrita	em	1924	pelo	bioquímico	Otto	Warburg	(Figura	1).		

	

	

	

	

	

	

	



	 15	

	
Figura	 1:	 Esquema	 representando	 a	 diferença	 entre	 fosforilação	 oxidativa,	 glicólise	

anaeróbica	 e	 glicólise	 aeróbica	 (efeito	Warburg).	 Células	 diferenciadas	 não	proliferativas	 quando	

em	 presença	 de	 oxigênio	 metabolizam	 glicose	 em	 piruvato	 através	 da	 glicólise	 e	 então	 oxidam	

completamente	a	maioria	do	piruvato	em	CO2	na	mitocôndria	durante	o	processo	de	 fosforilação	

oxidativa.	Como	o	oxigênio	é	necessário	como	o	aceptor	final	de	elétrons	para	a	completa	oxidação	

da	molécula	 de	 glicose,	 o	 oxigênio	 é	 essencial	 para	 esse	 processo.	 Quando	 há	 pouco	 oxigênio,	 as	

células	podem	redirecionar	o	piruvato	gerado	pelo	processo	de	glicólise	para	a	produção	de	lactato	

através	da	glicólise	anaeróbica.	Essa	geração	de	lactato	permite	que	a	glicólise	continue	através	da	

reciclagem	 de	 NADH	 para	 NAD+,	 porém	 resulta	 em	 uma	 produção	 mínima	 de	 ATP	 quando	

comparada	com	a	fosforilação	oxidativa.	Em	células	tumorais,	ocorre	o	efeito	Warburg,	que	consiste	

na	conversão	da	maior	parte	das	moléculas	de	glicose	em	lactato,	mesmo	se	o	oxigênio	é	presente.	

Essa	propriedade	é	compartilhada	com	células	não-tumorais	proliferativas.	As	mitocôndrias	nesse	

caso	continuam	funcionais	e	algum	nível	de	fosforilação	oxidativa	ainda	ocorre	em	células	tumorais.	

Fonte:	Heiden	et	al,	2009	
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Porém,	ao	contrário	do	que	Warburg	acreditava,	esse	efeito	não	é	resultante	

de	 mitocôndrias	 danificadas	 e	 consequentemente	 não	 funcionais	 em	 câncer	

(Liberti	e	Locasale,	2016).	A	reprogramação	do	metabolismo	energético	em	células	

tumorais	 parece	 um	processo	 contra-produtivo,	 uma	 vez	 que	 as	 células	 tem	que	

compensar	 a	 baixa	 eficiência	 na	 produção	 de	 ATP	 resultante	 do	 processe	 de	

glicólise.	Elas	assim	o	fazem	em	parte	através	da	regulação	de	transportadores	de	

glicose,	principalmente	GLUT1,	o	que	aumenta	a	 captação	de	glicose	para	dentro	

do	citoplasma	da	célula.	Células	tumorais	chegam	a	consumir	em	média	10	vezes	

mais	 glicose	 do	 que	 células	 não	 tumorais	 e	 aumentam	 em	30	 vezes	 os	 níveis	 de	

glicólise	 para	 suprir	 as	 suas	 necessidades	 bioenergéticas	 (Fu	 et	 al.,	 2016).	 Já	 foi	

demonstrado	 que	 tumores	 como	 gliomas,	 meningiomas	 e	 sarcomas	 aumentam	

seus	 níveis	 de	 expressão	 de	 transportadores	 de	 glicose.	 	 Também	 é	 importante	

ressaltar	que,	 como	o	microambiente	 tumoral	possui	disponibilidade	 limitada	de	

glicose,	 pode	 haver	 uma	 competição	 por	 nutrientes	 com	 células	 não	 tumorais	

adjacentes	(Chen	et	al.,	2015;	Garcia-Heredia	e	Carnero,	2015).	

Além	 do	 aumento	 na	 captação	 e	 utilização	 de	 glicose	 já	 ter	 sido	

documentado	em	diversos	tipos	tumorais,	ele	é	também	a	base	para	a	utilização	da	

tomografia	de	emissão	de	pósitron	(PET)	para	visualização	de	tumores.	A	técnica	

consiste	 em	 usar	 um	 análogo	 de	 glicose	 radio	marcado	 (18F-fluorodeoxiglicose)	

como	um	 indicador	para	mostrar	a	utilização	exacerbada	de	glicose	por	 tumores	

(Gatto	e	Nielsen,	2016).		

A	utilização	de	glicólise	também	já	foi	correlacionada	com	alguns	oncogenes	

–	como	RAS	e	MYC	–	e	com	alguns	genes	supressores	tumorais	–	como	TP53	–	cujas	

alterações	 em	 células	 tumorais	 foram	 selecionadas	 principalmente	 pelos	

benefícios	 que	 conferem	 na	 proliferação	 de	 células	 tumorais	 e	 na	 evasão	 de	

apoptose.	Em	tumores	em	situações	de	hipóxia,	a	glicólise	se	acentua.	O	sistema	de	

resposta	a	condições	hipóxicas	regula	positivamente	os	transportadores	de	glicose	

e	 diversas	 enzimas	 da	 via	 glicolítica.	 Logo,	 tanto	 a	 oncoproteína	 RAS	 quanto	 a	

hipóxia	podem	independentemente	aumentar	os	níveis	dos	fatores	de	transcrição	

HIF1a	 e	HIF2a,	 o	 que	 por	 sua	 vez	 regulam	positivamente	 a	 glicólise	 (Hanahan	 e	

Weinberg,	 2011).	 Recentemente,	 o	 oncogenes	 BRAF	 também	 emergiu	 como	 um	

regulador	 do	 processo	 de	 reprogramação	 metabólica,	 trazendo	 à	 tona	 a	
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importância	 da	 reprogramação	 metabólica	 na	 patogênese	 e	 tratamento	 de	

melanomas	metastáticos	(Smith	et	al.,	2016).	

Células	tumorais	reprogramam	todo	o	seu	metabolismo	a	fim	de	promover	

o	 crescimento	 celular,	 sobrevivência	 celular,	 proliferação	 e	 manutenção	 da	

homeostase	 celular.	 Juntamente	 com	 o	 aumento	 de	 glicólise,	 células	 tumorais	

também	sofrem	outras	 alterações	metabólicas,	 transformando	 suas	mitocôndrias	

em	 máquinas	 de	 síntese	 de	 macromoléculas;	 ocorrendo	 consequentemente	 o	

aumento	na	síntese	de	ácidos	graxos	e	aumento	da	metabolização	de	glutamina	(Fu	

et	 al.,	 2016;	 Liberti	 e	 Locasale,	 2016).	 A	 glutaminólise	 aumentada	 fornece	

substratos	 para	 síntese	 de	 lipídeos	 e	 ácidos	 nucléicos,	 fundamentais	 para	 o	

fenótipo	proliferativo	de	células	tumorais	(Li	et	al.,	2016).	

Além	 disso,	 tumores	 também	 apresentam	 mutações	 em	 enzimas	

mitocondriais	 -	 como	 succinato	 desidrogenase	 -	 e	 outros	 componentes	

importantes	na	glicólise	e	no	ciclo	de	Krebs,	o	que	leva	à	um	aumento	no	fluxo	em	

direção	 à	 vias	 de	 biossíntese	 e	 produção	 de	 NADPH.	 Em	 células	 não	 tumorais	

altamente	 proliferativas	 também	 já	 foi	 demonstrado	 ocorrer	 o	 efeito	 Warburg,	

aumentando	os	níveis	de	glicólise	e	diminuindo	a	OXPHOS	(Pokorný	 et	al.,	2015;	

Barrera	et	al.,	2016).	

Até	muito	recentemente,	não	era	claro	se	as	alterações	metabólicas	sofridas	

em	células	tumorais	eram	apenas	um	espectador	ou	se	tinham	um	papel	central	na	

patogênese	 tumoral,	porém	estudos	 farmacológicos	e	genéticos	 já	demonstraram	

conclusivamente	 que	 o	 efeito	Warburg	 é	 necessário	 para	 o	 crescimento	 tumoral	

(Chen	et	al.,	2015;	Courtnay	et	al.,	2015;	Gatto	e	Nielsen,	2016).	O	efeito	Warburg	

tem	 sido	 então	 estudado	 extensamente	 nos	 últimos	 10	 anos	 (Liberti	 e	 Locasale,	

2016).	Considerando-se	a	 importância	da	 reprogramação	do	metabolismo	para	a	

manutenção	 da	 massa	 tumoral	 através	 do	 balanço	 entre	 suas	 necessidades	

biosintéticas	 e	 bioenergéticas,	 Hanahan	 e	 Weinberg	 adicionaram	 em	 2011	 a	

reprogramação	metabólica	 como	 um	 hallmark	 emergente	 do	 câncer	 (Hanahan	 e	

Weinberg,	2011)	(Figura	2).		

Os	 autores	 chegam	 a	 cogitar	 que	 a	 glicólise	 aeróbica	 possa	 ser	

simplesmente	 outro	 fenótipo	 programado	 por	 oncogenes	 que	 induzem	

proliferação	 celular.	 Porém,	 mutações	 de	 ganho	 de	 função	 na	 enzima	 isocitrato	

desidrogenase	½	(DIH)	já	foram	relatadas	em	gliomas	e	outros	tumores	(Yen	et	al.,	
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2010);	 e	 apesar	 de	 essas	 mutações	 poderem	 ter	 sido	 selecionadas	 pela	 sua	

habilidade	 de	 alterar	 o	 metabolismo	 energético,	 há	 dados	 que	 associam	 sua	

atividade	com	oxidação	elevada	e	estabilidade	dos	fatores	de	transcrição	HIF-1,	o	

que	 pode	 afetar	 a	 estabilidade	 genômica	 e	 a	 capacidade	 de	 invasão	 do	 tumor	

(Reitman	e	Yan,	2010).	
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Figura	 2:.	 Esquema	 representando	 os	 hallmark	 originais	 e	 emergentes	 do	 câncer,	 assim	

como	papel	do	metabolismo	tumoral.	A)	Hallmarks	originais	propostos	por	estarem	envolvidos	na	

patogênese	tumoral.	B)	Novos	hallmarks.	Um	envolve	a	capacidade	de	reprogramar	o	metabolismo	

tumoral	 para	 mais	 efetivamente	 ajudar	 na	 proliferação	 tumoral.	 O	 segundo	 permite	 que	 células	

tumorais	consigam	evadir	a	destruição	imunológica,	especialmente	por	linfócitos	T	e	B,	macrófagos	

e	células	NK.	Como	nenhuma	dessas	características	é	generalizada	para	todos	os	tipos	de	câncer	e	

nem	validadas,	 elas	 são	chamadas	de	hallmarks	emergentes.	Adicionalmente,	duas	características	

que	são	consequência	da	neoplasia	facilitam	a	aquisição	dos	hallmarks	emergentes.	A	instabilidade	

genômica	e	a	mutabilidade	dão	à	células	tumorais	alterações	genéticas	que	permitem	a	progressão	

tumoral.	Fonte:	Hanahan	e	Weinberg	2011.	

	

	

	



	 20	

1.3	Reprogramação	do	metabolismo	em	glioblastoma	

	

Assim	 como	 em	 outros	 tipos	 de	 cânceres,	 a	 reprogramação	 metabólica	 é	

uma	 característica	 fundamental	 de	 glioblastoma	multiforme	 (GBM),	 acomodando	

suas	 necessidades	 elevadas	 de	 nutrientes.	 GBM	 é	 um	 tumor	maligno	 do	 sistema	

nervoso	central,	e	sua	natureza	infiltrativa	além	da	resistência	adquirida	a	radio	e	

quimioterapia	são	algumas	das	características	desse	tumor	(Kennedy	et	al.,	2013).	

A	média	 da	 sobrevivência	 dos	 pacientes	 com	 GBM	 em	 tratamento	 é	 de	 12	 a	 15	

meses	(Clark	et	al.,	2016).	

O	quimioterápico	de	escolha	para	pacientes	com	GBM	é	o	agente	alquilante	

de	 via	 oral	 Temozolomida	 (TMZ).	 Uma	 grande	 limitação	 para	 essa	 terapia	 é	 a	

quimioresistência	 adquirida.	 Já	 se	 sabe	 que	 a	 atuação	 de	 TMZ	 é	 através	 da	

metilação	do	DNA	nuclear	e	a	formação	de	adutos	no	mesmo	que	bloqueiam	o	ciclo	

celular	 e	 induzem	morte	 celular	 por	 apoptose.	 Além	 de	 indução	 de	 senescência,	

autofagia	e	catástrofe	mitótica	(Hirose	et	al.,	2005;	Filippi-Chiela	et	al.,	2013).		

A	 autofagia	 é	 um	 processo	 catabólico	 mediado	 pela	 incorporação	 de	

material	 celular	 em	 vesículas	 de	 membrana	 para	 degradação	 em	 lisossomos.	 É	

assim,	um	processo	crucial	para	a	manutenção	da	viabilidade	e	homeostase	celular	

em	 resposta	 à	 inúmeras	 condições	 de	 estresse	 para	 a	 célula.	 A	 eliminação	 de	

substratos	 pela	 autofagia	 controla	 muitos	 aspectos	 fisiológicos	 da	 célula	 e	 o	

fracasso	 em	 eliminar	 substratos	 potencialmente	 perigosos	 (como	 mitocôndrias	

danificadas)	 pode	 levar	 ao	 desenvolvimento	 de	 doenças	 neurodegenerativas	 e	

câncer.	 Além	 disso,	 essa	 degradação	 seletiva	 contribui	 para	 a	 reciclagem	 de	

nutrientes	e	sustentação	do	metabolismo	celular.	A	via	da	autofagia	e	a	sinalização	

de	nutrientes	se	comunicam	intimamente	um	com	o	outro.	Um	ponto	central	que	

coordena	 essa	 comunicação	 é	 o	 complexo	 proteína	 kinase	 sensível	 a	 nutrientes	

(mTORC1),	 que	 detecta	 os	 níveis	 de	 fatores	 de	 crescimento	 e	 aminoácidos	

(Settembre	e	Ballabio,	2014).	Dados	anteriores	do	nosso	grupo	demonstram	que	

autofagia	 apresenta	 um	 crosstalk	 com	 morte	 celular,	 controle	 do	 ciclo	 celular	 e	

senescência	 após	 o	 tratamento	 com	 TMZ.	 E	 que,	 além	 disso,	 alterações	 no	 DNA	

nuclear	 (nDNA)	 também	 disparam	 autofagia	 que	 pode	 ter	 tanto	 um	 papel	

citoprotetor	como	citotóxico,	dependendo	do	contexto.	Foi	demonstrado	também	

que	 a	 modulação	 desse	 processo	 pode	 ser	 fundamental	 para	 um	 desfecho	
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terapêutico	favorável	(Filippi-Chiela	et	al.,	2013;	Vessoni	et	al.,	2013;	Filippi-Chiela	

et	al.,	2015).	

TMZ	 também	 atua	 no	 DNA	 mitocondrial	 (mtDNA),	 diminuindo	 o	 seu	

número	 de	 cópias	 e	 aumentando	 a	 presença	 de	 deleções	 nesse	 genoma.	 Como	

consequência,	 ocorre	 um	 remodelamento	 da	 cadeia	 transportadora	 de	 elétrons;	

logo,	é	possível	que	a	quimioresistência	adquirida	à	TMZ	possa	ser	uma	resposta	

adaptativa	 ao	 estresse	 genotóxico	 causado	 pelo	 tratamento	 (Oliva	 et	 al.,	 2010).	

Portanto,	uma	reversão	dessa	resposta	adaptativa	pode	restaurar	a	sensibilidade	

ao	 tratamento	com	TMZ,	sendo	uma	estratégia	que	pode	ser	usada	na	clínica	em	

pacientes	com	GBM.	

Além	disso,	a	mobilidade	de	células	de	GBM	glicolíticas	e	sua	consequente	

capacidade	 de	 invasão	 já	 foi	 correlacionada	 com	 a	 conversão	 de	 lactato	 em	

glicogênio,	 o	 que	 é	 dependente	 da	 ativação	 da	 via	 da	 fosfatidilinositol	 3-quinase	

(PI3K).	 A	 via	 da	 PI3K	 em	 mamíferos	 tem	 um	 papel	 central	 na	 regulação	 da	

bioenergética	em	outros	tipos	de	células	malignas	além	de	GBM,	além	de	ser	umas	

das	 vias	 mais	 mutadas	 nesse	 tipo	 de	 câncer.	 Portanto,	 também	 há	 interesses	

consideráveis	no	desenvolvimento	de	terapias	que	tenham	como	alvo	a	PI3K	e	vias	

de	metabolismo	em	células	tumorais	(Kennedy	et	al.,	2013;	Courtnay	et	al.,	2015).	
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1.4	Inibidores	metabólicos	no	tratamento	de	câncer	

	

	

Devido	 à	 sua	 importância	 na	 manutenção	 do	 tumor,	 a	 reprogramação	

metabólica	 também	 tem	emergindo	 como	um	possível	 novo	 alvo	 terapêutico	 em	

câncer,	já	que	a	perturbação	dessa	programação	pode	significativamente	alterar	a	

homeostase	 celular	 e	 ter	 efeitos	 deletérios	 sobre	 a	 viabilidade	 celular	 de	 células	

tumorais.	Por	exemplo,	perturbações	que	reduzem	o	fluxo	de	glicólise	resultam	na	

diminuição	da	produção	de	ATP	e	diminuem	a	disponibilidade	de	 intermediários	

para	 sintetizar	 lipídeos,	 proteínas	 e	 ácidos	 nucléicos,	 necessários	 para	 o	

crescimento	e	divisão	da	célula	tumoral	(Clark	et	al.,	2016)	(Figura	3).	
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Figura	3:	Alvos	terapêuticos	dos	hallmarks	do	câncer.	Drogas	que	interferem	em	cada	uma	

das	 capacidades	 necessárias	 adquiridas	 para	 o	 crescimento	 e	 a	 progressão	 tumoral	 foram	

desenvolvidas	e	estão	em	ensaios	clínicos	ou	então	já	foram	aprovados	para	o	uso	clínico	em	alguns	

tipos	de	tumor.	Além	disso,	têm-se	investigado	e	desenvolvido	drogas		que	possam	atuar	em	cada	

um	dos	hallmarks,	 inclusive	os	emergentes.	As	drogas	listadas	na	figura	são	exemplos	ilustrativos,	

existe	uma	lista	grande	de	drogas	candidatas	com	diferentes	alvos	moleculares	e	diferentes	modos	

de	ação	em	desenvolvimento	para	a	maioria	dos	hallmarks.	Fonte:	Hanahan	e	Weinberg	2011	
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Atualmente,	alguns	inibidores	da	glicólise	estão	em	investigação	pré-clínica	

e	clínica	e	já	foi	demonstrado	que	a	inibição	de	glicólise	por	análogos	de	glicose	ou	

inibidores	de	transportadores	de	glicose	é	capaz	de	sensibilizar	células	 tumorais,	

incluindo	 as	 resistentes	 a	 agentes	 quimioterápicos	 convencionais	 e	 tem	 efeito	

terapêutico	sobre	o	crescimento	tumoral	(Cao	et	al.,	2007).		

Além	 de	 já	 ter	 sido	 demonstrado	 um	 aumento	 na	 captação	 de	 glicose	 e	

utilização	de	glicólise	em	linhagens	celulares	de	GBM,	também	já	existem	ensaios	

clínicos	 de	 fases	 I	 e	 II	 em	 pacientes	 com	GBM.	 Esse	 ensaios	 demonstraram	uma	

excelente	 tolerância	 para	 um	 tratamento	 combinado	 com	 o	 análogo	 de	 glicose	 e	

inibidor	 de	 glicólise	 2-deoxiglicose	 (2-DG)	 e	 radioterapia	 hipofracionada	 sem	

qualquer	toxicidade	aguda.	Além	disso,	nesses	pacientes,	cirurgias	re-exploratórias	

mostraram	 extensiva	 necrose	 tumoral	 com	 preservação	 do	 tecido	 cerebral	

próximo	 ao	 tumor.	 Trials	 clínicos	 em	 fase	 III	 ainda	 estão	 em	 andamento,	 em	

estágios	 avançados	 (Prasanna	 et	 al.,	 2009).	 Além	 disso,	 diversos	 estudos	

reportaram	 a	 habilidade	 de	 2-DG	 em	 bloquear	 o	 crescimento	 de	 tumores	 em	

camundongos	 e	 de	 atuar	 em	 conjunto	 com	 radiação	 ou	 inibidores	 de	 histonas	

deacetilases	 para	 induzir	 apoptose	 em	 células	 de	 glioblastoma	 (Khaitan	 et	 al.,	

2009).	

A	ativação	da	via	de	PI3K	é	conhecida	por	promover	a	glicólise	aeróbica	em	

GBM.	Seguindo	esse	racional,	um	estudo	de	2013	demonstrou	que	quando	a	via	de	

PI3K	está	inibida	ou	quando	a	glicólise	é	inibida	com	2-DG,	células	de	glioblastoma	

têm	sua	migração	suprimida.	Além	disso,	foi	descoberto	que	a	inibição	de	OXPHOS	

por	oligomicina	–	que	age	como	inibidor	da	ATPase	mitocondrial	-	não	apresentou	

efeitos	 significativos	 na	 motilidade	 celular.	 Porém,	 quando	 usados	 em	 conjunto,		

oligomicina	e	2-DG	inibem	a	migração	celular.	Sabe-se	que	em	tumores	hipóxicos,	o	

aumento	 na	 expressão	 de	 HIF1-a	 (hypoxia	 induced	 fator	 1	 alpha)	 promove	 a	

glicólise	 anaeróbica	 através	 da	 elevação	 nos	 níveis	 de	 captação	 de	 glicose	 e	

prevenindo	que	o	piruvato	entre	no	ciclo	do	TCA.	Por	isso,	diferentes	linhagens	de	

tumores	podem	responder	diferentemente	à	inibição	de	OXPHOS,	dependendo	se	o	

tumor	é	mais	ou	menos	hipóxico	(Kennedy	et	al.,	2013).	

Apesar	do	uso	de	 inibidores	de	glicólise	parecer	promissor	no	 tratamento	

de	cânceres,	há	 também	preocupações	sobre	a	 influência	desses	 inibidores	sobre	

metabolismo	 glicolítico	 no	 cérebro	 e	 no	 coração,	 e	 seu	 efeito	 em	 cânceres	 com	
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pouca	 dependência	 em	 glicólise.	 Outras	 estratégias	 terapêuticas	 visando	 o	

metabolismo	 aberrante	 de	 células	 tumorais	 incluem	 a	 inibição	 de	 piruvato	

desidrogenase,	 inibição	 de	 lactato	 desidrogenase	 e	 perturbação	 da	 interação	

hexoquinase	(HK)-VDAC.	(Fulda	et	al.,	2010).	

Já	 o	 dicloroacetato	 (DCA)	 age	 como	 um	 inibidor	 da	 piruvato	 quinase	

desidrogenase	 (PDK)	 e	 faz	 com	 que	 células	 mudem	 de	 glicólise	 aeróbica	 para	

fosforilação	 oxidativa.	 PDK	 é	 uma	 regulador	 negativo	 da	 enzima	 mitocondrial	

piruvato	desidrogenase	(PDH)	que	regula	o	ciclo	do	TCA	e	a	OXPHOS.	Nesse	caso,	

inativação	 do	 complexo	 PDH	 por	 PDK	 causa	 uma	 mudança	 no	 metabolismo	

tumoral	 em	 direção	 à	 glicólise.	 Porém,	 no	 seu	 estado	 ativado,	 o	 complexo	 PDH	

regula	 a	 entrada	 de	 piruvato	 na	 mitocôndria	 e	 catalisa	 sua	 transformação	 em	

acetil-coA,	substrato	do	ciclo	do	TCA.	DCA,	por	inibir	a	atividade	de	PDK,	é	capaz	de	

estimular	indiretamente	a	ativação	de	enzimas	do	complexo	PDH	e,	portanto,	causa	

uma	 mudança	 no	 balanço	 energético	 celular	 de	 glicólise	 para	 a	 ativação	 da	

OXPHOS.	 No	 caso	 de	 ativação	 da	 OXPHOS	 e	 decréscimo	 do	 uso	 de	 glicólise	

causados	pela	ação	do	DCA	se	pode	esperar	uma	diminuição	da	proliferação	celular	

tumoral	e	também	uma	maior	geração	de	ROS	através	da	mitocôndria,	o	que	pode	

induzir	 apoptose.	 Além	 disso,	 levando-se	 em	 conta	 o	 fato	 de	 que	 DCA	 muda	 o	

metabolismo	 energético	 tumoral	 em	 direção	 à	 OXPHOS,	 pode-se	 esperar	 que	

hipóxia,	 por	 limitar	 a	 atividade	 da	 respiração	 celular,	 pode	 essencialmente	

aumentar	esse	efeito	antitumoral	(Michelakis	et	al.,	2010;	Abildgaard	et	al.,	2014;	

Li	et	al.,	2015)	(Figura	4).	
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Figura	4:	Resumo	da	ação	de	diferentes	inibidores	de	glicólise	e	fosforilação	oxidativa.	2-deoxi-d-

glicose	 (2-DG)	 inibe	a	 reação	de	 transformação	de	glicose-6-fosfato	em	 frutose-6-fosfato,	 fazendo	

com	 que	 haja	 uma	 inibição	 na	 glicólise.	 Já	 dicloroacetato	 (DCA)	 inibe	 a	 inativação	 da	 enzima	

piruvato	 desidrogenase	 (PDH),	 fazendo	 com	 que	 essa	 enzima	 esteja	 sempre	 ativa	 convertendo	

piruvato	 em	 acetil-coA;	 que	 vai	 então	 entrar	 no	 ciclo	 do	 ácido	 tricarboxílico	 (TCA).	 DCA	 então	

“força”	 a	 célula	 a	 entrar	 em	 fosforilação	 oxidativa.	 Oligomicina	 inibe	 a	 ATP	 sintase	 na	 cadeia	

transportadora	 de	 elétrons	 (ETC),	 inibindo	 assim	 a	 fosforilação	 oxidativa.	 Já	 cianeto	 de	 potássio	

(KCN)	 é	 um	 inibidor	 da	 enzima	 citocromo	 c	 oxidase,	 no	 Complexo	 IV	 da	 ETC,	 prevenindo	 o	
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transporte	 de	 elétrons	 do	 citocromo	 c	 para	 a	 molécula	 de	 oxigênio,	 interrompendo	 assim	 a	

fosforilação	oxidativa.	

	

	

No	 tratamento	de	 câncer,	o	mecanismo	pelo	qual	DCA	 induz	apoptose	em	

células	 tumorais	 é	 via	 o	 aumento	 do	 fluxo	 de	 elétrons	 através	 da	 cadeia	

transportadora	 de	 elétrons	 (ETC),	 resultando	 em	 uma	 grande	 despolarização	 do	

potencial	de	membrana	mitocondrial,	que	geralmente	é	hiperpolarizado	em	células	

tumorais.	 Isso	 causa	 a	 liberação	 de	 citocromo	 c	 e	 ativação	 da	 apoptose.	 Já	 foi	

mostrado	 que	 DCA	 sensibiliza	 células	 tumorais	 à	 apoptose	 e	 aumenta	 o	 efeito	

antitumoral	de	diversos	 fármacos,	 incluindo	cisplatina	e	metformina	 (Shen	 et	al.,	

2015).	

Outro	obstáculo	para	a	utilização	desses	inibidores	se	baseia	no	fato	de	que	

em	 alguns	 tumores	 se	 tem	 achado	 duas	 subpopulações	 de	 células	 tumorais	 que	

diferem	em	suas	vias	de	geração	de	energia.	Uma	subpopulação	é	a	 formada	por	

células	 que	 se	 utilizam	 do	 efeito	 Warburg	 e	 que	 secretam	 lactato,	 enquanto	 a	

segunda	 subpopulação	 preferencialmente	 importa	 e	 usa	 o	 lactato	 produzido	 por	

células	vizinhas	como	sua	fonte	principal	de	energia	e	utilizando	parte	do	ciclo	do	

TCA	 para	 fazer	 isso.	 Essas	 duas	 subpopulações	 evidentemente	 funcionam	

simbioticamente;	 as	 células	 tumorais	 hipóxicas	 dependem	 de	 glicose	 como	

combustível	 e	 secretam	 lactato	 como	 resíduo,	 que	 é	 então	 importado	 e	

preferencialmente	 usado	 como	 combustível	 para	 as	 células	 tumorais	 vizinhas	

melhor	oxigenadas	(Kennedy	e	Dewhirst,	2010).	
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2.	OBJETIVOS	

	

	

2.1	Geral:	

	

Avaliar	 o	 perfil	 e	 o	 papel	 de	 alterações	 na	 rede	 mitocondrial	 e	 o	

metabolismo	 celular	 pós-quimioterapia	 em	 células	 de	 glioblastoma	 tratadas	 com	

Temozolomida.		

	

2.2	Específicos:	

	

Avaliar,	em	células	de	glioblastoma	U87-MG,	

o A	 massa	 mitocondrial	 pós-tratamento	 com	 TMZ	 em	 células	 da	

linhagem	de	glioblastoma	U87-MG.	

o Mudanças	no	MMP	em	células	de	glioblastoma	tratadas	com	TMZ.	

o Biogênese	mitocondrial	(através	dos	níveis	de	expressão	de	PGC1-a)	

e	a	possível	degradação	dessas	organelas	por	autofagia.	

o Outras	 alterações	 celulares	 resultantes	 das	 alterações	 na	 rede	

mitocondrial,	como	indução	de	apoptose	e	senescência,	assim	como	

produção	de	espécies	reativas	de	oxigênio.	

o O	metabolismo	celular	de	células	de	glioblastoma	após	o	tratamento	

com	TMZ.	

o O	 efeito	 da	 modulação	 do	 metabolismo	 tumoral	 de	 células	 de	

glioblastoma	 através	 de	 inibidores	 de	 OXPHOS	 e	 glicólise	 após	 o	

tratamento	com	TMZ.	
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3.	ARTIGO	CIENTÍFICO	

	

	

Nesse	 capítulo	 será	 apresentado	 o	 artigo	 científico	 resultante	 do	 trabalho	

desenvolvido	 durante	 o	 período	 do	 mestrado.	 Esse	 artigo	 está	 no	 formato	 do	

periódico	“Plos	One”,	por	 isso	a	 formatação	desse	capítulo	está	de	acordo	com	as	

regras	 desse	 periódico.	 A	 discussão	 será	 feita	 com	 base	 nas	 figuras	 aqui	

apresentadas.	
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ABSTRACT		

	

Mitochondria	 play	 vital	 cellular	 functions.	 These	 organelles	 functions	 and	

roles	 in	 cellular	 metabolism	 not	 surprisingly	 have	 been	 implicated	 in	 a	 broad	

spectrum	of	diseases,	including	neurodegeneration	and	cancer.	Lately,	it	has	been	

given	an	important	role	for	mitochondria	and	cellular	metabolism	in	response	and	

resistance	 of	 tumour	 cells	 to	 therapy.	 Given	 the	 central	 role	 of	 mitochondria	 in	

cellular	 homeostasis,	 we	 evaluated	 mitochondrial	 network	 alterations	 in	

glioblastoma	 cells	 in	 response	 to	 treatment	 with	 the	 chemotherapeutic	

Temozolomide	(TMZ).	The	acute	treatment	with	TMZ	induced	an	increase	in	both	

mitochondrial	mass	and	mitochondrial	membrane	potential	(MMP)	after	5	days	of	

initial	 treatment,	 followed	 by	 a	 decrease	 in	 the	 same	 parameters	 on	 day	 7.	 The	

increase	in	these	parameters	is	accompanied	by	a	decrease	in	PGC1a	expression	on	

day	3	and	a	progressive	increase	in	autophagy	levels,	suggesting	that	the	increase	

in	mitochondrial	mass	is	independent	of	PGC1a	and	may	be	due	to	an	accumulation	

of	mitochondria.	Also,	the	increase	in	mitochondrial	mass	and	MMP	correlates	with	

higher	 levels	 of	 ROS	 and	 senescence	 on	Day	 5.	We	 also	 evaluated	mitochondrial	

oxygen	consumption	in	both	control	and	treated	with	TMZ	cells,	observing	that	5	

days	after	treatment	with	TMZ,	cells	have	higher	oxygen	consumption	rates	and	a	

higher	 reserve	 capacity.	 In	 order	 to	 understand	 how	 mitochondrial	 alterations	

influence	 the	 response	 to	 chemotherapy,	we	 treated	 the	 cells,	 previously	 treated	

with	TMZ,	on	day	5	with	glycolysis	and	oxidative	phosphorylation	 inhibitors	and	

followed	cell	number.	Results	suggest	 that	 these	 inhibitors	abrogate	TMZ-treated	

cells	 proliferation.	 Also,	 TMZ-treated	 cells	 are	 more	 sensitive	 to	 oxidative	

phosphorylation	inhibition	than	control	cells,	suggesting	that	TMZ	reprograms	the	

cells	metabolism	to	a	more	oxidative	state	instead	of	a	glycolytic	one.	
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INTRODUCTION	

	

Mitochondria	are	organelles	essential	for	the	cell	metabolism,	regulation	of	

apoptosis	and	cell	signalling.	These	organelles	are	crucial	for	cell	survival	and	are	

also	 involved	 in	 cell	 death	 (1).	 Mitochondria	 possess	 their	 own	 DNA,	 a	 double	

stranded	 circular	 molecule	 of	 approximately	 16.5kb	 in	 size,	 containing	 genes	

responsible	 for	 coding	 proteins	 involved	 in	 the	 process	 of	 oxidative	

phosphorylation	 (OXPHOS).	 As	 the	 mtDNA	 has	 a	 reduced	 complement	 of	 DNA	

repair	pathways,	it	is	also	more	susceptible	to	damage	caused	by	genotoxic	agents	

(2).	 Considering	 that	mitochondria	 perform	 both	 vital	 (energy	metabolism)	 and	

lethal	functions	(cell	death)	in	both	physiological	and	pathological	settings,	it	is	no	

surprise	these	organelles	are	also	implicated	in	tumour	initiation	and	progression	

(3,	4).	 It	has	already	been	suggested	that	mitochondrial	network	appears	 to	vary	

among	 individuals	 and	 tumours.	 Changes	 in	 mitochondrial	 mass	 are	 controlled	

both	 by	 changes	 in	mitochondrial	 biogenesis	 and	mitochondrial	 autophagy	 (also	

called	 mitophagy).	 Mitochondrial	 biogenesis	 is	 a	 process	 orchestrated	 by	 he	

transcription	factor	PGC1a;	and	both	mitochondrial	biogenesis	and	mitophagy	are	

regulated	in	response	to	cellular	stress,	 including	the	availability	of	nutrients	and	

the	redox	state,	as	both	are	influenced	by	the	activity	of	important	oncogenes	and	

tumour	suppressor	genes	(4-6).	

Glucose	is	the	central	energy	source	used	for	biosynthesis	within	the	cell.	In	

most	tumour	cells,	even	in	the	presence	of	oxygen,	there	is	a	reprogramming	in	cell	

metabolism,	shifting	towards	glycolysis	and	fermentation	into	lactate,	resulting	in	

production	 of	 only	 two	molecules	 of	 ATP	per	molecule	 of	 glucose	 used	 (7).	 This	

reprogramming	 is	known	as	 the	Warburg	effect,	and	recent	pharmacological	and	

genetic	 studies	 have	 demonstrated	 conclusively	 that	 this	 effect	 is	 necessary	 for	

tumour	 growth	 (8).	 Considering	 the	 importance	 of	metabolic	 reprogramming	 to	

maintain	 the	 tumour	 mass	 through	 the	 balance	 between	 its	 biosynthetic	 and	

bioenergetics	needs,	 it	 is	currently	considered	as	an	emerging	hallmark	of	cancer	

(9).		

As	 in	other	 types	of	 cancers,	metabolic	 reprogramming	 is	a	key	 feature	 in	

glioblastoma	multiform	(GBM),	a	malignant	tumour	of	the	central	nervous	system,	

which	 infiltrative	 nature	 and	 acquired	 chemoresistance	 are	 responsible	 for	 the	
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average	 survival	 of	 patients	 ranging	 from	 only	 12	 to	 15	 months	 (7,	 10).	 The	

treatment	 for	 GBM	 consists	 in	 the	 resection	 of	 the	 tumour,	 followed	 by	

radiotherapy	 and	 chemotherapy	 with	 the	 oral	 alkylating	 agent	 Temozolomide	

(TMZ).	 However,	 a	 major	 limitation	 for	 the	 therapy	 is	 the	 acquired	

chemoresistance	(10).	It	has	already	been	shown	that	TMZ	can	act	in	the	mtDNA,	

decreasing	its	copy	number	and	increasing	the	deletions	in	its	genome.	As	a	result,	

there	is	a	remodelling	of	the	electrons	transport	chain	(ETC).	So	it	is	possible	that	

the	chemoresistance	acquired	after	TMZ	treatment	may	be	an	adaptive	response	to	

the	 genotoxic	 stress	 caused	 by	 the	 chemotherapy	 (11).	 Therefore,	 studying	 this	

adaptive	 response	 and	 how	 to	 restore	 the	 sensitivity	 to	 chemotherapy	 could	

improve	the	average	survival	of	patients	with	GBM.		

Inhibition	of	glycolysis	sensitizes	tumour	cells	and	abrogates	their	growth,	

including	 those	 resistant	 to	 conventional	 chemotherapeutic	 agents	 (12).	 One	 of	

this	 inhibitors	 is	 2-deoxy-d-glucose	 (2-DG).	 This	 compound	 has	 already	 been	

tested	 in	 phase	 I	 and	 phase	 II	 clinical	 trials	 together	 with	 radiotherapy	 in	 GBM	

patients,showing	excellent	tolerance	for	a	combined	treatment	without	any	acute	

toxicity	 (13).	 	 Dichloroacetate	 (DCA)	 acts	 as	 an	 inhibitor	 of	 pyruvate	

dehydrogenase	 kinase	 (PDK)	 and	 causes	 cells	 to	 shift	 from	 aerobic	 glycolysis	 to	

oxidative	phosphorylation	(14-17).	The	mechanism	by	which	DCA	can	induce	cell	

death	is	tumour	cells	is	via	increased	electrons	flow	through	the	ETC,	resulting	in	

extensive	depolarization	of	the	mitochondrial	membrane	potential.	This	causes	the	

release	 of	 cytochrome	 c	 and	 the	 activation	 of	 apoptosis.	 DCA	 has	 already	 been	

shown	to	sensitize	tumour	cells	to	apoptosis	and	enhanced	the	antitumor	effect	of	

several	drugs,	including	chemotherapeutics	(18).		

Given	 the	 central	 role	 of	 mitochondria	 in	 cellular	 homeostasis	 and	

implications	 in	 tumour	 initiation	 and	 progression,	 we	 evaluated	 mitochondria	

network	alterations	and	cellular	metabolism	in	GBM	cells	in	response	to	treatment	

with	TMZ.	
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RESULTS	

	

1. TMZ	induced	a	transitory	increase	in	mitochondrial	mass	and	MMP.	

	

Mitochondrial	 dysfunctions	 have	 already	 been	 linked	 to	 tumour	

pathogenesis	and	response	to	therapy.	Previous	results	of	our	group	showed	that	

acute	treatment	of	GBM	cells	with	TMZ	for	3	h	induces	ROS	production,	transient	

autophagy	 and	 long-term	 cellular	 senescence	 (19).	 Therefore,	 in	 this	 study	 we	

aimed	 to	 elucidate	 if	 treatment	with	TMZ	 also	 induces	mitochondrial	 alterations	

and	changes	in	cell	metabolism,	and	if	they	are	correlated	with	our	previous	data.	

After	 3	 h	 treatment	 with	 TMZ,	 cells	 were	 kept	 in	 Drug-Free	 Medium.	

Mitochondrial	mass	was	evaluated	on	D3,	D5	and	D7	using	the	green	 fluorescent	

probe	 Mitotracker	 (Figure	 1A).	 The	 stained	 cells	 were	 assessed	 for	 the	 green	

fluorescence	 intensity	of	 the	cell	population	to	determine	the	total	mitochondrial	

mass	using	flow	cytometry.	In	cells	treated	with	TMZ,	mitochondrial	mass	doubled	

on	D5	when	compared	to	the	control,	but	decreased	by	D7	(Figure	1B).	

Another	parameter	evaluated	was	the	MMP	using	the	fluorescent	probe	JC1.	

In	 depolarized	 mitochondria,	 JC1	 is	 presented	 as	 a	 monomer	 with	 green	

fluorescence;	 as	 for	 viable/intact	 mitochondria,	 it	 aggregates	 inside	 the	

mitochondria	emitting	a	red	fluorescence.	Therefore,	mitochondrial	depolarization	

is	followed	by	a	decrease	in	the	red/green	fluorescence	ration,	and	this	change	in	

fluorescence	 can	 be	 measured	 by	 flow	 cytometry.	 We	 analyzed	 the	 two	

fluorescence	 emitted	 by	 this	 molecule	 (green	 and	 red)	 and	 determined	 the	

Red/Green	Fluorescence	Ratio	to	evaluate	the	MMP.	Both	control	and	cells	treated	

with	 TMZ	had	 an	 increase	 in	 the	Red/Green	 Fluorescence	Ratio	 by	D5,	with	 the	

cells	treated	with	TMZ	having	an	average	ratio	of	3	(2x	higher	than	the	control	on	

D3).	The	ratio	decreased	in	both	groups	by	D7	(Figure	1C).	

	

	

	

	



	 35	

	
Figure	 1:	 TMZ	 induced	 a	 transitory	 increase	 in	 mitochondrial	 mass	 and	 MMP	 in	 GBM	 cells.	 (A)	

Schematics	of	the	experimental	design.	(B)	Mitochondrial	mass	in	cells	control	and	treated	with	TMZ	100	µM.	

The	 fraction	 of	 Green	 Fluorescence	 Intensity	 relative	 to	 the	 control	 was	 used	 to	 determine	 the	 total	

mitochondrial	mass	in	the	cell	population.	We	analysed	the	differences	between	the	groups	using	an	ANOVA	

followed	 by	 a	Dunnet	 test	 (comparing	 all	 the	 groups	with	 the	 control	 on	D3)	 (C)	MMP	 in	 cells	 control	 and	

treated	with	 TMZ	 100	 µM.	 The	 Red/Green	 Fluorescence	 Ratio	 was	 used	 to	 determine	 the	MMP	 in	 the	 cell	

population.	 We	 analysed	 the	 differences	 between	 the	 groups	 using	 an	 ANOVA	 followed	 by	 a	 Dunnet	 test	
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(comparing	 all	 the	 groups	 with	 the	 control	 on	 D3);	 and	 the	 differences	 between	 C	 5D	 and	 TMZ	 5D	 were	

compared	using	a	t-test.	*p<0.05;	**p<0.01;	***p<0.001.	

	

	

2. GBM	 cells	 treated	 with	 TMZ	 had	 increased	 levels	 of	 autophagy	 and	

decreased	PGC1a	expression.	

	

PGC1a	is	a	transcription	factor	responsible	for	mitochondrial	biogenesis.	As	

mitochondrial	mass	 and	MMP	 appeared	 both	 increased	 on	 D5,	we	 hypothesized	

that	PGC1a	expression	would	be	increased	in	this	period.	Also,	as	autophagy	is	the	

main	cellular	event	responsible	for	the	clearance	of	mitochondria,	we	tested	if	the	

decrease	in	mitochondrial	mass	and	MMP	on	cells	treated	with	TMZ	on	D7	was	due	

to	increase	in	autophagy	levels	(Figure	2A).	

After	measuring	mRNA	expression	on	D3	we	surprisingly	observed	that	the	

levels	of	PGC1a	expression	on	TMZ-treated	cells	were	actually	decreased	on	 that	

day	(Figure	2B).	We	used	Acridine	Orange	(AO)	to	assess	the	levels	of	autophagy	in	

the	 cell	 population.	 This	 dye	 can	 emit	 in	 two	 fluorescent	 ranges:	 red	 and	 green.	

When	 AO	 crosses	 into	 lysosomes,	 as	 other	 acidic	 compartments	 (including	

autolysossomes),	it	becomes	protonated	and	emits	in	the	red	range.	As	for	AO	not	

in	 an	 acidic	 compartment,	 it	will	 emit	 in	 the	 green	 range.	We	 then	 analyzed	 the	

Red/Green	 Fluorescence	 Intensity	 Ratio	 (R/GFIR)	 to	 determine	 the	 autophagy	

levels	 in	 the	 cell	 population.	We	 observed	 a	 constant	 increase	 in	 the	 autophagy	

levels	in	cells	treated	with	TMZ	on	D3,	D5	and	D7,	reaching	its	peak	on	D7	(Figure	

2C).	 These	 results	 suggest	 that	 higher	mitochondrial	mass	 and	MMP	on	D5	may	

actually	be	due	to	an	accumulation	of	mitochondria.	
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Figure	 2:	 GBM	 cells	 treated	 with	 TMZ	 have	 increased	 levels	 of	 autophagy.	 (A)	 Schematics	 of	 the	

experimental	design.	 (B)	mRNA	 fold	change	expression	of	PGC1a	 (normalized	by	GUSB)	 in	control	and	TMZ	

treated	 cells	 on	D3	 (n=1).	 (C)	Autophagy	 levels	measured	by	R/GFIR	 in	 cells	 control	 and	 treated	with	TMZ	

100µM.	 We	 analysed	 the	 differences	 between	 the	 groups	 using	 an	 ANOVA	 followed	 by	 a	 Dunnet	 test	

(comparing	all	the	groups	with	the	control	on	D3).	*	p<0.05;	**	p<0.01;	***p<0.001.	
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3. TMZ	induced	cell	death,	senescence	and	ROS	production.	

	

We	also	determined	the	population	levels	of	senescence,	apoptosis	and	ROS	

production	 in	 response	 to	TMZ	100	µM.	Apoptosis	 levels	 appeared	 to	be	 slightly	

higher	in	cells	treated	with	TMZ	on	D3	(8.31%)	than	on	D5	(3.67%).	This	suggests	

TMZ	induced	cell	death	in	the	short-term	(Figure	3A).	

To	 evaluate	 the	 induction	 of	 senescence,	 we	 assessed	 the	 green	

fluorescence	intensity	of	the	C12FDG	probe	as	an	evidence	of	senescence	in	the	cell	

population.	We	also	used	the	same	rationale	 for	ROS	using	the	probe	DCFH.	TMZ	

induced	a	statistically	significant	increase	in	senescence	levels	(27.89%	of	C12FDG	

positive	cells)	and	ROS	(21.52%	of	DCFH	positive	cells)	on	D5	(Figure	3B	and	3C).		
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Figure	3:	TMZ	treatment	induced	cell	death	on	D3;	and	senescence	and	ROS	production	on	D5.	Control	

cells	and	cells	treated	with	TMZ	100	µM	were	assessed	for	(A)	apoptosis	levels,	(B)	senescence	levels	and	(C)	

oxidative	stress	*	p<0.05;	**p<0.01;	***p<0.001.	

	

	

	



	 40	

4. Higher	mitochondrial	mass	is	associated	with	senescence	and	ROS.	

	

Next,	we	evaluated	the	co-staining	of	Mitotracker	Red	with	DCFH	or	C12FDG	

(both	with	green	fluorescence)	on	day	5	(Figure	4A).	 In	both	cases	we	demarked	

two	areas	on	the	Count	x	Red	fluorescence	(mitochondrial	mass)	graph.	The	first	

represents	the	lower	red	fluorescence	intensity	(i.e.	reduced	mitochondrial	mass),	

and	 the	 second	 is	 the	 higher	 red	 fluorescence	 intensity	 (i.e.	 increased	

mitochondrial	mass).	For	each	segment	of	the	Count	x	Red	Fluorescence	graph	we	

analyzed	the	Green	Fluorescence	Intensity	(DCFH	or	C12FDG),	trying	to	elucidate	if	

the	increase	in	mitochondrial	mass	correlates	with	increased	senescence	and	ROS	

levels.	

In	 the	 Mitotracker	 Red	 x	 DCFH	 co-staining	 we	 observed	 that	 the	 second	

segment	(increase	red	fluorescence	and	therefore	higher	mitochondrial	mass)	had	

higher	 green	 fluorescence	 intensity	 (DCFH)	 and	 the	 first	 segment	 (lower	

mitochondrial	mass)	had	lower	green	fluorescence	intensity.	This	is	true	for	both	

control	cells	and	cells	treated	with	TMZ	(Figure	4B).	Therefore,	we	correlated	the	

increased	 mitochondrial	 mass	 with	 increased	 ROS	 production.	 The	 green	

fluorescence	 in	 the	 high	mitochondrial	mass	 also	 increased	 after	 treatment	with	

TMZ,	 confirming	 the	previous	 result	when	we	showed	 that	TMZ	 induced	ROS	on	

D5.	

As	 for	 the	 Mitotracker	 Red	 x	 C12FDG	 co-staining,	 it	 is	 also	 possible	 to	

correlate	 the	 levels	of	cellular	senescence	with	mitochondrial	mass.	The	segment	

of	 the	 graph	 that	 represents	 the	 higher	 mitochondrial	 mass	 had	 higher	 green	

fluorescence	 intensity	 in	 both	 control	 and	 TMZ	 treated	 cells	 (Figure	 4C).	 These	

results	suggest	that	cells	with	higher	mitochondrial	content	also	have	higher	levels	

of	oxidative	stress	and	present	markers	of	senescence.	
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Figure	 4:	 Higher	 mitochondrial	 mass	 is	 associated	 with	 senescence	 and	 ROS.	 (A)	 Schematics	 of	 the	

experimental	 design.	 (B)	Co-staining	of	Mitotracker	Red	with	DCFH.	 (C)	Co-staining	of	Mitotracker	Red	 and	

C12FDG.	

	

	



	 42	

5. Cells	treated	with	TMZ	had	higher	mitochondrial	oxygen	consumption	

and	higher	spare	reserve	capacity.	

	

With	 the	 transitory	 increase	 of	mitochondria	mass	 and	MMP	 in	mind,	we	

performed	 an	 assay	 to	 evaluate	 the	 mitochondrial	 oxygen	 consumption	 both	 in	

control	 and	 TMZ	 treated	 cells	 on	 D5,	 which	 corresponds	 to	 the	 peak	 of	

mitochondria	mass	 and	MMP	 (Figure	 5A).	 For	 that,	we	 used	 the	 high-resolution	

respirometry	 (HRR)	 Oxygraph-2k,	 which	 allows	 the	 analysis	 of	 oxygen	 kinetics	

during	 cellular	 respiration.	We	 then	 evaluated	 several	 bioenergetics	 parameters,	

such	 as	 the	 Routine,	 the	 Leak,	 the	 Maximal	 and	 the	 extra-mitochondrial	 (ROX)	

respirations.	Based	on	these	parameters	we	could	also	infer	the	respiration	linked	

to	ATP	production	and	the	spare	reserve	capacity,	as	summarized	in	Figure	5B.	We	

observed	that	all	parameters	were	higher	in	TMZ-treated	cells	when	compared	to	

the	 control	 (Figures	 5C	 and	 5D),	 with	 the	 cell	 treated	 with	 TMZ	 having	 3x	 the	

reserve	capacity	of	the	control	cells	and	more	than	2x	the	maximal	respiration	and	

extra-mitochondrial	respiration	(Figure	5D).	

We	used	the	uncoupler	FCCP	to	provide	a	measure	of	the	kinetic	capacity	of	

the	 electron	 transport	 system	 (ETS).	 Using	 the	 ETS	 capacity	 as	 a	 basis	 for	

normalization	of	coupling	control	rations,	we	analyzed	the	 level	of	mitochondrial	

activity	 relative	 to	 the	maximal	kinetic	 capacity	of	 the	ETS.	We	 then	 inferred	 the	

LEAK,	 LINKED	 TO	 ATP	 PRODUCTION,	 RESERVE	 CAPACITY	 and	 ROX	 measures	

relative	to	the	ETS	capacity	–	which	is	a	parameter	called	flux	control	ratio	(FCR).	

We	observed	that	TMZ	treated	cells	have	lower	leak	and	linked	to	ATP	production	

respirations,	and	higher	spare	reserve	capacity	(Figure	5E).	Altogether,	these	data	

suggest	 that	TMZ-treated	 cells	 had	 their	metabolism	altered	 to	 a	more	 oxidative	

state	instead	of	a	glycolytic	one.	
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Figure	5:	Cells	treated	with	TMZ	had	higher	mitochondrial	oxygen	consumption	rates.	(A)	Schematics	of	

the	experimental	design.	(B)	Schematics	of	a	high-resolution	respirometry	and	the	parameters	evaluated.	(C)	

OCR	 of	 control	 and	 TMZ	 treated	 cells.	 (D)	OCR	with	 the	 average	 and	 SD	 of	 all	 the	 parameters	 evaluated	 in	

control	and	TMZ	treated	cells.	(E)	FCR	in	control	and	TMZ	treated	cells.	Differences	were	analyzed	using	a	t-test.	

*	=	p<0.05;	**	=	p<0.01;	***	=	p<0.001.	
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6. Modulation	 of	 glycolysis	 decreased	 cell	 number	 in	 GBM	 cells	

previously	treated	with	TMZ.	

	

As	GBMs	have	been	described	as	glycolytic	 tumours,	we	decided	to	assess	

the	cell	number	in	U87-MG	after	the	modulation	of	glycolysis	with	the	inhibitors	2-

DG	and	DCA.	To	assess	 cell	number	we	 treated	 control	 cells	 and	 cells	previously	

treated	with	TMZ	100	µM	on	D5	with	DCA	(10	mM	and	20	mM)	and	2-DG	(0.8mM,	

1.6	mM	and	4	mM).	We	then	analyzed	the	cell	number	via	a	Cumulative	Population	

Doubling	(CPD)	assay.	The	number	of	cells	was	determined	on	D3,	D5,	D7,	D10	and	

D14	and	the	sum	of	the	PDs	was	plotted	versus	time	in	culture	(Figure	6A).	

2-DG	at	4	mM	had	an	effect	abrogating	cell	proliferation	on	control	cells	by	

D10.	 As	 for	 the	 TMZ	 treated	 cells,	 DCA	 20	 mM	 slightly	 increased	 the	 cell	

proliferation	on	the	first	48	h	followed	by	a	decrease.	DCA	10	mM,	2-DG	0.8	mM,	2-

DG	1.6	mM	and	2-DG	4m	M	decreased	the	cell	number	in	the	first	5	days	(Figure	

6B).	
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Figure	6:	Modulation	of	glycolysis	decreased	cell	proliferation	in	GBM	cell	previously	treated	with	TMZ.	

(A)	 Schematics	 of	 the	 experimental	 design.	 (B)	 Cumulative	 Population	 Doubling	 (CPD)	 in	 control	 and	 TMZ	

treated	cells,	with	or	without	glycolysis	inhibitors.	
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7. TMZ-treated	 cells	 were	 more	 sensitive	 to	 OXPHOS	 inhibition	 than	

control	cells.	

	

As	 we	 observed	 higher	 mitochondrial	 oxygen	 consumption	 and	 higher	

spare	reserve	capacity	on	cells	 treated	with	TMZ	on	D5,	we	decided	to	test	 if	 the	

modulation	 of	 OXPHOS	with	 KCN	 and	 oligomycin	 would	 have	 and	 effect	 on	 cell	

number.	For	the	treatment	with	KCN	we	first	calculated	the	dose	needed	to	obtain	

half	of	the	cellular	spare	reserve	capacity	in	control	and	TMZ	treated	cells	(137	µM	

and	40	µM	respectively	–	data	not	 shown).	We	used	oligomycin	at	0.1	µg/mL	as	

previously	 shown	 in	 the	 literature	 (10).	 We	 also	 evaluated	 cell	 number	 in	 the	

presence	 of	 combination	 of	OXPHOS	 and	 glycolysis	 inhibitors.	We	 then	 analyzed	

the	cell	number	via	a	Cumulative	Population	Doubling	(CPD)	assay.	The	number	of	

cells	was	 determined	 on	 D3,	 D5,	 D7,	 D10	 and	D14	 and	 the	 sum	 of	 the	 PDs	was	

plotted	versus	time	in	culture.	

We	 first	 observed	 that	 KCN	 had	 a	 higher	 effect	 on	 abrogating	 cell	

proliferation	 on	 TMZ-treated	 cells	 than	 in	 control	 cells,	 as	 KCN	 in	 control	 cells	

practically	 did	 not	 change	 cell	 proliferation.	 Oligomycin	 abrogated	 cell	

proliferation	of	control	cells	on	D7,	and	had	the	lowest	rate	of	cell	proliferation	on	

TMZ-treated	cells	(Figure	7A).	

As	 for	 the	 combination	 of	 drugs,	 KCN	 +	 2-DG	 4	 mM	 had	 a	 significant	

decrease	in	cell	proliferation	already	on	control	cells,	which	did	not	happened	for	

the	 combination	 of	 KCN	 with	 lower	 2-DG	 concentrations.	 In	 TMZ-treated	 cells,	

oligomycin	+	2-DG	4	mM	completely	stopped	cell	proliferation	by	D7.	As	for	Oligo	+	

DCA	20	mM,	Oligo	+	2-DG	1.6	mM,	KCN	+	DCA	20	mM,	KCN	+	2-DG	1.6	mM	and	KCN	

+	2-DG	4	mM;	they	all	seem	to	abrogate	cell	proliferation	on	D10,	with	KCN+DCA	

20	mM	having	the	strongest	effect	(Figure	7B).	
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Figure	7:	TMZ-treated	cells	were	more	sensitive	to	OXPHOS	inhibition	than	control	cells.	(A)	Cumulative	

Population	 Doubling	 (CPD)	 in	 control	 and	 TMZ	 treated	 cells,	 with	 or	 without	 OXPHOS	 inhibitors.	 (B)	

Cumulative	Population	Doubling	(CPD)	of	combination	of	OXPHOS	and	glycolysis	inhibitors.	
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DISCUSSION	

	

We	 observed	 that	 acute	 treatment	 with	 TMZ	 (3	 h)	 induces	 a	 transient	

increase	 in	 mitochondrial	 mass	 and	 MMP.	 For	 cellular	 homeostasis	 to	 be	

maintained,	 it	 is	 important	 to	 have	 a	 balance	 between	mitochondrial	 biogenesis	

and	 degradation.	 PGC1a	 is	 a	 co	 transcriptional	 activator	 that	 interacts	 with	 and	

activates	transcription	factors	responsible	for	the	synthesis	of	new	mitochondria,	

and	 can	 be	 induced	 by	 oxidative	 stress	 (20,	 21).	 Mitochondria	 degradation	 is	

controlled	 by	 mitophagy,	 a	 cellular	 process	 dependent	 on	 the	 PINK1/Parkin	

pathway.	The	serine/threonine	kinase	PINK1	communicates	 the	collapse	of	MMP	

to	 Parkin.	 The	 PINK1/Parkin	 pathway	 then	 disrupts	 movement	 of	 damaged	

mitochondria	 in	 cells,	 separating	 them	 from	 healthy	mitochondria	 and	 directing	

them	to	mitophagy	(22).	TMZ	appears	to	increase	autophagy	levels,	but	not	PGC1a	

expression	–	that	is	in	fact	decreased	by	D3.	This	indicates	an	accumulation	of	non-

degraded	mitochondria,	which	can	be	explained	by	the	fact	that	we	also	observed	a	

higher	MMP	on	D5	after	TMZ	 treatment.	Also,	TMZ	 induces	an	 increase	 in	DCFH	

and	 C12FDG	 positive	 cells	 on	 D5.	 C12FDG	 is	 a	 substrate	 for	 the	 enzyme	 beta-

galactosidase,	which	is	overexpressed	in	senescent	cells;	therefore	we	can	observe	

an	 increase	 in	 senescent	 cells	 after	 treatment	 with	 TMZ.	 Senescent	 cells	 also	

appear	to	increase	in	size;	and	this	increase	has	already	been	pointed	as	a	signal	to	

produce	 new	 organelles,	 including	 mitochondria	 (23).	 This	 can	 explain	 the	

correlation	 of	 increased	 mitochondrial	 mass	 and	 increased	 senescence	 levels	

observed	with	the	co-staining	of	Mitotracker	Red	and	C12FDG	on	D5.	

When	 analysing	 the	 oxygen	 consumption	 rate	 (OCR)	 by	 HRR,	 we	 could	

observe	 that	 TMZ-treated	 cells	 have	 increased	 oxygen	 consumption	 in	 all	

parameters	 analysed.	 The	 maximal	 respiration	 measures	 the	 electron	 transfer	

system	(ETS)	capacity,	which	transfers	electrons	from	externally	supplied	reduced	

substrates	to	oxygen.	In	a	recent	study,	the	higher	activity	in	the	mitochondrial	ETS	

has	 been	 correlated	 with	 the	 maintenance	 of	 melanomas	 and	 the	 resistant	

phenotype	 to	multiple	 drugs	 (24),	 but	 to	 our	 knowledge	 there	 is	 no	 data	 in	 the	

literature	 correlating	 maximal	 respiration	 in	 GBM	 to	 chemoresistance.	 TMZ-

treated	 cells	 also	 have	 a	 higher	 ROX	 respiration.	 Many	 enzymes	 that	 consume	

oxygen	 and	 have	 auto-oxidation	 reactions	 can	 contribute	 to	 ROX,	 including	
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peroxidase	 and	 oxidase	 activities,	 which	 partially	 contribute	 to	 ROS	 production	

(25).	This	could	also	explain	why	we	could	observe	an	 increase	 in	DCFH	positive	

cells	on	D5	after	TMZ	treatment.		

Spare	 respiratory	 capacity	 (SRC)	 is	 the	 extra	 capacity	 available	 in	 cells	 to	

produce	energy	in	response	to	increased	stress	and	as	such	is	associated	with	cell	

survival	(26,	27).	A	study	also	postulated	a	strong	correlation	between	enhanced	

SRC	and	death-resistance.	To	be	able	to	escape	or	resist	apoptosis	has	been	shown	

to	 be	 required	 for	 highly	 proliferative	 cells,	 establishing	 a	 connection	 between	

altered	bioenergetics	and	tumour	aggressive	phenotype	(28).	This	increase	in	SRC	

has	already	been	demonstrated	 in	neuroblastoma	cells	 treated	with	retinoic	acid	

(29)	 and	 it	 is	 hypothesized	 that	 the	 phosphatidylinositol-3-kinase	 (PI3K)/Akt	

pathway	is	required	for	bioenergetics	changes	 in	the	mitochondria	that	may	lead	

to	an	increase	in	SRC	(30).		Overall,	our	study	also	demonstrated	that	TMZ	reduces	

the	dependence	of	GBM	cells	to	glycolysis,	as	they	have	higher	OCR	and	by	the	fact	

that	 TMZ-treated	 cells	 are	 more	 sensitive	 to	 OXPHOS	 inhibitors	 than	 glycolysis	

inhibitors.	 A	 more	 oxidative	 state	 has	 already	 been	 observed	 in	 pancreatic,	

colorectal	and	gastric	cancer	cells	after	chemotherapy,	showing	that	this	response	

may	be	correlated	with	chemoresistance	in	different	types	of	cancer	(31-33).	

Even	 though	 studies	 have	 made	 progress	 towards	 understanding	 GBM	

biology	through	genetic	and	protein	expression	analyses,	little	is	known	about	the	

metabolic	changes	that	might	promote	 its	aggressive	phenotype.	 It	 is	known	that	

TMZ	 causes	 a	 remodelling	 of	 the	 ETC	 and	 that	 chemoresistance	 is	 probably	 an	

adaptive	 response	 to	 the	 genotoxic	 stress	 caused	 by	 chemotherapy	 (11).	 In	 this	

study	we	showed	that	the	adaptive	response	after	the	treatment	with	TMZ	consists	

in	changes	in	the	mitochondrial	network	that	leads	to	higher	OCR	and	higher	SRC.	

Therefore,	 a	 rational	modulation	 of	 these	 processes	may	 emerge	 as	 a	 promising	

potential	to	be	tested	in	therapy	in	an	attempt	to	overcome	tumour	resistance.	
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MATERIAL	AND	METHODS	

	

Cell	culture	and	treatments.	

For	 the	 present	 study	 we	 used	 the	 cell	 line	 U87-MG	 (ATCC)	 derived	 from	

human	GBM.	The	cells	were	cultured	 in	DMEM	medium	supplemented	with	10%	

fetal	bovine	serum	(FBS)	and	maintained	in	an	incubator	at	37oC	and	5%	CO2.	This	

cell	line	was	used	to	assess	mitochondrial	and	metabolic	alterations	induced	by	the	

chemotherapeutic	 Temozolomide	 (Sigma-Aldrich,	 #T2577).	 To	 this	 end,	 15.000	

cells	were	plated	24	h	before	treatment,	which	consisted	of	3	hours	with	TMZ	100	

µM.	 After	 treatment,	 the	 cells	 were	 cultured	 in	 drug-free	 medium.	 Analyses	 of	

mitochondrial	mass	and	membrane	polarization	were	performed	3,	5	and	7	days	

after	the	treatment.		

	

Assay	 to	 measure	 mitochondrial	 mass	 using	 the	 fluorescent	 molecule	

Mitotracker	in	GBM	cells.	

The	 fluorescent	 probe	Mitotracker	 Green	 FM	 (Molecular	 Probes,	 #M7514)	 is	

retained	 inside	 the	mitochondria,	 regardless	of	 its	 functionality.	Thus,	we	used	a	

GUAVA	EasyCyte	 flow	cytometer	 to	assess	 the	 total	amount	of	mitochondria	 in	a	

given	 cell	 population.	 For	 this,	 cells	 were	 labeled	 with	 the	 fluorescent	 probe	

Mitotracker	Green	FM	at	the	concentration	of	200	nM	for	20	minutes	at	37oC	and	

5%	CO2.	The	mitochondrial	mass	of	 the	cell	population	was	measured	on	D3,	D5	

and	D7.	

	

Assay	 to	 measure	 mitochondrial	 membrane	 potential	 using	 the	

fluorescent	molecule	JC1	in	GBM	cells.	

The	 fluorescent	molecule	 JC1	 (Molecular	Probes,	#T3168)	 is	 used	 to	monitor	

the	 mitochondrial	 membrane	 potential	 (MMP),	 which	 changes	 in	 damaged	

mitochondria.	In	this	paper,	we	analyzed	the	red/green	ratio	of	the	JC1	molecule	in	

cells	 treated	 with	 TMZ,	 trying	 to	 assess	 the	 effect	 of	 chemotherapy	 on	

mitochondrial	 functionality.	 The	 cells	were	 labeled	with	 JC1	 2	 µM	 for	 20	min	 at	

37oC	and	5%	CO2	and	the	analysis	performed	by	flow	cytometry.	MMP	of	the	cell	

population	was	measured	on	D3,	D5	and	D7.	
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Co-staining	of	Mitotracker	Red	FM	with	5-dodecanoylaminofluorescein	di-

beta-D-galactopyranoside	(C12FDG).	

Senescence	is	the	irreversible	stop	in	cell	proliferation,	which	can	be	induced	in	

cells	 exposed	 to	 stress.	 Senescent	 cells	 show	 phenotypic	 and	 metabolic	

abnormalities,	among	which	we	highlight	the	increased	expression	of	the	enzyme	

beta-galactosidase	 (beta-gal)	 and	 increased	 cellular	 and	nuclear	 areas	 in	 culture.	

To	assess	cellular	senescence,	we	used	the	staining	with	the	substrate	of	the	beta-

galactosidase	 enzyme	 C12FDG	 (Life	 Technologies,	 #D-2893),	 which	 has	 a	 green	

fluorescence	 when	 cleaved	 by	 the	 beta-gal	 enzyme.	 To	 evaluate	 if	 there	 was	 a	

correlation	 between	mitochondria	mass	 and	 senescence,	 we	 co-stained	 the	 cells	

with	C12FDG	and	Mitotracker	Red	FM	(Molecular	Probes,	#M22425).	For	this,	cells	

were	incubated	with	C12FDG	for	2	hours	at	the	concentration	of	33	µM.	Remaining	

20	minutes	for	the	end	of	incubation	we	also	added	Mitotracker	Red	FM	200	nM.	

The	analyses	were	made	by	 flow	cytometry.	Analyses	of	mitochondrial	mass	and	

levels	of	senescence	were	performed	on	D5.	

	

Co-staining	of	Mitotracker	Red	FM	with	Annexin	V.	

In	viable	cells,	phosphatidylserine	(PS)	is	located	on	the	cytoplasmic	surface	of	

the	cell	membrane.	But	in	the	intermediate	stages	of	apoptosis,	PS	is	translocated	

to	 the	 outer	 leafet	 of	 the	 membrane,	 exposing	 PS	 to	 the	 external	 cellular	

environment,	where	it	can	be	detected.	Annexin	V	(Sigma-Aldrich,	#APOAF)	has	a	

green	fluorescence	when	staining	the	externalization	of	PS.	To	evaluate	a	possible	

correlation	 between	 mitochondrial	 mass	 and	 apoptosis,	 we	 co-stained	 the	 cells	

with	 Annexin	 V	 and	 Mitotracker	 Red	 FM.	 Cells	 were	 incubated	 with	 2.5	 µM	 of	

Annexin	V	per	sample	and	Mitotracker	200	nM	for	20	min	at	37oC	and	5%	CO2.	We	

analysed	byflow	cytometry.	Analyses	of	mitochondrial	mass	and	levels	of	apoptosis	

were	performed	on	D5.	

	

Co-staining	 of	 Mitotracker	 Red	 FM	 with	 dichloro-dihydro-fluorescein	

diacetate	(DCFH-DA).	

Dichloro-dihydro-fluorescein	diacetate	(DCFH-DA)	is	a	fluorimetric	probe	with	

green	fluorescence	used	in	assays	to	detect	oxidative	species.	Cells	were	incubate	
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with	DCFH-DA	10	µM	and	Mitotracker	Red	FM	for	20	min	at	37oC	and	5%	CO2.	The	

data	 was	 analysed	 by	 flow	 cytometry.	 Analyses	 of	 mitochondrial	 mass	 and	

oxidative	stress	were	performed	on	D5.	

	

RT-PCR	to	analyze	mitochondrial	biogenesis.	

Cells	were	 treated	 for	 3	 h	with	 TMZ	 as	 previously	 described.	 Total	 RNA	was	

extracted	 using	 Tryzol.	 cDNA	was	 synthesized	 using	 Superscript	 III	 First-Strand	

Synthesis	 System	 for	 RT-PCR	 (Invitrogen,	 Carlsbad,	 CA).	 PGC1a	 expression	 was	

measured	 using	 Eco	 Real-Time	 PCR	 System	 (Illumina).	 Primers	 designed	 for	

PGC1a:	 CACTCTCAGTAAGGGGCTGG	 (forward)	 and	 CCAGAGCAGCACACTCGAT	

(reverse).	 Expression	 was	 normalized	 to	 GUSB.	 Primers	 designed	 for	 GUSB:	

GGAGGTACTTCAGCTCTGTGAC	 (forward)	 and	 TGCCGAAGTGACTCGTTGCCAA	

(reverse).		We	used	a	calibration	curve	based	on	ΔΔCT	values.	

	

Assess	 of	 the	 autophagy	 levels	 in	 GBM	 after	 treatment	 with	 TMZ	 using	

acridine	orange	(AO).	

Cells	were	 collected	by	 trypsinization,	 stained	with	Acridine	Orange	 (AO)	2.7	

µM	 for	 15	 min	 at	 room	 temperature	 and	 analyzed	 on	 a	 GUAVA	 EasyCyte	 flow	

cytometer	 using	 InCyte	 2.6	 software	 (Guava	 Technologies).	 We	 analyzed	 the	

Red/Green	 Fluorescence	 Intensity	 Ratio	 (R/GFIR)	 to	 assess	 the	 levels	 of	

autophagy,	and	performed	the	analyses	on	D3,	D5	and	D7.	

	

High	 Resolution	 Respirometry	 to	 analyse	 the	 mitochondrial	 oxygen	

consumption	in	cells	treated	with	TMZ.	

Mitochondrial	 oxygen	 consumption	 assays	 were	 performed	 using	 the	 high-

resolution	 respirometry	 system	 Oxygraph-2	 k	 (Oroboros	 Instruments,	 Austria).	

Cell	respiration	was	measured	at	the	density	of	1.5	x	106	for	the	control	cells	and	1	

x	 106	 for	 the	 treated	 cells.	 The	 assay	 was	 made	 at	 37oC	 in	 2mL	 chambers	

containing	 culture	medium	 (DMEM)	 at	 stirring	 rate	 of	 750	 rpm.	 The	 respiration	

rate	 was	 recorded	 continuously	 along	 the	 entire	 oxygen	 range.	 We	 determined	

several	 bioenergetics	 parameters	 that	 characterize	 the	 cellular	 state	 of	 aerobic	

energy	production.	ROUTINE	respiration	(R)	was	measured	in	the	coupled	state	of	

physiological	 respiratory	 control.	 We	 also	 used	 oligomycin	 (2	 µg/mL),	 which	
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inhibits	the	mitochondrial	phosphorylation,	to	determine	the	non-coupled	resting	

respiration,	or	LEAK	respiration	(L).	FCCP	at	the	concentration	of	1.5	µM	was	used	

as	 an	 optimum	 uncoupler,	 providing	 a	 measure	 of	 the	 kinetic	 capacity	 of	 the	

electron	transport	system	(ETS)	and	helping	us	to	measure	the	maximal	uncoupled	

respiration	 (E).	 Using	 the	 ETS	 capacity	 as	 a	 common	 basis	 for	 normalization	 of	

coupling	control	ratios,	the	R/E	reflects	the	level	of	mitochondrial	activity	relative	

to	the	maximal	kinetic	capacity	of	the	electron	transport	system.	Correspondingly,	

the	L/E	ratio	reflects	the	level	of	LEAK	respiration	relative	to	the	ETS	capacity	and	

provides	 an	 estimate	 of	 intrinsic	 uncoupling.	 Finally,	 the	 fraction	 of	 respiration	

actually	 used	 for	 ATP	 production	 is	 estimated	 as	 (R-L)/E.	 The	 analyses	 were	

performed	on	D5.	

	

Cumulative	population	doubling	(CPD)	to	measure	cell	proliferation.	

For	 cumulative	 population	 doubling	 (CPD),	 cells	were	 treated	with	 TMZ	 100	

µM	 for	3	h.	After	 treatment,	 the	cells	were	kept	 in	drug-free	medium	(DFM).	We	

also	treated	the	cells	on	D5	with	2-deoxy-d-glucose	(2-DG)	–	0.8	mM,	1.6	mM	or	4	

mM	-	and	dichloroacetate	(DCA)	–	10	mM	and	20	mM	-	at	D5.	The	cell	number	was	

determined	 on	 D3,	 D5,	 D6,	 D7,	 D10	 and	 D14	 and	 the	 cumulative	 population	

doubling	 (CPD)	was	 calculated	 through	 the	equation	PD	=	 [logN(t)-log(to)]/log2,	

where	N(t)	 is	 the	 number	 of	 cells	 per	well	 at	 the	 time	 of	 count	 and	N(to)	 is	 the	

initial	number	of	cells.	The	sum	of	PDs	was	then	plotted	versus	time	in	culture.	

	

Statistical	analysis	

Three	 independent	experiments	were	performed	 for	each	analysis,	except	 for	

the	 RT-PCR,	 which	 was	 performed	 only	 once,	 and	 the	 Cumulative	 Population	

Doubling,	 which	 was	 performed	 twice.	 Differences	 between	 controls	 and	 cells	

treated	 with	 TMZ	 within	 experimental	 groups	 were	 analysed	 by	 Student	 t	 test.	

Analyses	 between	 days	 were	 performed	 using	 ANOVA	 followed	 by	 Dunnet	 test.	

Significance	was	considered	at	p<0.05.	Results	are	expressed	as	means	±	SD.	
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4.	DISCUSSÃO	

	

Tanto	a	patogênese	tumoral	quanto	a	resposta	do	tumor	à	terapia	já	foram	

correlacionadas	 com	 disfunções	 mitocondriais.	 Como	 resultados	 anteriores	 do	

nosso	grupo	já	haviam	demonstrado	que	o	tratamento	agudo	de	3	h	com	TMZ	em	

células	 de	 GBM	 é	 capaz	 de	 induzir	 a	 produção	 de	 ROS,	 autofagia	 transiente	 e	

senescência	celular	a	 longo	prazo	(Filippi-Chiela	et	al.,	2015)	nós	propusemos	no	

presente	 estudo	 elucidar	 se	 esse	 tratamento	 também	 induziria	 alterações	

mitocondriais	 e	 no	metabolismo	 celular,	 e	 se	 elas	 estão	 correlacionadas	 com	 os	

dados	anteriores.	

Após	 o	 tratamento	 de	 3	 h	 com	 TMZ,	 pode-se	 observar	 um	 aumento	

transitório	 tanto	 na	 massa	 mitocondrial	 como	 no	 MMP.	 Para	 a	 manutenção	 da	

homeostase	 celular,	 é	 importante	que	 exista	um	equilíbrio	 entre	 a	biogênese	 e	 a	

degradação	mitocondrial.	PGC1a	é	um	co-ativador	transcricional	que	interage	com	

o	 fatores	de	 transcrição	responsáveis	pela	síntese	de	novas	mitocôndrias,	e	pode	

ser	induzida	por	estresse	oxidativo	(Mcguirk	et	al.,	2013;	Audet-Walsh	et	al.,	2016).	

No	 geral,	 o	 presente	 estudo	 demonstrou	 que	 o	 tratamento	 com	 TMZ	 induziu	

alterações	 tanto	 na	 massa	 mitocondrial	 e	 no	 MMP	 como	 de	 metabolismo.	 O	

aumento	da	massa	mitocondrial	parece	ocorrer	independentemente	da	expressão	

de	PGC1-a,	portanto	o	que	estaríamos	observando	é	um	acúmulo	de	mitocôndrias	

ao	 invés	 da	 biogênese	 de	 novas	 organelas.	 Quando	 avaliamos	 os	 dados	 de	

autofagia,	observa-se	que	a	mesma	se	encontra	progressivamente	aumentada	nos	

dias	 após	 a	 retirada	 do	 quimioterápico.	 No	 entanto,	 não	 é	 observada	 uma	

degradação	 de	 mitocôndrias	 no	 D5	 mesmo	 que	 os	 níveis	 de	 autofagia	 estejam	

aumentados.	Isso	pode	ocorrer	justamente	por	as	mitocôndrias	acumuladas	no	D5	

também	apresentarem	uma	hiperpolarização	da	membrana	mitocondrial,	uma	vez	

que	a	degradação	dessas	organelas	por	mitofagia	só	é	sinalizada	por	uma	perda	no	

potencial	 de	 membrana.	 Quando	 há	 uma	 depolarização	 da	 membrana	 das	

mitocôndrias,	PINK1	não	é	ubiquitinada	e	pode	recrutar	Parkin	para	a	membrana	

mitocondrial.	 Parkin	 então	 é	 responsável	 pelo	 recrutamento	 do	 restante	 das	

proteínas	envolvidas	na	via	autofágica.	Logo,	o	observado	nos	experimentos	pode	

ser	descrito	como	uma	autofagia	não-mitocondrial,	uma	vez	que	a	hiperpolarização	

da	membrana	dessas	organelas	impede	que	elas	sejam	degradadas.	
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Além	 disso,	 TMZ	 induz	 um	 aumento	 na	 porcentagem	 de	 células	 positivas	

para	DCFH	e	C12FDG	também	no	D5.	C12FDG	é	um	substrato	para	a	enzima	beta-

galactosidase,	 que	 se	 encontra	 super-expresso	 em	 células	 senescentes.	 Portanto,	

pode-se	 observar	 um	 aumento	 das	 células	 senescentes	 após	 o	 tratamento	 com	

TMZ.	As	 células	 senescentes	 também	aumentam	em	 tamanho;	 e	 este	 aumento	 já	

tem	 sido	 apontado	 como	 um	 sinal	 para	 produzir	 novas	 organelas,	 incluindo	 as	

mitocôndrias	(Ziegler	et	al.,	2015).	Isso	pode	explicar	a	correlação	do	aumento	da	

massa	mitocondrial	 e	 aumento	 dos	 níveis	 de	 senescência	 observados	 com	 a	 co-

marcação	de	Mitotracker	e	C12FDG	no	D5.	

Ao	 analisarmos	 a	 taxa	 de	 consumo	de	 oxigênio	 (OCR)	 por	HRR,	 pudemos	

observar	que	as	células	tratadas	com	TMZ	aumentam	seu	consumo	de	oxigênio	em	

todos	 os	 parâmetros	 analisados.	 Com	 a	medida	 de	 respiração	máxima,	 podemos	

inferir	 a	 capacidade	 do	 sistema	 de	 transferência	 de	 elétrons	 (ETS),	 responsável	

pela	 transferência	 de	 elétrons	 a	 partir	 de	 substratos	 reduzidos	 fornecidos	

externamente	em	oxigênio.	Em	um	estudo	recente,	a	maior	atividade	na	ETS	tem	

sido	 positivamente	 correlacionada	 com	 a	 manutenção	 de	 melanomas	 e	 o	 seu	

fenótipo	de	 resistência	 a	múltiplas	drogas	 (Roesch	 et	 al.,	 2013),	 porém	ao	nosso	

conhecimento	não	há	dados	na	literatura	correlacionando	a	respiração	máxima	em	

GBM	e	quimioresistência.	Células	tratadas	com	TMZ	também	têm	uma	respiração	

ROX	 superior.	 Muitas	 enzimas	 que	 consomem	 oxigénio	 e	 têm	 reações	 de	 auto-

oxidação	 podem	 contribuir	 para	 ROX,	 incluindo	 as	 atividades	 de	 peroxidases	 e	

oxidases,	que	contribuem	em	parte	para	a	produção	de	ROS	(Schöpf	et	al.,	2016).	O	

que	poderia	explicar	por	que	se	observa	um	aumento	das	células	positivas	DCFH	

no	D5	após	o	tratamento	TMZ.	

A	capacidade	respiratória	de	reserva	(SRC)	é	a	capacidade	extra	disponível	

em	células	para	a	produção	de	energia	em	resposta	ao	aumento	da	tensão	e,	como	

tal,	está	associada	com	a	sobrevivência	celular.	Se	sabe	também	que	há	uma	forte	

correlação	 entre	 SRC	 e	 a	 resistência	 à	morte	 celular	 (Choi	 et	 al.,	 2009;	 Nicholls,	

2009).	 Ser	 capaz	 de	 evadir	 apoptose	 tem	 sido	 mostrado	 como	 necessário	 para	

células	 altamente	 proliferativas,	 o	 que	 estabelece	 uma	 ligação	 entre	 a	

bioenergética	alterada	e	fenótipo	tumoral	agressivo.	Esse	aumento	na	SRC	também	

já	 foi	 demonstrado	 em	 células	 de	 neuroblastoma	 tratadas	 com	 ácido	 retinóico	

(Chen	et	al.,	2011)	e	existe	a	hipótese	de	que	a	via	da	PI3K/Akt	seja	necessária	para	
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uma	 alteração	 na	 bioenergética	 mitocondrial	 que	 levaria	 a	 um	 aumento	 da	 SRC	

(Viale	et	al.,	2014).	Em	geral,	o	nosso	estudo	também	demonstrou	que	a	TMZ	reduz	

a	dependência	de	células	GBM	a	glicólise,	já	que	elas	apresentam	um	maior	OCR	e	

pelo	 fato	 de	 as	 células	 tratadas	 com	 TMZ	 serem	 mais	 sensíveis	 a	 inibidores	

OXPHOS	que	os	inibidores	de	glicólise.	Um	estado	mais	oxidativo	já	foi	observada	

em	 células	 de	 câncer	 pancreático,	 colo-retal	 e	 gástrico	 após	 quimioterapia,	

demonstrando	que	esta	resposta	para	ser	comum	em	diferentes	tipos	de	câncer	e	

pode	ser	correlacionada	com	quimioresistência	nos	mesmos	(Xu	et	al.,	2015;	Yang	

et	al.,	2015).	

Apesar	de	já	existirem	diversos	estudos	com	relação	à	análises	de	expressão	

gênica	e	de	proteínas	em	GBM,	pouco	se	sabe	sobre	as	alterações	metabólicas	que	

podem	 promover	 seu	 fenótipo	 agressivo.	 Sabe-se	 que	 TMZ	 provoca	 uma	

remodelação	do	cadeia	transportadora	de	elétrons	(ETC)	e	que	quimioresistência	

poderia	 ser	 provavelmente	 uma	 resposta	 adaptativa	 ao	 estresse	 genotóxico	

provocado	pela	quimioterapia	(Oliva	et	al.,	2010).	Neste	estudo	demonstramos	que	

a	 resposta	 após	 o	 tratamento	 com	TMZ	 também	 consiste	 em	 alterações	 na	 rede	

mitocondrial	 e	 que	 levam	 a	 um	maior	 OCR	 e	 SRC.	 Além	 disso,	 as	 células	 após	 o	

tratamento	com	TMZ	aparentam	ser	mais	dependentes	de	fosforilação	oxidativa	do	

que	 glicólise.	 Fato	 que	 observamos	 através	 da	 maior	 diminuição	 do	 número	 de	

células	 tratadas	com	 inibidores	de	OXPHOS.	Também	 foi	observado	um	aumento	

na	SRC	que	pode	estar	correlacionada	com	a	quimioresistência	das	células.	O	que	

poderia	indicar	que	uma	modulação	de	OXPHOS	em	células	previamente	tratadas	

com	TMZ	pode	sensibilizar	essas	células	à	um	segundo	tratamento.	
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5.	CONCLUSÕES	

	

Os	resultados	do	presente	trabalho	apontam	que:	

	

o O	tratamento	agudo	com	TMZ	induz	um	aumento	transitório	tanto	na	massa	

mitocondrial	como	no	MMP.	

o O	aumento	nesses	dois	parâmetros	parece	ser	causado	por	um	aumento	de	

mitocôndrias	com	alto	MMP	e	não	por	um	aumento	na	sua	biogênese.	

o TMZ	 também	 induz	 um	 aumento	 nos	 níveis	 de	 ROS	 e	 senescência.	 Esses	

valores	podem	ser	correlacionados	com	o	aumento	na	massa	mitocondrial.	

o Células	de	GBM	 tratadas	 com	o	quimioterápico	apresentam	maiores	 taxas	

de	consumo	de	oxigênio	e	um	aumento	na	sua	capacidade	reserva.	

o Células	 tratadas	 com	 TMZ	 parecem	 ser	 mais	 sensíveis	 a	 inibição	 de	

fosforilação	oxidativa	do	que	glicólise.	

	

Em	 conjunto,	 esses	 resultados	 demonstram	 que	 em	 células	 de	 GBM	 a	

resposta	adaptativa	após	quimioterapia	consiste	em	parte	por	alterações	na	rede	

mitocondrial,	que	levam	a	uma	maior	dependência	de	fosforilação	oxidativa.	O	que	

pode	indicar	que	a	modulação	dessa	via	em	células	previamente	tratadas	com	TMZ	

pode	 sensibilizar	 as	 células	 a	 um	 segundo	 tratamento.	 Logo,	 uma	 modulação	

racional	 desse	 processo	pode	 surgir	 como	um	potencial	 terapêutico	 promissor	 a	

ser	testado,	em	uma	tentativa	para	superar	a	resistência	do	tumor.	
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Tópicos em biologia de sistemas. (Carga horária: 4h).  
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Brasil. 
2012 - 2012 
Análise in silico de proteínas. (Carga horária: 5h).  
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Brasil. 
2012 - 2012 
Terapia Gênica. (Carga horária: 3h).  
Federação das Sociedades de Biologia Experimental. 
2009 - 2010 
Curso de Inglês - Nível Avançado. (Carga horária: 180h).  
Cultura Inglesa - Porto Alegre (RS). 

Atuação Profissional 
	

 
 

The Hospital for Sick Children, SICKKIDS, Canadá. 
Vínculo institucional 
 
2013 - 2014 
Vínculo: Outro, Enquadramento Funcional: Iniciação Cientifica, Carga horária: 40 
Outras informações 
Bolsista pelo programa Ciência sem Fronteiras, realizou estagio sob a supervisão do Dr. Michael Taylor 
trabalhando com o papel do promotor de Hic I e dois micro RNAs no desenvolvimento de meduloblastomas; 
assim como o uso de CRISPR para edição genômica em iPS cells. 
 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Brasil. 
Vínculo institucional 
 
2012 - 2013 
Vínculo: Outro (especifique), Enquadramento Funcional: Bolsista de iniciação científica, Carga horária: 20 
Outras informações 
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Bolsista de iniciação científica pelo programa PROBIC FAPERGS-UFRGS no Laboratório de Sinalização e 
Plasticidade Celular. 

Projetos de pesquisa 
	

 
2012 - 2015 
Role of autophagy in the growth and therapy of gliomas in vivo 
 
Descrição: O objetivo deste projeto de pesquisa é avaliar o papel da autofagia na terapia de gliomas. Serão 
silenciados genes essenciais para a autofagia em gliomas e estes serão testados em um modelo in vivo.  
Situação: Em andamento; Natureza: Pesquisa.  
 
Integrantes: Mardja Manssur Bueno e Silva - Integrante / Guido Lenz - Coordenador / Eduardo Cremonese Filippi 
Chiela - Integrante. 
Financiador(es): International Centre for Genetic Engineering and Biotechnology - Italy - Auxílio financeiro. 
 
2011 - 2014 
Universal 2011 
 
Descrição: Mecanismos da manutenção do efeito crônico de um tratamento quimioterápico agudo em células 
tumorais: papel da autofagia e sua integração com senescência e apoptose.  
Situação: Em andamento; Natureza: Pesquisa.  
 
Integrantes: Mardja Manssur Bueno e Silva - Integrante / Guido Lenz - Coordenador / Eduardo Cremonese Filippi 
Chiela - Integrante. 
Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico - Auxílio financeiro. 
 

Áreas de atuação 
	

 
1. 
Grande área: Ciências Biológicas / Área: Bioquímica / Subárea: Biologia Molecular.  
2. 
Grande área: Ciências Biológicas / Área: Morfologia / Subárea: Citologia e Biologia Celular.  
3. 
Grande área: Ciências Biológicas / Área: Biofísica / Subárea: Biofísica Celular.  

Idiomas 
	

 
Inglês 
Compreende Bem, Fala Bem, Lê Bem, Escreve Bem. 
Francês 
Compreende Razoavelmente, Fala Pouco, Lê Razoavelmente, Escreve Pouco. 

Prêmios e títulos 
	

 
2013 
Menção honrosa - X Curso de Verão em Biologia Celular e Molecular, USP - Faculdade de Medicina de Ribeirão 
Preto. 
2013 
Bolsa de graduação sanduíche pelo Ciência sem Fronteiras, CNPq. 
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2012 
Menção honrosa, XXVII Reunião Anual da FeSBE. 
2012 
Destaque do XXIV Salão de Iniciação Científica, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. 
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