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Sumario

O cromio hexavalente [Cr(VI)] é um reconhecido agente cancerigeno pulmonar.
O seu potencial para induzir o processo neoplasico foi descoberto apds observacdo do
aparecimento de diversos casos de cancro pulmonar em trabalhadores expostos a este
id0. Esta descoberta promoveu a realizacdo de estudos para observar e tentar
compreender as mudancas induzidas pelo Cr(VI1) ao nivel celular. A desregulacdo do
metabolismo bioenergético, uma possivel mudanga necessaria adquirir por todas as
células que sofrem transformacdo maligna, é uma das alteragdes observadas em células
expostas ao Cr(VI). O consumo de glucose, de glutamina e de oxigénio (O,), a producao
de lactato e de amdnia, assim como os niveis intracelulares de nucleétidos de adenina
sdo alguns dos parametros bioenergéticos mais relevantes neste contexto e que parecem
encontrar-se alterados apds exposicdo das células a Cr(\V1). Contudo, os estudos feitos
no sentido de avaliar o efeito deste i&o nos parametros referidos séo escassos, e nem
todos envolveram a utilizacdo de um modelo representativo do epitélio brénquico
humano, no qual surge a maioria dos cancros pulmonares induzidos por Cr(VI).

A linha celular BEAS-2B, estabelecida por Curtis Harris e colaboradores em
1988, tem sido extensivamente utilizada como modelo do epitélio bronquico humano
em estudos relacionados com o cancro do pulmdo, entre outros. Apesar desta linha
celular ter sido imortalizada atraves de infeccdo viral, as células BEAS-2B retém a
maioria das caracteristicas das células normais do epitélio brénguico humano e apenas
promovem a formacéo de tumores quando em passagens elevadas.

Este trabalho teve como principal objectivo avaliar o efeito de concentragdes
pouco citotdxicas de Cr(VI) em alguns parametros do metabolismo energético de
células da linha celular BEAS-2B, em condi¢des basais e na presenca de um modulador
do metabolismo. Previamente, alargamos a caracterizacdo da mesma linha celular e
determinamos os efeitos das condicGes e idade de cultura em diferentes parametros,
especificamente na morfologia, proliferacdo e metabolismo energético.

Observou-se que na auséncia de revestimento, que mimetiza a matriz
extracelular, o tipico padrdo de crescimento das culturas de células BEAS-2B se alterou,
mas sem que o0s tempos de duplicacdo tenham sido afectados. Pelo contrario, os tempos
de duplicacdo das culturas de passagem mais elevada foram superiores aos das culturas

de passagem mais baixa. Adicionalmente, culturas de passagem mais elevada
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apresentaram uma morfologia diferente das de passagem mais baixa. O consumo de
glucose e produgéo de lactato ndo foram afectados pela idade de cultura.

A exposicdo a Cr(VI), tanto cronica como de longa duracdo, promoveu alteracdo
para um metabolismo mais fermentativo. Esta alteracdo foi mais evidente para as
maiores concentracGes de Cr(VI). De um modo geral, observou-se um aumento no
consumo de glucose e na producédo de lactato. Relativamente a carga energética (EC) e
aos niveis intracelulares de nucledtidos de adenina, os efeitos observados foram mais
ténues, tendo-se apenas verificado um decréscimo nos niveis intracelulares de ATP apds
exposi¢éo de longa duracdo a 2 uM de Cr(V1).

Ao incubar células com Cr(VI) na presenca de um modulador de metabolismo, a
2-deoxi-p-glucose (2-DG), ocorreu um aumento na producdo de lactato, mas num valor
idéntico ao observado em células incubadas apenas com Cr(VI). Desta forma,
concluiu-se que este efeito se deveu apenas a presenca deste ido. Estranhamente, ndo se
verificaram alteraces nos niveis intracelulares de ATP nas células incubadas com 2-
DG.

Palavras-chave: Cancro pulmonar, Cr(VI1), BEAS-2B, bioenergética.
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Abstract

Hexavalent chromium [Cr(VI1)] is a known lung carcinogen. Its potential to
induce the neoplastic process was discovered after the appearance of many cases of lung
cancer in workers exposed to this ion. This discovery promoted many studies to observe
and elucidate the changes induced at the cellular level. The deregulation of
bioenergetics, a possible change suffered by all the cells that undergo a malignant
transformation, is one of the changes observed in cells exposed to Cr(VI). The
consumption of glucose, glutamine and oxygen (O;), the production of lactate and
ammonia, and the intracellular levels of adenine nucleotides are some of the most
relevant bioenergetic parameters in this context and seem to be altered after exposure of
the cells to Cr(VI). Nonetheless, studies assessing the effect of this ion in these
parameters are scarce, and representative models of the bronchial epithelium, where
most lung cancers induced by Cr(V1) appear, were not always used.

The BEAS-2B cell line, established by Curtis Harris and collaborators in 1988,
has been extensively used as a model of human bronchial epithelium in studies related
to lung cancer, among others. Although this cell line has been immortalized by viral
infection, the BEAS-2B cells retain characteristics of normal human bronchial epithelial
cells and only promote the formation of tumors at high passages.

This work had as main objective to evaluate the effects of concentrations of
Cr(VI) nor overly cytotoxic in some bioenergetic parameters of BEAS-2B cells, under
basal conditions and in the presence of a metabolic modulator. Previously, we have
extended the characterization of this cell line and determined the effects of culture
conditions and age on different parameters, specifically in morphology, proliferation
and energy metabolism.

It was observed that in the absence of coating, which mimics the extracellular
matrix, the typical growth pattern of BEAS-2B cell cultures was altered, but the
doubling times were not affected. On the contrary, the doubling times of the older
cultures were higher than those of younger cultures. Additionally, older cultures showed
a different morphology relative to younger ones. The glucose consumption and lactate
production were not affected by culture age.

Both short-term and long-term exposure to Cr(VI) promoted a more
fermentative metabolism. This change was more evident for higher concentrations of

Cr(V1). In general, there was an increased glucose consumption and lactate production.
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Regarding the energy charge (EC) and intracellular levels of adenine nucleotides, the
observed effects were more tenuous, having only a decrease in intracellular levels of
ATP after a long term exposure to 2 uM Cr(V1) been observed.

Incubation of cells with Cr(VI) in the presence of a modulator of energy
metabolism, 2-deoxy-p-glucose (2-DG), led to an increased lactate production, but to a
similar extent of that observed when cells were exposed to Cr(VI) only. Thus, it was
concluded that this effect was due only to the presence of this ion. Intriguingly, there

were no changes in ATP levels when cells were incubated with 2-DG.

Key-words: Lung cancer, Cr(VI), BEAS-2B, bioenergetics.
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1.1. Bioenergética - aspectos historicos e conceitos gerais

Os organismos vivos sdo totalmente dependentes de uma fonte constante de
energia para que se consigam opor a tendéncia, inevitavel, da natureza de decaimento
para niveis energéticos menores [1].

Tal como qualquer outra transformacdo quimica, as transformacgdes de energia
necessarias a realizacdo dos diferentes processos bioldgicos obedecem as leis da
termodinamica, formuladas no século XI1X. A primeira lei da termodinamica estabelece
0 principio da conservacao da energia, i.e., a quantidade total de energia no universo
permanece constante: pode mudar de forma ou ser transportada, mas ndo pode ser
destruida ou criada. A segunda lei da termodindmica estabelece que o universo tem
tendéncia para um aumento da entropia, uma vez que todos os processos implicam uma
perda de energia util [2, 3]. Da conjugacdo de ambas as leis conclui-se que, 0s
organismos tém de obter energia a partir de uma fonte externa, a qual € utilizada para a
sua manutencdo, resistindo ao aumento da entropia. Durante 0 processo evolutivo, as
celulas e organismos vivos desenvolveram mecanismos eficientes para captar a energia
do sol e/ou extrai-la de moléculas oxidaveis e transferi-la para os processos que dela
necessitam.

No sentido de estudar as transformacdes e trocas de energia das quais oS
organismos vivos dependem nasceu, no seculo XVIII, a bioenergética [4], ciéncia que
explica 0 modo pelo qual as células obtém energia para sobreviver. A bioenergética é
um conjunto de reac¢fes que permitem aos organismos converter a energia das fontes a
que tém acesso em energia util as suas células. Lavoisier e Laplace iniciaram este
estudo e descobriram a respiracdo celular aerdbia, processo metabdlico no qual ha
consumo de oxigénio molecular (O;) e de moléculas oxidaveis, e producdo de didxido
de carbono (CO,) e &gua (H,0). Ja no inicio do século XX, Engelhardt descobriu que
uma das moléculas com maior relevancia neste processo é a adenosina trifosfato (ATP),
0 maior transportador de energia quimica em todas as células [5]. Esta molécula ocupou
rapidamente um papel central no estudo da bioenergética. A oxidacdo de moléculas
combustiveis pelos organismos vivos liberta energia que é conservada, em larga
medida, sob a forma de moléculas de ATP. Desta forma, as reaccdes de
oxidacdo-reducdo sdo extremamente importantes no metabolismo energético, sendo
responsaveis por fornecer, em Ultima analise, energia necessaria ao trabalho realizado

pelos organismos vivos [5]. A libertacdo de energia das moléculas de ATP envolve a
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clivagem de uma das suas ligagdes fosfoanidrido, classificadas como ligacOes de alta
energia, ocorrendo a sua conversao em adenosina difosfato (ADP) e fosfato inorganico
(Pi), ou em adenosina monofosfato (AMP) e pirofosfato (PP;). As ligacOes de alta
energia sdo ligacdes covalentes envolvendo um atomo de fésforo ou enxofre e cuja
quebra liberta muita energia. Ao contrario do que a designagdo pode sugerir, estas
ligacOes de alta energia ndo sdo ligacdes fortes [2].

Existem essencialmente dois tipos de processos metabdlicos pelos quais os
organismos vivos obtém energia a partir de moléculas oxidaveis, as respiracdes e as
fermentacgdes, variando entre ambos o tipo de aceitador final de electrdes, que €
exdgeno e enddgeno, respectivamente. No caso das células animais, 0s processos
utilizados sdo, especificamente, a respiracdo celular aerdbia, quando em condicdes
aerobias, e a fermentacdo lactica, quando em condigdes anaerobias ou microaerdbias.
Nestes processos, ha transferéncia de electrdes provenientes das oxidagdes para
coenzimas oxidadas, como a nicotinamida adenina dinucledtido (NAD") e a flavina
adenina dinucleotido (FAD). Na respiracdo celular aerobia, ocorre uma oxidagédo
completa das moléculas combustiveis e o produto final da oxidacdo é didxido de
carbono (CO;), molécula pobre em energia, enquanto que na fermentacdo lactica a
oxidacdo das moléculas combustiveis é parcial e o produto final € uma molécula
relativamente rica em energia, o acido lactico. Desta forma, no processo fermentativo a
energia extraida das moléculas oxidaveis € muito menor, comparativamente com a
extraida na respiracdo celular (Figura 1.1.) [3]. Este assunto serd mais desenvolvido nas
seccOes 1.1.1.e1.1.2

Para a maioria dos organismos, a principal fonte de energia é a glucose,
especificamente o enantiomero o desta molécula. Esta molécula ocupa uma posicédo
central no metabolismo, ja que esta molécula, relativamente rica em energia potencial, é
também um importante precursor biossintético. No nosso organismo tem
essencialmente quatro destinos: armazenamento sob a forma de polissacarideo ou
oxidacdo através da via das pentoses fosfato, da respiracdo celular aerdbia ou da
fermentacdo lactica. O armazenamento da glucose permite a célula acumular grandes
quantidades de unidades desta hexose. Assim, quando necessario, a glucose pode ser
libertada rapidamente e oxidada para produzir ATP, mas também, através da via das
pentoses fosfato, para produzir nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) e
ribose. Na respiracdo celular aerdbia e na fermentacdo lactica, a oxidacdo da glucose

inicia-se com a via metabdlica glicolise (sec¢do 1.1.1.1.).
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Fermentacao lactica

2 Lactato

Glicolise
Glucose [ | 2 Piruvato
2

ATP
Conversao de CicloTCA
piruvato a e OXPHOS
acetil CoA 2 Acetil CoA +2 CO, |frmmmmep | 6CO+6H0 | + 28 ATP

Respiracao celular
aerdbia 60, '

Figura 1.1. Principais vias metabolicas para geracdo de ATP nas células humanas, utilizando
glucose como substrato. ATP, adenosina trifosfato; acetil CoA, acetil coenzima A; TCA, acidos
tricarboxilicos; OXPHOS, fosforilacdo oxidativa.

1.1.1. Respiracao celular aerébia

A respiracdo celular aerobia engloba trés vias metabdlicas. Quando o substrato
utilizado é a glucose, essas vias sdo a glicolise, o ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCA)
e a fosforilacdo oxidativa (Figura 1.1.).

Das vias metabolicas anteriormente referidas, apenas a glicélise ocorre fora da
mitocondria, especificamente no citosol das células. As mitocéndrias possuem duas
membranas (Figura 1.2.), a membrana mitocondrial externa, que é facilmente permeavel
a pequenas moléculas e iBes, e a interna, que é impermeavel a maioria das moléculas
pequenas polares e ibes. Existem, no entanto, transportadores que permitem a passagem
especifica destas moléculas através desta membrana. Na membrana mitocondrial interna
encontram-se 0s componentes da cadeia respiratoria e a ATP sintase. O ciclo TCA
ocorre na matriz mitocondrial, onde também se encontram as enzimas nele envolvidas
[2, 3].

Daniela Cravo Ferreira 2015



Efeitos do Cromio Hexavalente no Metabolismo Energético de uma Linha Celular do Epitélio Bronquico Humano

Membrana
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Figura 1.2. Representagdo esquematica da estrutura mitocondrial.

Foi apenas nos anos 50, quando foi possivel isolar mitocéndrias pela primeira
vez, que se compreendeu a funcdo destes organelos intracelulares na respiracéo celular
aerobia e sintese de ATP. Entretanto, descobriu-se que as mitocondrias estdo também
envolvidas em muitas outras funcdes biologicas, tais como a apoptose e manutencdo do

potencial redox [5].

1.1.1.1. Glicélise

Na glicolise, uma molécula de glucose é degradada enzimaticamente, originando
duas moléculas de piruvato. Esta via metabdlica decorre numa sequéncia de dez passos
(Figura 1.3.), constituindo os cinco primeiros a fase preparatoria. Esta fase requer o
investimento de duas moléculas de ATP, mas possibilita uma oxidacdo mais eficaz da
glucose. O ganho energético ocorre na fase seguinte, i.e., na fase de ganho energético,
em que ha producdo de quatro moléculas de ATP. Assim, o saldo energético desta via
sdo duas moléculas de ATP por molécula de glucose. Além da conservacdo de energia
nas moléculas de ATP, ha também conservacdo de uma pequena parte na forma de
NADH. No entanto, a maior parte da energia permanece nas moléculas de piruvato [2,
3, 6].
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Glucose

Figura 1.3. Sequéncia de passos da via metabdlica glicdlise com indicacdo de intermediarios
metabdlicos e enzimas. Uma molécula de glucose é convertida em duas moléculas de
gliceraldeido-3-fosfato na fase preparatoria, e ambas as moléculas passam pela fase de ganho
energético. O piruvato é o produto final desta fase. Por cada molécula de glucose convertida em
duas moléculas de piruvato, sdo consumidas duas moléculas de ATP na fase preparatdria €
produzidas quatro destas moléculas na fase de ganho energético, dando um rendimento global
de duas moléculas de ATP. HK, hexocinase; PGI, fosfoglucose isomerase; PFK-1,
6-fosfofruto-1-cinase; ALDO, aldolase; TPI, triose fosfato isomerase; GAPDH,
glicealdeido-3-fosfato desidrogenase; PGK, fosfoglicerato cinase; PGM, fosfoglicerato mutase;
ENO, enolase; PK, piruvato cinase.

1.1.1.2. Ciclo dos acidos tricarboxilicos

As moléculas de piruvato ndo entram directamente no ciclo TCA. Antes disso,
tém de ser convertidas em acetil coenzima A (acetil CoA) através de uma
descarboxilagdo seguida de oxidacao. Este passo € o elo de ligagéo entre a glicélise e 0
ciclo TCA. Para a maior parte das células, a maior fonte de acetil CoA € o piruvato que
provém da glicolise, mas existem tipos celulares, tal como as células do tecido muscular

cardiaco, em que a principal fonte de acetil CoA s&o os &cidos gordos [6].
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O ciclo TCA consiste numa série ciclica de reaccbes (Figura 1.4.), através da
qual a acetil CoA é completamente oxidada, formando CO, e transferindo electrdes para
moléculas transportadoras, especificamente NAD" e FAD. Esta via metabdlica envolve
nove passos, dos quais quatro sao oxidacdes. Este ciclo inicia-se com a condensag¢ao do
grupo acetil da acetil CoA com o oxaloacetato, um intermediario do ciclo. Em cada
volta do ciclo TCA sdo produzidas duas moléculas de CO,, nos passos em que Sao
oxidados o isocitrato e o o-cetoglutarato. A energia libertada pelas oxidacGes é
empregue na reducdo de trés moléculas de NAD" e uma de FAD, e na sintese de uma
molécula de ATP ou guanosina trifosfato (GTP). O numero de electrbes extraidos aos
substratos no ciclo TCA é muito superior ao extraido na glicolise, o que, em Gltima

analise, significa uma maior producédo de ATP [2, 3, 6].

/ Acetil CoA \
Oxaloacetato * Citfﬂfo.

NADH >
NAD® Cis-aconitato
Malato ‘
I Isocitrato
< NAD™
Fumarato NADH

FADH, >\ a-Cetoglutarato
FAD NAD™

Succinato

K ? Succinil CoA NADH /
GTP
GDP

Figura 1.4. Sequéncia de passos do ciclo TCA com indicagdo dos varios intermediarios. O
grupo acetil da acetil CoA condensa com uma molécula de oxaloacetato formando citrato. Nas
restantes reaccOes, cada molécula de citrato € novamente convertida em oxaloacetato,
libertando-se duas moléculas de CO,. Em cada volta do ciclo sdo formadas trés moléculas de
NADH e uma de FADH,, assim como uma molécula de GTP.

O ciclo TCA é uma via anfibolica. Serve maioritariamente para produzir energia,

mas, secundariamente, pode servir para formar intermediarios biossintéticos
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(Figura 1.5.). Para repor os intermediarios do ciclo TCA utilizados em biossintese, as
celulas utilizam reacgdes anaplerdticas (Figura 1.6.) [2, 5]. Em condigdes normais, as
reaccBes pelas quais os intermedidrios do ciclo sdo retirados e repostos estdo em

equilibrio dindmico, mantendo as concentracdes destes intermediarios quase constantes

[2].

Piruvato

Glucose

Acetil CoA
/

spartato

Cis-aconitato

Serina

Glicina Pirimidinas Malato
Cisteina
Fenilalanina I

Tirosina Isocitrato

Triptofano
Fumarato 1
\ a-Cetoghitarato -

Succinato
~ Succinil CoA

Figura 1.5. O ciclo TCA como fonte de intermediarios biossintéticos.

A glutamina, 0 aminoacido mais importante no metabolismo energético [7],
pode ser formada a partir do ciclo TCA (Figura 1.5.). Este aminoacido é extremamente
importante em diversos processos bioldgicos. Entre estes processos, destacam-se 0
balanco &cido-base, sintese de proteinas e outros processos anabolicos. A glutamina
constitui ainda a principal fonte de azoto para a sintese de nucle6tidos na célula, e pode
ser utilizada no tratamento de traumas e queimaduras, e também como suplemento para
crescimento muscular e tratamento pos-cirurgico [7, 8]. A glutamina é considerada um
aminodacido ndo essencial, ou seja, 0 nosso organismo tem a capacidade de o sintetizar,

por oposi¢do aos aminoacidos essenciais, que tém de ser obtidos através da dieta.
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Isoleucina
Metionina
Treonina
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Figura 1.6. Reposicdo de intermediarios do ciclo TCA a partir de aminoacidos.

1.1.1.3. Fosforilacdo oxidativa

A fosforilagdo oxidativa é o culminar de um longo processo de transformacdes
oxidativas que tem como principal objectivo a producdo de ATP. Os electrdes
provenientes das coenzimas reduzidas NADH e FADH, percorrem a cadeia respiratoria,
localizada na membrana mitocondrial interna, até ao aceitador final, o Os.

O fluxo de electrdes é exergonico, porque o O, possui maior afinidade por
electrdes do que as coenzimas reduzidas e que os transportadores intermediarios. A
forca electromotriz dissipada € utilizada para bombear protdes para o espaco
intermembranar, originando um gradiente de protdes. A energia armazenada no
gradiente gerado, denominada forca proto-motriz, apresenta dois componentes: energia
potencial quimica, devida a diferenca de concentragio de H* em duas regides separadas
pela membrana mitocondrial interna, e energia potencial eléctrica, resultante da
separacdo de carga quando um protdo se move através da membrana sem um contra-iao.
De acordo com o modelo quimiosmotico, proposto por Peter Mitchell, quando os
protbes se deslocam espontaneamente a favor do seu gradiente electroquimico, a energia

é disponibilizada para produzir trabalho. Nas mitocondrias, quando os protdes fluem
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através de um poro de protdes associado a uma ATP sintase, ha sintese de ATP a partir
de ADP e Pi por meio de um processo chamado fosforilagdo oxidativa (Figura 1.7.).
Este processo é a maior fonte de ATP em células aerdbias [2, 3, 6]. O facto de a
membrana mitocondrial interna ser impermeével a protdes é essencial para que o
gradiente protdnico néo seja dissipado [5].

A membrana mitocondrial interna contém os componentes da cadeia respiratoria
e a ATP sintase. A cadeia respiratoria é composta por quatro grandes complexos
proteicos (complexos | a V), e duas unidades mais pequenas que fazem a conexao entre
0s quatro grandes complexos - ubiquinona e citocromo c. O complexo | catalisa
simultaneamente dois processos, especificamente a transferéncia exergonica de um ido
hidreto do NADH e um protdo da matriz mitocondrial para a ubiquinona, e a
transferéncia endergdnica de protdes da matriz mitocondrial para o0 espago
intermembranar. O amital, a rotenona e a piericidina A inibem o fluxo de electrdes do
complexo | para a ubiquinona e, por isso, bloqueiam todo o processo de fosforilacéo
oxidativa. O complexo Il catalisa a transferéncia dos electrdes resultantes da oxidagéo
do succinato, pela succinato desidrogenase, no ciclo TCA, para a ubiquinona. O
complexo 111 acopla a transferéncia de electrées do ubiquinol, ubiquinona reduzida, para
0 citocromo ¢ com o transporte vectorial de protbes da matriz mitocondrial para o
espaco intermembranar. O complexo IV transporta dois electrées do citocromo ¢ para o
0., reduzindo-o a H,0, e protdes da matriz mitocondrial para o espaco intermembranar
(Figura 1.7.) [2, 5].

O consumo de O, e a sintese de ATP dependem da presenca de um substrato
oxidavel, bem como de ADP e Pi. A teoria quimiosmotica explica prontamente a
dependéncia da sintese de ATP na mitocondria do transporte de electrées. Desta forma,
é esperado que inibidores do transporte de electrdes para o O, como os referidos
anteriormente e outros, tais como o cianeto, 0 mondxido de carbono e a antimicina A,
blogueiem a sintese de ATP. O inverso também se verifica, i.e., a inibicdo da sintese de
ATP bloqueia a transferéncia de electrées. O acoplamento da oxidacdo e fosforilagcdo
pode ser demonstrado ao fornecer O, e substratos oxidaveis, mas ndo ADP, as
mitocondrias. Nestas situacfes, ndo ha sintese de ATP e a transferéncia de electrbes
para 0 O, ndo ocorre. Usando oligomicina ou venturicidina, que se ligam a ATP sintase
na mitocdndria, impedindo a sintese de ATP, também é possivel demonstrar o

acoplamento referido.
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Certas condigdes e reagentes tais como o 2,4-dinitrofenol (DNP) e a
carbonilcianeto-p-trifluormetoxifenilidrazina (FCCP) podem desacoplar a oxidacéo da
fosforilagdo. Ambos o0s reagentes referidos sdo acidos fracos com propriedades
hidrofébicas, o que permite que se difundam rapidamente através da membrana

mitocondrial interna. Ao chegarem na matriz mitocondrial,

dissipando o gradiente protonico [2].
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libertam um protéo,
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Figura 1.7. Representagdo esquematica do transporte de electrfes e protdes através da cadeia
respiratdria e formagdo de ATP pela ATP sintase. Os electrdes provenientes dos complexos | e
Il sdo transportados para a ubiquinona (Q). A ubiquinona reduzida funciona como um
transportador mével de electrbes. Esta vai assim transportar electrdes para o complexo Il que,
por sua vez, os transfere para o citocromo ¢ (Cit c). Estes electrbes sdo transportados para o
complexo 1V gue que os transfere para 0 O,. O fluxo de electrdes pelos complexos I, Il e IV é

acompanhado por um fluxo de protdes da matriz mitocondrial para o espago intermembranar.
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1.1.1.4. Rendimento energético

O rendimento total da degradacdo de uma molécula de glucose, por meio da
respiracdo celular aerdbia, é cerca de 30 moléculas de ATP [9]. A glic6lise tem um
rendimento energético de duas moléculas de ATP e duas de NADH, a partir de uma
molécula de glucose. No elo de ligagdo da glicolise ao ciclo TCA sdo geradas duas
moléculas de NADH. O ciclo TCA tem um rendimento energético de duas moléculas de
ATP e de FADH,, e seis moléculas de NADH. As restantes moléculas de ATP sédo
geradas quando os electrbes das coenzimas reduzidas, NADH e FADH; s&o
transferidos para o O,. Na fosforilacdo oxidativa, a passagem de dois electrdes do
NADH e do FADH, para o O, potencia a formacao de cerca de 2,5 e 1,5 moléculas de
ATP, respectivamente. J4 o NADH formado na glicélise potencia a formagéo de apenas
1,5 moléculas de ATP (Tabela 1.1.) [2].

Tabela 1.1. Rendimento energético das varias vias metabdlicas envolvidas na oxidagdo
completa de uma molécula de glucose.

Moléculas de ATP geradas

Glicolise 2

Ciclo TCA 2

Fosforila¢do oxidativa

A partir de 2 moléculas de NADH formadas na glicélise 3
A pa}rtir de 2 m_oléculas de N_ADH formadas na conversao das 5
moléculas de piruvato a acetil CoA

A partir de 2 moléculas de FADH, formadas no ciclo TCA 3
A partir de 6 moléculas de NADH formadas no ciclo TCA 15
Total de moléculas de ATP geradas pelo processo de 30

respiracao celular aerdbia

1.1.2. Fermentacao lactica

A fermentacdo € o termo geral que define a degradacdo anaerdbia de moléculas

combustiveis, com vista a obtencdo de energia sob a forma de ATP. Pasteur foi o
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primeiro cientista a observar que, em condicbes anaerdbias, a oxidagdo de glucose
ocorre atraves de fermentacédo [5]. Existem diferentes tipos de fermentacfes que variam
de acordo com o produto final. No nosso organismo, ocorre fermentacao lactica, que se
inicia, como ja referido (seccdo 1.1.), pela via metabolica glicolise, seguida da reducao
do piruvato a lactato.

Na auséncia de O, aceitador final de electres, as moléculas de piruvato e de
NADH produzidas ndo sdo oxidadas e o fluxo glicolitico poderia parar. De modo a
evitar esta paragem, ocorre reducio do piruvato a lactato permitindo que o NAD" seja
regenerado. A reducdo do piruvato é catalisada pela L-lactato desidrogenase (LDH), que
forma L-lactato [2, 3] (equacéo 1.1.).

. LDH
Piruvato — r-lactato (1.1.)

1.1.2.1. Rendimento energeético

A fermentacdo lactica permite que haja producdo de uma pequena, mas
constante, quantidade de ATP por molécula de substrato oxidado. O rendimento em
ATP sob condicdes anaerdbias, de duas moléculas de ATP por molécula de glucose, €
muito menor que o obtido na respiracdo celular aerdbia. Para produzir a mesma
quantidade de ATP nos dois processos, € necessario consumir perto de 15 vezes mais
glucose em condicdes anaerobias do que sob condicdes aerobias. Porém, a fermentacédo

lactica € um processo muito mais rapido e nao requer O3 [2].

1.1.3. Parametros criticos na caracterizacdo do estado energético das

células

Além do consumo de glucose, existem varios outros parametros bioenergéticos
relevantes para a caracterizacdo do metabolismo energético, tais como o consumo de
glutamina e de Oy, a producdo de lactato e de amonia, e 0s niveis intracelulares de

nucleodtidos de adenina.
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A glucose, como ja foi referido na secgdo 1.1., é a principal molécula utilizada
como fonte de energia pelas células animais. Assim, 0s seus niveis no sangue devem
permanecer sem alteracbes significativas de modo a assegurar um fornecimento
energético constante as células [2]. Desta forma, a monitorizagdo dos seus niveis no
sangue € essencial para verificar se ha homeostasia. A caréncia ou excesso de glucose,
bem como a desregulacdo dos mecanismos de manutencdo dos seus niveis sanguineos,
estdo associados a diversas patologias, tais como a diabetes [10].

A producdo de lactato € um indicador de metabolismo energético anaerébio.
Geralmente, sob exercicio fisico intenso, a quantidade de lactato em circulacdo
aumenta, o que também se verifica em diversas patologias [11]. Deste modo, a
quantificacdo da producdo de lactato € essencial para ter uma percep¢do do modo pelo
qual ocorre o metabolismo da glucose e para detectar eventuais patologias.

A glutamina, um dos amino&cidos mais abundantes no nosso organismo, esta
envolvida em varios processos biologicos ja brevemente referidos na seccdo 1.1.1.2.
Desta forma, a quantificacdo do consumo de glutamina é essencial para verificar se 0s
seus niveis sanguineos sdo adequados para a manutencdo destes processos. O produto
primario do metabolismo da glutamina é a amdnia, a qual é toxica para as células,
inibindo o crescimento celular [12]. Assim, também a quantificacdo da amonia é
essencial para verificar se esta ndo se encontra presente em niveis demasiado
citotoxicos.

O ATP é essencial para que as células possam levar a cabo a maioria dos
processos bioldgicos dependentes de energia, como ja foi descrito na sec¢do 1.1. Assim,
0s seus niveis devem ser mantidos constantes. Os niveis de nucleotidos de adenina sdo
um importante indicador do estado bioenergético. Neste contexto, a EC, calculada de
acordo com a equacdo de Atkinson (equacdo 1.2.), € um parametro particularmente
importante. Um valor de EC elevado promove o anabolismo, processo redutivo em que
h& biossintese e gasto de ATP, enquanto que um valor de EC baixo promove o

catabolismo, processo oxidativo em que ha geracdo de ATP [9, 13, 14].

[ATP]+ %[ADP]
[ATP]+[ADP[+[AMP]

Carga energética = (1.2.)
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Um dos melhores pardmetros para avaliar a respiragdo celular aerdbia é o
consumo de O,. A taxa de consumo de O, é um parametro que permite avaliar a fungédo
mitocondrial, uma vez que o O, € maioritariamente consumido nestes organelos.
Especificamente, esta taxa permite determinar o tipo de metabolismo energético
adoptado pelas células [15, 16].

1.1.4. Cancro e bioenergética

Os cientistas tém, ao longo do tempo, tentado combater as doencas que assolam
0 Mundo. Ha, no entanto, diversas que ainda se mantém sem cura. Entre estas, estdo
certos tipos de cancro que afectam milhdes de pessoas todos 0s anos. S6 em 2012, estes
foram responsaveis pela morte de 8,2 milhdes de pessoas em todo o Mundo [17].

O processo pelo qual células normais sofrem transformacdo neoplasica decorre
em varias fases. O entendimento completo do modo como as substancias cancerigenas
actuam e a forma como determinadas alteracGes genéticas vao promover este processo é
essencial. Hanahan e Weinberg tém contribuido muito para esse entendimento. Em
2000 definiram, pela primeira vez, um conjunto de competéncias que sdo aparentemente
adquiridas por todas as células que sofrem processos de transformacdo maligna. As
caracteristicas entdo definidas foram as seguintes: capacidade de suster a sinalizacédo
proliferativa, de escapar a accdo de supressores de crescimento, de resistir a morte
celular, de adquirir imortalidade replicativa, de induzir a angiogénese, de activar a
invasdo e a metastizacdo [18]. A aquisicdo destas competéncias permite a proliferacdo
descontrolada, sobrevivéncia e disseminacdo para outros tecidos, que caracteriza todas
as células cancerigenas. A ordem pela qual sdo adquiridas varia entre os diferentes tipos
de cancro, assim como 0 momento em que sdo adquiridas durante o processo de
tumorigénese. Contribuem para a aquisicdo destas competéncias as seguintes
caracteristicas essenciais: instabilidade gendmica, mutacdes e inflamacdo. Mais
recentemente, em 2011, estes dois investigadores acrescentaram duas novas capacidades
ao conjunto ja definido: capacidade de evitar a destruicdo pelo sistema imunitario e de
desregular o metabolismo energético celular [19]. Tornou-se, assim, mais 6bvio que o
metabolismo energético tem um papel importante ndo s6 na salde, mas também em
determinadas patologias, tal como o cancro. Esta apreciacdo do papel essencial de

alteracbes bioenergéticas no cancro foi o culminar de uma série de observacdes
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iniciadas, no século passado, por Otto Warburg. Este bioquimico relatou uma
inesperada caracteristica metabdlica apresentada pelas células cancerigenas, que deu
origem ao termo efeito de Warburg. Na presenca de quantidades de O, adequadas, as
células cancerigenas dependem mais da fermentacdo do que as células normais das
quais derivaram [19, 20]. Claramente, esta reprogramacao terd de providenciar
vantagens as células cancerigenas, caso contrario ndo ocorreria. De modo a compensar a
reprogramacdo metabdlica sofrida pelas células cancerigenas, pouco eficiente em
termos energéticos, ocorre um maior consumo de glucose, necessario para assegurar
niveis adequados de ATP [21]. Este fen6tipo tem sido explorado na clinica, com grande
sucesso, por uma técnica de imagem, tomografia por emissdo de positrdes (PET),
utilizando 18-fluordeoxiglucose (18-FDG) (Figura 1.8.) [22].

Antes do
tratamento

Figura 1.8. Diminuigdo do consumo de glucose por células tumorais, visualizado através da
técnica de imagem PET utilizando 18-FDG, indicando resposta a terapia anticancerigena. As
imagens resultam da fusdo de imagens de FDG-PET e tomografia computadorizada (CT). Antes
do tratamento é visivel um grande consumo de 18-FDG (imagem da esquerda) que praticamente
desaparece ap6s 4 semanas de tratamento (imagem da direita). O excesso de 18-FDG ¢é
excretado pela urina, razdo pela qual os rins e bexiga se encontram marcados. Adaptado de [30].

Além do aumento do consumo de glucose, o fendtipo bioenergético adoptado
pelas células cancerigenas é também caracterizado por um aumento do consumo de

glutamina [23-25] e aumento da producdo de lactato [20]. A elevada taxa de produgéo
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de lactato evita a acumulacdo de piruvato nas células, dado que a velocidade de
conversdo de piruvato a lactato pela LDH é superior a da conversdo do piruvato em
acetil CoA pela piruvato desidrogenase (PDH) [26]. A enzima LDH (sec¢édo 1.1.2.) ao
catalisar a conversdo de piruvato a lactato, regenera 0 NAD". O lactato produzido é
excretado pela célula através de transportadores existentes na membrana celular [27]. O
aumento do consumo de glutamina deve-se a sua utilizacdo para repor,
anapleroticamente, intermediarios do ciclo TCA que foram desviados para a sintese de
compostos celulares. O malato, um intermediario do ciclo TCA, pode ser convertido em
piruvato, fora da mitocéndria, pela enzima malica (ME). Nesta reaccdo ha também
producdo de uma molécula de NADPH (Figura 1.9.). O piruvato assim produzido pode
ser convertido em lactato [23, 25] ou em acetil-CoA [28]. A glutamina, pode ainda ser
convertida em glutationa (GSH), um importante antioxidante, por accdo das enzimas

glutaminase (GLS) e glutamato cisteina ligase (GCL) (equagéo 1.3.) [21].

Glutamina

7S

|
Malato «———Malato Ciclo \ Glutamato
NADP‘) [ tca
Inappy £ | ME \ a-Cetoglutarato
1ruvato
ILDH
Lactato

Figura 1.9. O metabolismo da glutamina permite repor intermediarios do ciclo TCA e produzir
NADPH. A glutamina pode ser convertida em malato, um intermediario do ciclo TCA. O
malato, no exterior da mitocondria, pode ser convertido em piruvato pela enzima malica (ME),
produzindo NADPH. O piruvato é convertido por ac¢do da enzima LDH em lactato, que é
facilmente excretado pela célula.
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As alteracGes caracteristicas do efeito Warburg podem surgir através da
activacdo de determinados oncogenes [29, 30]. Similarmente, a inibicdo [31], ou
activacdo de determinadas proteinas [32], pode também promover o aparecimento
destas alteracdes. Estes oncogenes e proteinas vao ser discutidos ao longo desta seccao.

O oncogene MYC quando expresso tem a capacidade de promover a transcrigdo
de genes glicoliticos e glutamindlicos e estimular a biogénese mitocondrial [33, 34].
Estas descobertas estabeleceram que o Myc é um regulador importante do metabolismo.
Recentemente, sugeriu-se que um dos papéis do Myc é a amplificacdo dos programas de
expressdo genica [35]. Em ratos modificados geneticamente para sobrexpressar MYC
em hepatocitos, verificou-se um aumento da taxa de fermentagdo lactica e o
aparecimento de tumores no figado. A inibicdo da expressdo de MYC levou a
diminuicdo da taxa de fermentacdo lactica [36]. A expressdo do oncogene RAS promove
um aumento da glicolise, embora o mecanismo pelo qual isso ocorre ainda nao esteja
definido [37]. Além destes oncogenes, também o oncogene AKT, quando expresso, tem
a capacidade de promover um aumento da taxa de fermentacdo lactica [38]. Além disso,
estd envolvido na regulacdo de varios processos, tais como a apoptose, proliferacéo e
metabolismo [39]. A proteina p53 tem, entre outros, um importante papel no controlo
do ciclo celular identificando danos no acido desoxirribonucleico (DNA). Sempre que 0
genoma se encontra danificado, a proteina p53 vai impedir que o processo de divisdo
celular continue e a célula permanece na fase G1. A progressdo para a fase S ocorre
apenas caso 0 DNA seja reparado. Nos casos em que o dano é irreparavel, é induzida
morte celular por apoptose [40]. Porém, quando inactivada, a proteina p53 nao induz
morte celular mesmo na presenca de danos no DNA. Consequentemente, as células com
danos no DNA prosseguem no ciclo celular, acumulando mutacgdes e alteracdes a nivel
cromossomico. A proteina p53 actua a diferentes niveis para reprimir a glicolise,
nomeadamente através da prevencdo da activacdo alostérica da enzima glicolitica
6-fosfofruto-1-cinase (PFK-1) [31] e através da inibi¢do da sinalizacdo por AKT [41].
Simultaneamente, a p53 aumenta o fluxo através da cadeia respiratoria ao aumentar 0s
niveis da proteina Synthesis of Cytochrome ¢ Oxidase 2 (SCO2) [42]. A SCO2 ¢ uma

chaperone essencial para a constru¢do do complexo IV (citocromo ¢ oxidase) da cadeia
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transportadora de electrdes. Este catalisa a transferéncia de electrdes do citocromo c
para Oy, permitindo que o gradiente protonico, através da membrana mitocondrial
interna se mantenha, condicdo necesséaria para que a producdo de ATP através do
processo respiratorio ocorra. Na auséncia da proteina SCO2, o complexo citocromo ¢
oxidase ndo é formado correctamente. Consequentemente, ocorre um desvio para um
metabolismo mais fermentativo, de modo a haver uma eficiente produgéo de ATP [42].
Desta forma, mutacdes que inactivem o gene que codifica a proteina p53, o TP53, como
é comumente observado em tumores, promovem a alteracdo para um metabolismo
fermentativo [43].

Em 2008, observou-se uma outra interligacdo entre a reprogramagdo metabdlica
e a proteina p53. Especificamente, verificou-se um aumento na taxa de fermentacédo
lactica aquando da activacdo do factor de transcricdo NF-xB, a qual ocorreu apos
inactivacao de p53 [44].

Na maioria dos cancros humanos, verificam-se elevados niveis de factor
induzido por hipoxia la (HIF-1a) que podem ser induzidos por determinadas alteracGes
genéticas nas células cancerigenas, mas também devido a existéncia de locais de
hipdxia no proprio tumor [32, 45]. O factor induzido por hipéxia 1 (HIF-1) é um factor
de transcricdo envolvido na modulacdo do metabolismo celular em resposta a
quantidade de O, disponivel [32]. E constituido por duas subunidades, HIF-lo e
HIF-1B, sendo a subunidade HIF-1a sensivel aos niveis de O,. Esta é continuamente
produzida, mas a sua estabilidade é regulada pela disponibilidade de O, presente [46].
Na presenca de niveis normais de O, esta subunidade sofre uma modificacdo
pos-traducdo (é ubiquitinada) e, consequentemente, degradada. Em periodos de caréncia
de Oy, a enzima responsavel por modificar a HIF-1a € inactivada, devido a privacdo de
0O, ou a existéncia de espécies reactivas de oxigenio (ROS) geradas pela mitocondria
[47]. Desta forma, o HIF-1 € transportado para o nucleo onde promove a activacdo dos
genes que codificam a LDH e a piruvato desidrogenase cinase 1 (PDK1), entre outros
[48]. A PDK1 é responsavel pela inibicdo da PDH através de fosforilagdo. Desta forma,
a conversao de piruvato a acetil-CoA € inibida. A activacdo das enzimas LDH e PDK1
vai claramente impedir que o piruvato prossiga para o ciclo TCA [32]. Em 2007,
descobriu-se que o Myc cooperava com o HIF-1 promovendo o0 aumento da expressdo
das enzimas PDK1 e hexocinase 2 (HK2), estando esta ultima envolvida no primeiro

passo da glicdlise, promovendo a alteracdo para um metabolismo fermentativo [49].
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1.2. Cromio hexavalente [Cr(V1)] como agente cancerigeno pulmonar

Em 2012 verificaram-se 1,8 milhdes de novos casos de cancro do pulméo, cerca
de 13% do total de casos de cancro diagnosticados. Este tipo de cancro é a principal
causa de morte por cancro no sexo masculino, quer em paises desenvolvidos
(416 700 mortes), quer em desenvolvimento (682 000 mortes), e no sexo feminino, em
paises desenvolvidos (209 900 mortes) [17]. A elevada mortalidade associada ao cancro
do pulméo deve-se ao facto deste ser detectado, na maioria dos casos, num estado ja
avancado em que os tratamentos disponiveis sdo geralmente paliativos [50].

O cromio hexavalente [Cr(VI)] é reconhecido como um agente cancerigeno
pulmonar por numerosas agéncias internacionais, tais como a Agéncia Internacional
para a Investigacdo do Cancro (IARC) [51] e Programa Nacional de Toxicologia (NTP)
[52]. No entanto, existem algumas suspeitas de que o Cr(VI) também possa promover
cancro em tecidos do sistema nervoso central e gastrointestinal. Porém, ainda ndo

existem dados suficientes que suportem estas suspeitas [53, 54].

1.2.1. Cr(VI1): aspectos gerais

Constituindo um dos elementos mais abundantes da crosta terreste, o cromio
existe em varios estados de oxidacdo (-1l a +VI), o que ilustra bem a sua enorme
versatilidade [55]. Apos a sua descoberta, no século XVIII, por Vauquelin, rapidamente
se comegou a compreender as suas potencialidades. Entre a ampla gama de aplicacdes
deste elemento, pode referir-se o curtimento de peles, o acabamento de metais, a
producdo de pigmentos, de aco inoxidavel, de conservantes de madeira e de solucbes
para limpeza de vidros, entre muitas outras [55].

As enormes potencialidades apresentadas pelo cromio levaram a que as
industrias refractaria, quimica e metaldrgica passassem a emprega-lo amplamente. A
medida que a sua aplicacdo industrial se intensificou, os efeitos adversos provocados
pela sua aplicacdo foram-se manifestando [56]. Os compostos de crémio eram
reconhecidos como agentes irritantes para a pele provocando eczemas e dermatite de
contacto, mas 0 mais preocupante era a possibilidade destes serem agentes
cancerigenos. De facto, parecia haver uma relacdo entre a exposicdo ocupacional ao

cromio e um aumento da incidéncia de cancro do pulméao nos trabalhadores [55].
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Em 1890, David Newman detectou um tumor maligno num trabalhador exposto
a cromio, mas é provavel que, na altura, ndo tenha tido a percepgdo da importancia da
sua observacao [57]. Seguiram-se varios estudos na tentativa de pdr em evidéncia uma
possivel relacdo entre a exposicdo a este elemento e um aumento da incidéncia de
cancro. Esta relagdo foi claramente estabelecida por varios estudos epidemioldgicos.
Machle e Gregorius foram os primeiros investigadores a realizar um estudo
epidemioldgico no qual demonstraram uma elevada taxa de mortalidade por cancro
pulmonar em trabalhadores expostos a cromio [58]. Seguiram-se diversos estudos com
0 objectivo de determinar concretamente se existiria algum estado de oxidacdo
particular que fosse responsavel por este efeito cancerigeno [59, 60].

A determinacdo do estado de oxidacdo do cromio responsavel pelo efeito
cancerigeno foi alvo de debate ao longo de varias decadas, tendo este sido sempre
centrado entre dois estados de oxidagdo, os estados trivalente [Cr(I1l)] e hexavalente
[Cr(VI)], dado que sdo os estados de oxidagdo mais estaveis e relevantes em sistemas
biolégicos [59, 61]. Os resultados obtidos revelaram-se, inicialmente, muito
contraditérios relativamente aos efeitos provocados por cada um destes estados de
oxidacao. Por exemplo, diversos estudos epidemioldgicos revelaram que trabalhadores
expostos exclusivamente a Cr(l11) ndo apresentavam uma incidéncia aumentada de
cancro [62], logo seria de esperar que fosse o Cr(VI) o responsavel pelos efeitos
cancerigenos. No entanto, in vitro, o Cr(lll) tinha mais tendéncia do que o Cr(VI) para
reagir com proteinas, acidos nucleicos e outras biomoléculas, alterando as funcées
normais destas e causando danos nos sistemas biologicos [53]. O facto de os dois
estados de oxidacdo formarem complexos distintos explica esta aparente contradigcéo.
Assim, embora o Cr(lll) tenha, na realidade, uma maior capacidade para interagir com
biomoléculas, os complexos que forma sdo geralmente octaédricos e a pH fisiologico
encontram-se carregados positivamente, ndo conseguindo atravessar a membrana das
células [63]. Por outro lado, sob condicdes fisiolégicas, o Cr(VI) apresenta-se
maioritariamente na forma de oxianido (CrO4)* [63]. Este id0 apresenta uma estrutura
tetraédrica, o que Ihe permite entrar através de canais anionicos ndo-selectivos, tal como
ocorre com complexos tetraédricos anionicos de fosfatos e sulfatos [64]. O Cr(VI) tem
um forte potencial oxidativo e, consequentemente, reduz-se rapidamente a Cr(lll) no
interior das células [55]. O Cr(lIll) é entdo o ido que vai formar complexos com acidos
nucleicos, proteinas e outras biomoléculas [65]. Concluiu-se, desta forma, que o Cr(VI)

é indubitavelmente o ido cancerigeno. As espécies intermedidrias reactivas da reducdo
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do Cr(VI1) a Cr(lll), especificamente o cromio pentavalente [Cr(V)] e tetravalente
[Cr(1V)], podem também induzir efeitos prejudiciais nas células [64, 66].

Enquanto o Cr(VI) existente no ambiente tem origem, quase totalmente, nas
actividades humanas, o Cr(l11) ocorre naturalmente na natureza [67]. O Cr(llI) apresenta
baixa toxicidade e, quando ingerido oralmente ou inalado, é excretado através da urina.
A sua absor¢do através da pele parece ndo ocorrer [68]. Actualmente, sabe-se que 0
Cr(I11), em baixas concentracdes, € um ido essencial para 0 nosso organismo [55, 61].
Por outro lado, a exposicdo a Cr(VI) induz uma reaccdo alérgica caracterizada por
dermatite, e a sua ingestdo leva na maioria dos casos a morte, uma vez que a dose letal é
relativamente baixa [55]. O nosso organismo tem a capacidade de reduzir uma grande
parte do Cr(VI) antes da sua entrada nas células, reduzindo manifestamente o potencial
cancerigeno deste ido [53]. Essa reducdo ocorre essencialmente nos pulmdes e no
estdbmago. Porém, esta capacidade pode revelar-se insuficiente para impedir a entrada
deste ido nas células, caso a quantidade de Cr(V1) seja muito elevada e/ou a exposicdo
prolongada. Exemplo disso é a inalacdo ocupacional de particulas contendo Cr(VI) que
se vdo acumular nas bifurcacdes existentes na arvore bronquica. A partir destas
bifurcacbes ocorre uma lenta libertacdo de Cr(VI) que, pelas razbes acima referidas,
pode por fim escapar aos mecanismos extracelulares de defesa e entrar nas celulas
(Figura 1.10.). De facto, a maioria dos tumores pulmonares associados a exposicao a
Cr(VI) encontram-se justamente nos locais onde este ido se acumula, especificamente
nas bifurcacoes ja referidas [69, 70].

A populacdo geral pode estar em risco devido a dispersdao no ambiente destes
agentes cancerigenos através da deposicdo de lixo contendo Cr(VI), emisséo de gases de
combustdo e fumo de tabaco, entre outras fontes [55, 67]. Os efeitos adversos
associados a exposicdo a Cr(VI) levaram a necessidade de implementar medidas para
diminuir os riscos para a saude publica. Pelo facto deste ido ter diversas aplicacdes foi
necessario que as medidas implementadas ndo comprometessem a sua utilizacdo. Foram
implementadas medidas de seguranca com vista a diminuicdo dos niveis de crémio aos
quais os trabalhadores sdo expostos. Porém, no que toca a exposicao ambiental, € muito
mais dificil controlar os niveis de cromio aos quais a populacdo é efectivamente
exposta. Apesar de terem vindo a ser desenvolvidas varias estratégias para diminuir a
poluicdo por compostos de crémio, os residuos contendo cromio ndo sdo facilmente
biodegradaveis [63]. Compreende-se, assim, a razdo pela qual inimeros investigadores

tentam compreender os mecanismos de ac¢éo pelos quais o Cr(VI) promove 0 processo

Daniela Cravo Ferreira 2015



Efeitos do Cromio Hexavalente no Metabolismo Energético de uma Linha Celular do Epitélio Bronquico Humano

cancerigeno. Apesar de inimeros estudos ainda muito pouco se sabe. Além disso, ha
muitos resultados contraditérios. Um dos factores que contribui para este problema € a

utilizacdo de modelos experimentais pouco adequados aos estudos em questéo.

a) b) & crov

s Cr(IlD)

Figura 1.10. Representacdo esquematica dos locais de acumulacéo de Cr(V1) nas bifurcacdes da
arvore brénquica (a) e entrada deste nas células, através de canais nao selectivos (b). No interior
das células, o Cr(V1) é reduzido a Cr(llI).

1.2.2. Impacto do Cr(VI) no metabolismo energético celular

Foram realizados ja muitos estudos para tentar verificar se as células expostas a
Cr(VI) exibem as capacidades descritas por Hanahan e Weinberg (sec¢do 1.1.4.).
Recentemente, a desregulacdo do metabolismo energético celular tem merecido
particular atencdo. Na verdade, os primeiros estudos com vista a determinacdo do efeito
do Cr(VI1) no metabolismo energético celular datam ja do século passado [71]. Logo
nestes estudos, ficou demonstrado um efeito no metabolismo celular como
consequéncia directa de uma exposicao a Cr(V1). Todos os estudos posteriores, alguns
dos quais realizados no nosso laboratério [66, 72], revelaram alteracGes ao nivel
bioenergético, mais concretamente ao nivel do consumo de glucose, de glutamina e de
0,, da producdo de lactato e de amdnia, e dos niveis intracelulares de nucleétidos de
adenina [66, 72-88].

Os efeitos do Cr(VI) ao nivel do consumo de O; e de glucose, e da producao de

lactato foram estudados pela primeira vez no nosso laboratério, em 2011, na linha
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celular PC-12, uma linha celular derivada de células de feocromocitoma da medula
supra-renal de rato (linha celular PC-12). Uma exposicdo de 6 horas a Cr(VI) levou a
alteracbes em todos os parametros estudados. Especificamente, observou-se um
aumento do consumo de glucose e da produgdo de lactato e uma diminuicdo do
consumo de O; [66]. Mais tarde, realizaram-se outros dois estudos nos quais se
verificou o efeito do Cr(VI) nos mesmos pardmetros, mas em células de uma linha
celular imortalizada derivada de epitélio brénquico humano normal (linha celular
BEAS-2B) [72, 73]. Apesar dos regimes de exposigéo utilizados nos estudos terem sido
diferentes os resultados obtidos foram, na sua globalidade, semelhantes. Em ambos os
estudos, observou-se decréscimo no consumo de O, e aumento na producdo de lactato.
No estudo em que se avaliou 0 consumo de glucose observou-se um aumento deste [72].

O impacto do Cr(VI) no consumo de O, foi avaliado em vérios estudos, para
além dos realizados no nosso laboratorio, tendo-se verificado, em todos eles, um efeito
inibitorio [74-83]. Estes estudos variaram entre si ndo so relativamente ao tempo de
exposicdo e concentracdo/dose, mas também ao nivel dos sistemas utilizados:
mitocondrias de rim, coracdo ou figado de rato, fibroblastos de gengiva humana,
hepatocitos e timocitos de rato, celulas de uma linha celular derivada de hepatocitos
embrionarios humanos (linha celular L-02) e de uma linha celular derivada de
fibroblastos de pulmd@o de hamsters chineses (linha celular VV79) e fibroblastos do
prepucio de criangas.

Anteriormente foi referida a tendéncia das células cancerigenas consumirem
mais glutamina relativamente as células normais das quais derivaram (seccdo 1.1.4.).
No Unico estudo em que se avaliou o impacto do Cr(VI) no consumo de glutamina,
tendo sido realizado no nosso laboratorio, verificou-se aumento deste parametro [72].

E importante determinar o0 modo como o estado energético da célula vai ser
afectado por alteracdes no metabolismo energético causadas pela exposicdo a Cr(VI), ou
seja, se a célula vai ter capacidade de gerar niveis suficientes de ATP para a sua
manutencdo, funcionamento e proliferacdo. Relativamente ao impacto do agente
cancerigeno Cr(VI1) na pool de adenilatos das células todos os estudos realizados até a
data [72, 74, 76, 79, 80, 83-87], menos um [88], sugeriram que a exposicao a Cr(VI)
causa um decréscimo dos niveis de ATP e aumento dos niveis de ADP e AMP, tendo-se
verificado, consequentemente, uma diminui¢cdo da EC. As condicdes em que estes
estudos foram efectuados diferiram entre si ao nivel da concentracdo/dose e duracdo da

exposicdo ao agente cancerigeno, assim como nos sistemas utilizados (fibroblastos de
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gengiva humana, células da linha celular derivada de fibroblastos de rim de hamsters
(linha celular BHK), células V79, células L-02, células BEAS-2B, hepatocitos,
timocitos e mitocdndrias de rim de rato).

Resumidamente, verificou-se que as células expostas a Cr(VI) apresentam
alteracfes no metabolismo energético semelhantes as que sdo geralmente observadas em

células que sofrem processos de transformacéo maligna.

1.3. A relevancia do modelo experimental em investigacao cientifica

O progresso da ciéncia constroi-se com base no conhecido método cientifico.
Muitos apontam Aristoteles como o primeiro seguidor deste paradigma, o que
comprova a sua persisténcia ao longo do tempo. Segundo este método, toda a
investigacdo cientifica tem origem em observacgdes que levam a formulagéo de questdes.
A resposta a estas, ou 0 surgimento de novas questdes, ocorre ap0s um processo de
concepcdo e realizacdo de experiéncias, seguido da analise e interpretacdo dos
resultados obtidos.

O planeamento das experiéncias a realizar € crucial para o sucesso de todo o
processo, pois sO realizando experiéncias relevantes para o problema em causa se
poderdo tirar conclusdes sdlidas dos resultados obtidos. Este planeamento adquire
particular relevancia quando os estudos estdo, de algum modo, relacionados com o ser
humano. Nestes estudos, a utilizacdo de modelos humanos seria, naturalmente, a
situacdo ideal. No entanto, numa fase inicial, a utilizacdo destes modelos é geralmente
inviavel, pelos riscos que poderdo advir para a saude dos individuos envolvidos.
Contudo, em determinadas situacdes, tais como o desenvolvimento de compostos para
utilizacdo humana, esta abordagem torna-se inevitavel a partir de uma determinada fase
do estudo [89].

Os estudos epidemioldgicos e as analises post-mortem sdo exemplos de estudos
realizaveis no Homem, cujos resultados se podem complementar. Todavia, estes estudos
tém algumas desvantagens. O grande problema associado a utilizacdo de amostras de
tecido post-mortem prende-se com as alteracdes que estas sofrem devido as mudancas
entre as condicGes pre- e post-mortem. Para serem consideradas como modelos, a
diferenca entre ambas as condicGes ndo pode ser significativa ao ponto de provocar

alteracdes nas amostras recolhidas e comprometer os resultados obtidos [90].
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A epidemiologia é utilizada para identificacdo de perigos e avaliacdo de riscos.
Os estudos epidemioldgicos procuram determinar causas a partir da observacdo e
avaliagdo do aparecimento de sintomas no Homem, em substituicdo de experiéncias
controladas em laboratério. Em alguns casos particulares, este tipo de estudo € de dificil
aplicacdo, como é o caso do cancro. O cancro pode ter periodos de laténcia muito
longos, durante os quais os individuos estdo frequentemente expostos a diversos agentes
cancerigenos. Deste modo, torna-se dificil estabelecer uma relacdo causa-efeito [91].
Estes problemas exigiram que fossem encontradas alternativas, tendo-se, entdo, optado
pela utilizacdo de modelos animais. No entanto, a utilizagcdo de animais em experiéncias
laboratoriais levanta sempre inimeras questdes bioéticas, o que levou a diminuigdo da
utilizacdo destes modelos em investigacdo cientifica [92]. Além disso, mesmo 0s
animais pertencentes a uma mesma espécie apresentam diferencas entre si, tal como a
nivel comportamental, levantando algumas questdes relativamente a validade dos
resultados. N&do devem ainda ser desprezadas as inumeras diferencas entre os restantes
animais e 0 Homem, o que condiciona a extrapolacdo de resultados de um sistema para
outro. Acrescem-se ainda, 0s elevados custos inerentes a manutencdo dos animais,
aliados a necessidade de espaco para os manter [92].

A combinacédo de todas as dificuldades acima referidas instigou os cientistas a
tentar utilizar tecidos in vitro, ou seja, fora do organismo. Desde cedo, foram feitas
varias tentativas de crescer e manter explantes de tecidos em cultura. Porém, o
crescimento e divisdo celular estavam limitados as células que se desagregavam do
explante, dado que o tecido diferenciado ndo podia sofrer divisdo celular e, portanto, até
1907, nenhum cientista foi bem-sucedido. Nesse ano, estabeleceu-se, com sucesso, uma
cultura de neuroblastos de sapo [93]. Segundo o cientista responsavel, 0 método por ele
desenvolvido iria permitir o estudo e observacdo continuada das células ao longo do
tempo. Desta forma, a necessidade de utilizar tecidos de animais em diferentes estadios
de desenvolvimento era eliminada. Além disso, seria possivel verificar o
comportamento das células fora do ambiente no qual se encontravam no organismo
vivo. Contudo, o tempo durante o qual as células, que migravam do tecido, cresciam e
se mantinham viaveis era limitado.

A utilizacdo de tecidos de sapo, um animal de sangue frio, dispensava
incubacdo. No entanto, rapidamente se tentou utilizar tecidos de animais de sangue
quente. As células que constituem estes Gltimos sdo semelhantes as células humanas ao

nivel do desenvolvimento, o que seria mais vantajoso do ponto de vista clinico [94]. Em

Daniela Cravo Ferreira 2015



Efeitos do Crémio Hexavalente no Metabolismo Energético de uma Linha Celular do Epitélio Bronquico Humano

1912, Alexis Carrel utilizou tecido conjuntivo de pinto na tentativa de determinar as
condicBes que iriam permitir a sobrevivéncia ilimitada das células deste. No artigo
publicado, o autor afirmava que uma fonte regular de nutrientes aliada a condicOes de
assepsia durante o manuseamento das culturas possibilitaria o crescimento ilimitado e
manutengdo das células do tecido [95]. Ainda no mesmo estudo, Carrel introduziu o
termo passagem das culturas, processo em que as células dos tecidos sdo transferidas
para frascos suplementados com meio de cultura novo, com o objectivo de promover o
aumento do periodo de vida destas.

A observacdo da formacdo de monocamadas constituidas pelas células
desagregadas dos tecidos em cultura levou a introducdo da expressdo cultura de células
[94]. A cultura de células obtidas directamente de tecidos de organismos vivos da-se a
designacdo de cultura priméaria. As células séo obtidas por desagregacdo mecénica ou
enzimatica de explantes de tecidos, ou por migracdo a partir de um tecido isolado [94].
A cultura obtida € depois transferida para um frasco provido de um meio especifico para
0 seu crescimento e proliferacdo. Deste modo, iriam entdo formar-se as monocamadas
referidas ou, no caso de ndo necessitarem de ligagdo a um substrato para sobreviver,
iriam manter-se em suspensdo. Posteriormente, quando é feita passagem celular, a
cultura primaria passa a designar-se linha celular.

Em 1951, Henrietta Lacks apresentou-se num hospital, onde acabou por falecer
devido a um adenocarcinoma do colo do Gtero em estado avancado. Na mesma altura,
George Otto Gey, médico do Hospital Johns Hopkins, tentava estabelecer uma cultura
de células cancerigenas com origem no colo do Utero, tendo na sua posse cerca de trinta
amostras deste tecido cancerigeno. No entanto, nenhuma destas amostras se revelou
promissora. Porém, utilizando o tecido obtido de uma biopsia realizada a Henrietta,
verificou algo extraordinario. Em cultura, as células apresentavam um rapido
crescimento, muito distinto do que se verificou com as restantes amostras. Gey deu a
estas células o nome de HeLa, em homenagem a Henrietta Lacks, tornando-se na
primeira linha celular estabelecida [96]. As caracteristicas cancerigenas destas células
permitiram, de facto, que permanecessem continuamente em cultura. Actualmente, esta
é ainda uma das linhas celulares mais conhecida.

No inicio dos anos sessenta, Hayflick e Moorhead publicaram um estudo no qual
contrariavam totalmente as afirmacdes de Carrel acerca da possivel imortalizacdo das
celulas em cultura se esta fosse devidamente acondicionada. Nesse estudo utilizaram

fibroblastos humanos e verificaram que em todas as culturas existia um niamero
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limitado de divisdes [97]. Esta observagdo deu origem ao termo limite de Hayflick [98],
o qual foi explicado em 1971 por Olovnikov. A teoria de Olovnikov baseava-se no facto
de, na auséncia de um mecanismo responsavel por manter o0s terminais cromossomicos,
estes cromossomas iriam ser perdidos durante a replicacdo de DNA linear, 0 que é
conhecido actualmente como o problema da replicagdo dos terminais cromoss6micos
[98]. Olovnikov acreditava que esta situacdo estaria de certa forma relacionada com o
limite de Hayflick. No entanto, a sua hip6tese foi posta de lado durante cerca de vinte
anos [99]. Presentemente, sabe-se que o limite de Hayflick se deve ao encurtamento dos
telémeros que protegem as extremidades dos cromossomas, 0 que esté relacionado com
0 processo de envelhecimento [100].

A percepgdo de que a morte celular ndo é necessariamente o resultado de uma
méa pratica de cultura permitiu fazer uma importante distingdo ao nivel das linhas
celulares. Foram definidos dois tipos distintos de linhas celulares: linha celular
continua, cujas culturas tém um periodo de vida ilimitado; e linha celular finita, cujas
culturas tém um tempo de vida limitado. A particularidade das linhas celulares
continuas serem imortais permite a realizacdo de experiéncias por periodos de tempo
prolongados, o que de outra forma seria impossivel. Inicialmente, as células de linhas
celulares imortalizadas eram obtidas através de biopsias de tumores, tal como a ja
referida linha celular HelLa. Posteriormente, foram desenvolvidas estratégias de
imortalizacdo celular ndo envolvendo transformacdo maligna. Nomeadamente, a
infeccdo das células com certos genes virais [94] ou 0 aumento da expressdo do gene da
telomerase, responsavel pela manutencdo dos telémeros [101]. Contudo, ambos 0s
processos de imortalizacdo levam a que algumas das caracteristicas originais in vivo
sejam alteradas, como por exemplo, o numero de cromossomas [94, 102].

Um dos parametros de maior importancia na cultura de células é o meio no qual
as células sdo mantidas, uma vez que € este que vai providenciar todos 0s nutrientes
necessarios para o seu crescimento e proliferacdo. Inicialmente, recorria-se a meios de
origem natural, como extractos embrionarios, soro, plasma ou ainda misturas destes
[94]. A criacdo de meios artificiais foi iniciada por Warren Lewis, em 1911 [103].
Lewis criou diversas solucbes suplementadas e avaliou o crescimento de diversos
tecidos de embrido de pinto, concluindo que o sal inorganico NaCl era um elemento
essencial. A formulacdo de um meio de cultura especifico para células de mamiferos,
que permitisse a divisdo celular mesmo apds varias passagens celulares, foi conseguida

somente nos anos cingquenta por Eagle [104]. Em alguns tipos celulares, o soro tem a
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capacidade de promover diferenciacdo terminal [94]. As células que passam por este
processo perdem, evidentemente, a capacidade de dar origem a outros tipos celulares,
uma vez que progridem para uma linhagem celular especifica. Deste modo, nos anos
que se seguiram, foram feitas vérias tentativas de formular meios de cultura desprovidos
de soro. Ham foi bastante activo nesta area, tendo criado um meio totalmente sintético
para cultura de células de hamster chinés [105]. A formulagdo de meios desprovidos de
soro especificos para células humanas iniciou-se apenas no final do século passado.

Os progressos feitos no campo da cultura celular até aos dias de hoje sdo
enormes. A utilizacdo generalizada desta técnica tem por base a grande vantagem de
existir consisténcia nos resultados. Presentemente, pode-se afirmar que esta técnica é
uma das mais importantes ferramentas utilizadas rotineiramente para o estudo em areas

distintas como toxicologia, gendmica, farmacologia, imunologia e carcinogénese [94].

1.4. A linha celular BEAS-2B como modelo do epitélio brénquico

humano

Uma vez que o Cr(VI) se acumula nas bifurcacdes da arvore bronquica, onde
surge a maioria dos casos de cancro do pulmé&o associados a uma exposicao a este ido, é
importante estudar o seu efeito em células do epitélio brénquico humano. Contudo, o
acesso a este tipo de tecido é bastante limitado, o que dificulta a realizacdo de estudos
in vivo. A utilizacdo de tecido pulmonar de origem animal seria uma opg¢éo, porém as
limitacBes ja referidas na seccdo 1.3. tornam esta opcdo inviavel. E, assim,
imprescindivel a utilizacdo de linhas celulares continuas representativas deste tipo de
tecido.

As células de tecidos normais do epitélio bronquico humano (NHBE) derivam
dos tecidos que constituem o principal local de origem de cancro do pulméo [106].
Contudo os efeitos promovidos pelo soro, ja referidos na seccdo 1.3., sdo também
evidentes em células NHBE em cultura, especificamente a ocorréncia de diferenciacdo
terminal [107]. Por outro lado, na presenca de meios desprovidos de soro, estas entram
num estado de senescéncia celular em cerca de quatro semanas [106]. Este processo
consiste na perda da capacidade de divisdo pelas células, que adoptam um estado de
paragem permanente do ciclo celular [94]. O estudo das varias fases de

desenvolvimento neoplasico requer um periodo de tempo alargado, pelo que houve a
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necessidade de imortalizar células NHBE em cultura. A linha celular resultante desta
imortalizagéo foi designada por linha celular BEAS-2B.

O facto de existirem poucas linhas celulares estabelecidas para estudos
relacionados com o cancro do pulmao incitou John Pierce Wise a estabelecer uma nova
linha celular. Em 2004, um grupo liderado por John Pierce Wise estabeleceu uma linha
celular continua derivada de fibroblastos bronquiais humanos priméarios (PHBF) através
da inducdo da expressdo do gene que codifica a telomerase humana, hTERT, nestas
células. A linha celular estabelecida foi designada WHTBF-6 [108]. Segundo Wise, 0
facto da linha celular BEAS-2B ter as proteinas p53 e do retinoblastoma (pRB)
inactivadas (seccdo 1.4.1.1.) iria dificultar o entendimento dos mecanismos pelos quais
0 processo cancerigeno € induzido. Contudo, também a linha celular WHTBF-6, devido
ao metodo pelo qual a sua imortalizacdo foi conseguida, dificulta o entendimento destes
mecanismos. De facto, as células normais ndo apresentam uma expressao continua de
telomerase durante todo o seu periodo de vida, ao contrario do que acontece com esta
linha celular. Deste modo, o que se pode concluir é que, apesar de ambas as linhas
constituirem modelos importantes no estudo de cancro do pulméo, ambas apresentam

desvantagens inerentes ao processo de imortalizacéo utilizado.

1.4.1. A linha celular BEAS-2B

A utilizacdo da linha celular BEAS-2B em estudos relacionados com o cancro
do pulméo é importante. Porém, esta pode também ser utilizada em muitos outros tipos
de estudos. Por exemplo, observou-se em 1998 que a bactéria Streptococcus
pneumoniae tem a capacidade de se ligar a células BEAS-2B. A pneumonia € uma
patologia causada por este organismo e, com a informacéo obtida neste estudo, puderam
ser adoptadas novas estratégias que blogueassem a infeccdo provocada por este [109].
Em 2002, foi conduzida uma outra experiéncia com o objectivo de verificar o efeito de
particulas libertadas de incineradores municipais nestas células. Os resultados
demonstraram que, para uma concentracdo de 100 pg/mL, estas particulas eram

altamente toxicas para células da linha celular BEAS-2B [110].
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1.4.1.1. O estabelecimento da linha celular BEAS-2B

Em 1988, um grupo do National Cancer Institute, em Maryland, liderado por
Curtis Harris, tentou imortalizar células NHBE colocando em prética trés métodos
distintos. Este grupo induziu a expresséo de genes virais em células NHBE atraves de
duas abordagens diferentes, infeccdo das células com virus e transfeccdo de genes
virais. Para o processo de infecgdo viral foram seleccionadas as linhas celulares Vero e
COS-1 [106]. A linha celular COS-1 foi estabelecida a partir da imortalizagdo, com o
virus SV40, de fibroblastos de rins de macaco da linha celular CV-1. Nas celulas da
linha celular Vero, também de rins de macacos, foi induzido o crescimento de um virus
hibrido do adenovirus 12 e do virus simio 40 (Ad12-SV40) [106]. Para a transfec¢édo de
genes virais utilizaram-se plasmideos contendo os genes presentes na SV40 ER [106]. A
transfeccédo foi feita através de coprecipitacdo com fosfato de estroncio em substituicdo
da coprecipitacdo com fosfato de célcio, dado que este ultimo provoca a lise das células
NHBE [111]. Das trés abordagens testadas, apenas uma, a infeccdo com um virus
hibrido Ad12-SV40, permitiu o estabelecimento de uma linha celular imortalizada,
designada linha celular BEAS-2B [106].

Nos anos 60, Sweet e Hilleman descobriram o virus simio 40 (SV40) em rins de
macaco Rhesus [112]. Mais tarde, a capacidade do virus de transformar culturas
primarias de células humanas de rim viria a ser demonstrada por Shein e Enders [113].
O genoma do virus SV40 codifica apenas sete proteinas, trés das quais sdo estruturais
(VP1, 2 e 3), duas estdo envolvidas no ciclo de vida viral (antigénio T grande (LT) e
antigénio T pequeno (ST)), e as restantes ndo tém funcdo conhecida (17 KT e
agnoproteina).

Ambos os antigénios, LT e ST, encontram-se numa regido do genoma do virus
SV40 definida como regido inicial (SV40 ER). O antigénio ST é responsavel por
estimular a proliferacdo celular e facilitar a transformacdo das células pelo antigénio
LT. Por sua vez, o antigénio LT, apds infeccdo viral, vai interagir com as proteinas
celulares p53 (seccdo 1.1.4.) e pRB. A proteina pRB esta envolvida na regulacdo da
progressao das células no ciclo celular, controlando a transicdo da fase G1 para a fase S,
funcionando como um ponto de controlo [114, 115]. Da interac¢do do antigénio LT com
as proteinas p53 e pRB, resulta a inactivacdo de ambas, havendo perda da capacidade de

controlar a proliferacdo celular. Deste modo, o processo de proliferacao celular passa a
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ocorrer de modo descontrolado [112]. O antigénio LT promove ainda a replicacdo do
DNA viral ao ligar-se a origem de replicagdo do mesmo [112].

Para o estabelecimento da linha celular BEAS-2B, transferiram-se explantes de
epitelio bronquico humano para caixas de cultura suplementadas com meio. O meio de
cultura utilizado foi o meio LHC-9, um meio desprovido de soro, especificamente
formulado para o crescimento de células do epitélio brénquico. As células NHBE que se
desintegraram dos explantes foram depois transferidas para novas caixas de cultura
onde se promoveu infec¢cdo com um virus hibrido Ad12-SV40. Uma vez atingida a
confluéncia, realizou-se novamente passagem, desta vez para frascos de cultura. A
mudanca do meio de cultura era feita duas vezes por semana. Este procedimento foi
repetido varias vezes até se verificar a formacdo de coldnias transformadas e a
senescéncia das células normais. De modo a acelerar o processo de senescéncia das
celulas normais, expds-se as células a soro fetal bovino (FBS) [106].

A partir das colonias transformadas, obtiveram-se trés estirpes celulares
(BEAS-2A, BEAS-2B e BEAS-2C), as quais foram transferidas para caixas de cultura
para a realizacdo de ensaios clonogénicos. Cada uma destas colonias alcangou
aproximadamente 1 centimetro de didmetro em cerca de 4 semanas. Por outro lado, no
mesmo intervalo de tempo, as células NHBE utilizadas como controlo ja se
encontravam num estado senescente [106]. Curtis Harris procedeu ainda a determinacéo
dos tempos de duplicacdo para as varias estirpes celulares. De um modo geral,
verificou-se que, a partir da trigésima duplicacdo, ocorria uma diminuicdo na
proliferacdo celular. Apenas a estirpe BEAS-2B mostrou ter uma proliferacdo continua

durante o periodo em que se mantiveram as culturas [106].

1.4.1.2. Caracteristicas da linha celular BEAS-2B

Embora a linha celular BEAS-2B tenha sido estabelecida a partir de células do
epitélio brénquico humano normal, deixa de poder classificar-se como normal, uma vez
que sofreu transformacdo por infeccdo com genes virais. As caracteristicas desta linha
celular, que constitui um modelo do epitélio brénguico humano [106], vdo ser
apresentadas ao longo desta seccao.

As células da linha celular BEAS-2B sdo aderentes, crescendo em

monocamadas. Para isso, necessitam de aderir a um substrato (secc¢do 2.5.). A expressao
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dos antigénios ST e LT, cuja importancia no processo de imortalizagdo celular ja foi
referida na seccdo 1.4.1.1, é observada em células BEAS-2B através de
imunofluorescéncia indirecta. Relativamente a morfologia, estas células séo
semelhantes as células epiteliais normais e ndo apresentam persisténcia viral, i.e., ndo
produzem os virus com as quais foram imortalizadas [106].

Tal como acontece com as células NHBE, também as células da linha celular
BEAS-2B conservam a capacidade de sofrer diferenciacdo terminal em resposta a
presenca de soro. O mesmo ocorre quando é atingida uma confluéncia elevada.
Adicionalmente, quando é atingida uma confluéncia elevada, comeca a ocorrer morte
celular devido a falta de nutrientes.

A injeccdo de celulas desta linha celular em ratos atimicos ndo promoveu a
formacdo de tumores, pelo menos até a passagem 25 [107].

O processo de imortalizagcdo ao qual estas células foram sujeitas pode causar
instabilidade genomica, havendo a necessidade de serem realizadas analises genéticas
para determinar eventuais alteracGes. Estas analises permitem decidir pela utilizacdo ou
ndo das células. Aquando do estabelecimento da linha celular BEAS-2B, Curtis Harris
procedeu a sua analise citogenética, concluindo que, até pelo menos a passagem 29, as
células da linha celular BEAS-2B apresentavam um cariotipo aproximadamente
dipléide [106]. Recentemente, foi realizado no nosso laboratério um estudo em que se
analisou a expressdo de alguns genes envolvidos no controlo do ciclo celular e
metabolismo bioenergético [116]. Concluiu-se que esta € uma linha celular estavel
capaz de manter a integridade do ciclo celular e metabolismo bioenergético durante o
periodo em que foi realizado o estudo. Ainda neste estudo, foi possivel observar
alteracdes cromossomicas de base inerentes a linha celular, alteragdes essas que
variaram ao longo das passagens [116]. Outro estudo permitiu concluir que a partir da
passagem 21 as células comecam a adquirir alteragdes genéticas responsaveis pelo

fendtipo cancerigeno [117].

1.5. Objectivos

Na primeira parte deste trabalho, o principal objectivo foi estabelecer as
condicdes de cultura da linha celular BEAS-2B e determinar o efeito das condicdes e

idade de cultura na morfologia, proliferacdo e metabolismo energético destas células.
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Na segunda parte deste trabalho, o principal objectivo foi estudar o impacto do Cr(VI)

no metabolismo energético das células referidas acima, em condicBes basais e na

presenca de um modulador do metabolismo.

4

<<

Foram avaliados os seguintes parametros:

Concentracéo de glucose e glutamina no meio de cultura entre duas passagens;
Influéncia da matriz extracelular na morfologia e tempo de duplicacdo de células
BEAS-2B;

Impacto da idade de cultura na morfologia, no tempo de duplicacdo e no
metabolismo energético de células BEAS-2B;

Citotoxicidade de diferentes concentragdes de Cr(VI);

Impacto de uma exposicdo de 48 h a concentragdes baixas de Cr(VI) no
consumo de glucose, na producdo de lactato, nos niveis intracelulares de
nucleotidos de adenina e na carga energética;

Impacto de uma exposicdo de 48 h a concentracGes baixas de Cr(VI) na
producéo de lactato e nos niveis intracelulares de ATP, em condigdes basais e na
presenca de 2-DG;

Impacto de uma exposicdo de longa duracdo a concentracdes baixas de Cr(VI)
no metabolismo energético, especificamente no consumo de glucose, nos niveis

intracelulares de nucledtidos de adenina e na carga energética.
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2.1. Materiais gerais

Todos os materiais utilizados no trabalho experimental descrito nesta dissertagdo

encontram-se listados na Tabela 2.1., com indicacdo do respectivo fabricante, referéncia

e distribuidor.

Tabela 2.1. Materiais utilizados no trabalho experimental descrito nesta dissertagao.

Material Fabricante Referéncia Distribuidor
Reagentes Gerais
Acido perclérico a 70% (PCA) 244252
Albumina sérica bovina
(BSA, > 96%) Ad647
Cloreto de potassio ) . ®
(KCI, > 99%) sigma-Aldrich® | > Sigma-Aldrich
- Lo Quimica, S.L., Sintra,
Cloreto de sodio Quimica S9625 Portuaal
(NaCl, 99-101.5%) ortuga
2-Deoxi-b-glucose
(2-DG, > 99,9%) D3179
Dicromato de potassio
(K,Cr,0O7, minimo 99,5%) P2588
Dimetil sulféxido . N Fisher Scientific, Porto
(DMSO, > 99.9%) Fisher Scientific 10213810 Salvo, Portugal
Fosfato de potassio monobasico
(KH,PO,, > 99%) P5373
Fosfato de sédio dibasico
S0876
(NaHPO4, = 99%) si Aldrich® Sigma-Aldrich®
Gelatina de pele de bovino Ign&i—imicgc G9391 Quimica, S.L., Sintra,
. . Portugal
Hidroxido de potassio 991473
(KOH, > 85%)
Hidroxido de sodio
(NaOH, > 98,0%) 71689
®
Meio Gibco® LHC-9 Life Technologies | 12680-013 | Alfagene, Carcavelos,
Portugal
Bio-Rad Bio-Rad Laboratories
Reagente de Bradford . 500-0006 Lda., Amadora,
Laboratories Lda.
Portugal
Solucéo de azul de tripano . . ®
0,4% (M/v) Sigma-Aldrich® | 1014 Sigma-Aldrich
= — — e Quimica, S.L., Sintra,
Solucgéo de tripsina de pancreas Quimica T4549 Portucal
de suino a 2,5% (m/v) g
®
Soro fetal bovino (FBS) Life Technologies | 10106-169 Alfagene", Carcavelos,
Portugal
e Sigma-Aldrich®
Triton x-100 Sigma-Aldrich T8787 Quimica, S.L., Sintra,
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(Continuagéo)

Kits de quantificacdo enzimatica de metabolitos

. S bioMérieux S.A.,
Kit glucose RTU bioMérieux S.A. 61270 Linda-a-Velha, Portugal
_ Randox Irl_an_dox Lab_oratorios
Kit L-lactate Laboratories Lda LC2389 Quimica Analitica Lda.,
' Porto, Portugal
. . Megazyme Megazyme International
Kit L-glut(zgr;;tig/)ammonla International K-GLNAM Ireland Lda., Bray,
Ireland Lda. Irlanda
Material de cultura de células
Material de plastico descartavel
utilizado rotineiramente na Orange Scientific - Frilabo, Maia, Portugal
cultura de células

2.2. Material biologico

Todas as experiéncias foram realizadas com a linha celular BEAS-2B (Figura
2.1.). Esta linha celular foi adquirida a European Collection of Cell Cultures (ECACC,
Reino Unido, N° catalogo: 95102433) sob a forma de suspensao celular criopreservada.

\\\-f%xﬁr b

Figura 2.1. Micrografia de uma monocamada de células da linha celular BEAS-2B, na
passagem 11. Esta linha celular imortal foi estabelecida a partir de tecido do epitélio brénquico
humano por infecgdo com um virus hibrido Ad12-SV40. Imagem obtida com uma objectiva de

ampliacdo 10x.
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2.3. Composicao das solucdes utilizadas na cultura de células

A cultura de células da linha celular BEAS-2B requer uma variedade de
solugdes, as quais devem ser devidamente esterilizadas, por autoclavagem a 121 °C e a
pressdo de 1,39 atm ou por filtragdo utilizando filtros com porosidade de 0,2 pum. Neste
trabalho, foram esterilizadas por filtracdo as solucbes aquosas de albumina sérica bovina
(BSA) a 2% (m/v), as solugdes de 2-deoxi-p-glucose (2-DG) a 20 mM e as solugdes de
dicromato de potéssio (K,Cr,O;) a 100 puM. Todas as restantes solucdes foram
esterilizadas por autoclavagem. Todas as solugbes foram preparadas com agua

ultrapura.

e Solucéo salina tamponizada com fosfato (PBS)

-1,37 M de NaCl
- 27 mM de KCI
- 100 mM de Na,HPO,4

- 20 mM de KH,PO,

O pH desta solucéo foi ajustado a 7,4 utilizando solu¢Ges de NaOH e HCI.
As solucdes de trabalho foram preparadas a partir de solucGes stock dez vezes

concentradas (PBS 10x), por diluicdo com agua.

e Solucéo de tripsina de pancreas de suino a 0,25% (m/v)

-90 mL de PBS

- 10 mL de solucéo de tripsina de pancreas de suino a 2,5% (m/v)

e Solucdo aquosa de gelatina de pele de bovino a 2% (m/v)

- 2 g de gelatina de pele de bovino

- 100 mL de &gua
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Dissolveu-se a gelatina lentamente e autoclavou-se a solucdo resultante. Apos

autoclavagem, deixou-se arrefecer a solugéo lentamente.

e Solucédo aquosa de BSA a 2% (m/v)

-1gde BSA

- 50 mL de agua

e Solucéo de revestimento

- 25 mL de solucdo aquosa de gelatina de pele de bovino a 2% (m/v)
- 22,5mL de PBS

- 2,5 mL de solucdo aquosa de BSA a 2% (m/v)

A solucdo de revestimento assim obtida continha gelatina a 1% (m/v) e BSA a
0,1% (m/v), em PBS 0,45Xx.

e Solucéo de 2-DG a 20 mM

- 16,4 mg de 2-DG

-5 mL de meio LHC-9

e Solucdo de K,Cr,07a 100 uM

- 1,5 mg de K,Cr,0y

- 50 mL de agua
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2.4. Equipamento

Todo o equipamento utilizado no trabalho experimental descrito nesta

dissertagdo encontra-se listado na Tabela 2.2., com indicacdo do respectivo fabricante,

modelo e distribuidor.

Tabela 2.2. Equipamentos utilizados no trabalho experimental descrito nesta dissertagao.

Equipamento Fabricante Modelo Distribuidor
Prestige Ezequiel Pando Jorge,
Autoclave de bancada 19 Omega Media Electromédica, Coimbra,
Medical
Portugal
Balanga analitica ALC-810.2 Sartorius. S.A.. Lisboa
- Acculab P’ ' "I '
Balanga de precisio ALC-210.4 ortuga
Cémara de fl_uxo laminar Kojair BW-100 Frilabo, Lda., Porto,
vertical Portugal
. MPW Medical
Centrifuga de bancada I\I/IPW MEd'CS ! MPW-350R Instruments®, Varsévia,
nstruments .
Poldnia
5 um Lichrospher - .
Coluna de HPLC I\_/Ie_rck 100 RP-18 Merck Millipore, Oeiras,
Millipore Portugal
column
) .. Thermo VWR, International,
Espectrofotometro de visivel Scientific Genesys 20 Lisboa, Portugal
COM-19 .
Incubadora de CO, Sanyo AIC(UV) Sanyo, San Diego, EUA
Normax-Fabrica de vidros
Medidor de pH HANNA HI110 cientificos, Lda., Marinha
Instruments
Grande, Portugal
. , . VWR, International,
Microcentrifuga Eppendorf Minispin Lisboa, Portugal
Microscépio éptico Olympus CKX 41 Olympus, é:sgfer Valley,
Beckman System
Sisterna de HPLC Beckman Gold® HPLC Beckman_ Coulter, Inc.,
Coulter, Inc. Carnaxide, Portugal
system
. e Interface, Equipamento e
Sistema de’purlflcagao de Millipore S.A. Simplicity Técnica Lda., Amadora,
agua
Portugal
Termobloco Biogen AccuBlock Biogen Cientifica,
Cientifica Digital Dry Bath Madrid, Espanha
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2.5. Cultura de células BEAS-2B

As culturas de células da linha celular BEAS-2B foram crescidas em
monocamadas. As culturas foram sempre manuseadas sob condic¢des de assepsia, numa
camara de fluxo laminar. Estas foram mantidas numa incubadora em ambiente
estritamente controlado a 37 °C e numa atmosfera contendo 5% (v/v) CO2/95% (v/v) ar.

Excepto indicacdo em contrario, as culturas de células BEAS-2B foram
estabelecidas em frascos ou caixas de cultura de seis pocos previamente revestidos com
uma mistura contendo gelatina a 1% (m/v) e BSA a 0,1% (m/v) em PBS 0,45x. Para tal,
0 processo de passagem celular por nds realizado foi o seguinte (considerando culturas a
crescer em frascos de cultura de 75 cm?) (Figura 2.2.): removeu-se o0 meio de cultura e
lavou-se a monocamada de células, de seguida tripsinizou-se para individualizar as
celulas e solta-las do substrato. A tripsina tem a capacidade de digerir proteinas
intercelulares, assim como as proteinas que estabelecem a ligacdo das células ao
substrato (Figura 2.3.) [102]. Este ultimo passo foi sempre seguido ao microscopio
Optico de modo a detectar atempadamente 0 momento em que ocorria este
desprendimento e assegurar que ndo havia disrupcdo da integridade estrutural da
membrana celular. Seguidamente, adicionou-se PBS e centrifugou-se a suspensdo de
células a 590 g durante 7 minutos. Ressuspendeu-se o sedimento num volume
apropriado de meio de cultura novo, recolheu-se um pequeno volume da suspenséo e
procedeu-se a contagem das células (seccdo 2.6.). O meio de cultura utilizado foi o
LHC-9, um meio desprovido de soro, dado que na presenca de soro as células BEAS-2B
sofrem diferenciacdo terminal [106]. O mesmo processo ocorre quando atingida
confluéncia elevada, motivo pelo qual a passagem celular foi sempre realizada antes que
esta fosse atingida [118]. Por fim, calculou-se o volume de suspensdo necessario para
preparar uma nova cultura com a densidade celular desejada. Para esta linha celular, a
ECACC recomenda uma densidade celular no novo frasco entre 3 e 10 x 10°
células/cm? [118]. A excepcdo dos casos em que é referido o contrario, as culturas
foram preparadas com uma densidade celular de 2000 células/cm? em recipientes de

cultura variados.
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Remocio do

meio de
Inicio do Monocamada caltura e
crescimento com cerca de lavagem da
de células em 80% de monocamada
Nova cultura monocamada confluéncia com PBS
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Células Remocio de Adicao de
individualizadas tripsina tripsina
e soltas

Centrifugacio e
ressuspensio em
meio de caltura

Contagem das
células e preparacio

de nova cultura
Figura 2.2. Representacao das etapas de manutencédo de culturas de células BEAS-2B. Antes de
ser atingida uma confluéncia excessiva, fez-se a passagem celular. O meio de cultura foi
removido e a monocamada de células foi lavada com PBS. Seguidamente tripsinizou-se,
ressuspendeu-se a cultura em PBS e centrifugou-se a suspensdo de células obtida.
Ressuspendeu-se o sedimento resultante em meio de cultura e, apds contagem

celular (seccdo 2.5.), preparou-se uma nova cultura.

& 8 © ©
Células em Células separadas apés Células contraem e
monocamada adicdo de tripsina entram em suspensio

Figura 2.3. Representacdo do modo de actuagdo da tripsina em células a crescer em
monocamada. A tripsina promove a individualizacdo das células e o seu desprendimento da
superficie de crescimento, permitindo obter uma suspensao de células individualizadas.

2.5.1. Congelamento de células

A realizacdo de sucessivas passagens de culturas de células animais aumenta a

probabilidade de ocorrer deriva genética, em que ha eliminacdo de genes ao acaso. De
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forma a minimizar este fendmeno, devem-se manter stocks de baixa passagem, o que s
é possivel através da criopreservacdo [119]. Esta técnica € uma estratégia de
conservagdo, a uma temperatura de —196 °C, que permite armazenar células de linhas
celulares continuas e finitas viaveis durante longos periodos de tempo. Posteriormente,
quando necessario, as células podem ser descongeladas e utilizadas. Além da vantagem
referida, a manutencdo de células criopreservadas assegura que, se ocorrer algum
acidente que resulte na morte das células em cultura, tal como a sua contaminagdo, a
linha celular ndo seja perdida [120].

O processo de congelamento das células seria letal para estas na auséncia de um
agente crioprotector, tal como o dimetil sulféxido (DMSQO). Esta pequena molécula é
capaz de interagir com lipidos membranares, o que permite a sua facil difusdo para o
interior das células. A presenca de DMSO permite que a reducdo de temperatura e
consequente desidratacdo das celulas seja gradual, minimizando a formacdo de cristais
de gelo intracelulares, alteracGes de pH e desnaturacdo de proteinas. No entanto, este
agente é toxico para as células e, por isso, deve ser adicionado numa proporgdo nunca
superior a 10% (v/v) [102, 121].

Foram, normalmente, preparadas no nosso laboratério aliquotas de 1 mL
contendo entre 1 e 4 milhdes de células. Para proceder ao congelamento de trés
aliquotas de células, preparou-se um frasco de 175 cm’ e, antes que fosse atingida
confluéncia excessiva, removeu-se 0 meio de cultura e lavou-se a monocamada de
células duas vezes com PBS. Seguidamente tripsinizou-se (seccdo 2.5.) e
ressuspendeu-se a cultura em PBS. A suspenséo celular obtida foi centrifugada a 590 g
durante 7 minutos. O sedimento foi ressuspendido numa solu¢cdo composta por meio de
cultura LHC-9, FBS e DMSO numa proporcdo de 7:2:1. As aliquotas preparadas foram
colocadas num recipiente de congelagdo e mantidos a —80 °C durante, pelo menos, 5 h.
Seguidamente, transferiu-se as aliquotas para um contentor de azoto liquido, onde

permaneceram até ser necessaria a sua utilizacao.

2.5.2. Iniciacdo de culturas

De modo a iniciar uma nova cultura de células, descongelou-se e transferiu-se
uma aliquota de células para um frasco de 75 cm?, contendo meio de cultura (15 mL).

ApGs 24 h, substituiu-se 0 meio de cultura, de modo a remover o DMSO e células
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mortas. Alternativamente, poderia ter sido feita uma centrifugacdo, imediatamente apés
0 descongelamento da aliquota de células, de modo a sedimentar as células,
possibilitando a remocdo do DMSO, que ficaria no sobrenadante. Porém, a realizacdo
deste procedimento imediatamente ap6s o descongelamento poderia ser demasiado
agressivo para as células, pelo que, no nosso laboratério, se optou pelo procedimento

anteriormente descrito.

2.6. Contagem de células pelo método do azul de tripano

O processo de contagem celular foi feito com recurso a um microscépio 6ptico,
a um hemocitometro e ao corante azul de tripano (AT). Este método foi utilizado tanto
na rotina de cultura de células como na preparacdo de culturas para a realizacdo de
experiéncias.

O AT é um corante comumente utilizado na avaliagdo da morte celular. A
membrana plasmatica das células vivas, que se encontra intacta, impede a penetracdo do
corante e, por isso, as células permanecem incolores. Pelo contrério, o corante penetra
rapidamente nas células cuja membrana se encontra danificada, ficando o seu
citoplasma corado de azul, permitindo uma facil identificacdo ao microscopio [121,
122].

As amostras para a contagem celular foram preparadas adicionando solucdo de
AT a 0,4% (m/v) em PBS a um pequeno volume de suspensao celular, numa proporcéao
adequada (e.g., 100 pL de suspensdo celular e 20 puL de AT). Para determinar a
densidade celular das suspens@es preparadas, encheram-se as duas caAmaras de contagem
de um hemocitometro com a suspensdo, tendo-se contado o nimero de ceélulas de
acordo com o esquema apresentado no Figura 2.4. Para cada suspensao, foram sempre
realizadas, no minimo, duas contagens, tendo sido feita uma terceira no caso de o0s
resultados das duas contagens apresentarem uma diferenca superior a 10%.

O volume de suspensdo necessario para a preparacdo de uma nova cultura foi

calculado a partir da concentracao de células na suspensdo celular preparada.
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a)
Hemocitometro
b)
Camara de Au
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Figura 2.4. Procedimento adoptado para a determinacdo da densidade celular em suspensdes
de células BEAS-2B, utilizando um hemocitémetro (a). A suspensao celular é colocada em
ambas as camaras de contagem do hemocitometro (b). Sdo apenas contabilizadas as células
presentes nos quadrados numerados. Os circulos a verde indicam as células contabilizadas, e a
vermelho as que devem ser excluidas da contagem. Cada quadrado numerado possui um
volume de 1 x 10 * mL. A densidade celular na suspensdo de células é calculada a partir da

factor de dilui¢ao

o , eém que o x corresponde a média obtida em
~ mL

seguinte equacdo: células/mL = x x
cada quadrado (1, 2, 3 e 4).

2.7. Determinacéao de tempos de duplicacdo

Para a determinacdo de tempos de duplicacdo da linha celular BEAS-2B, as
culturas foram monitorizadas ao longo de trés dias, durante os quais foram feitas
contagens das células através do método do azul de tripano (seccdo 2.6.). Para isso,
prepararam-se triplicados de cada cultura em avaliacdo em caixas de cultura de seis
pOGOS.

Para cada determinacdo, removeu-se o0 meio dos pocgos e lavou-se a
monocamada de células com PBS. Todos os vestigios de PBS foram removidos com
uma micropipeta. Colocaram-se 300 pL de tripsina nos pogos e, seguidamente, PBS
num volume adequado a densidade celular observada ao microscopio Optico. As
suspensdes foram transferidas para tubos de microcentrifuga e mantidos em gelo até a

contagem celular.
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Os tempos de duplicacdo foram determinados através da divisdo do logaritmo
neperiano de 2 pelo declive da recta que relaciona o logaritmo neperiano do nimero
total de células e o tempo decorrido desde a preparacdo das culturas.

Todas as determinacdes de tempos de duplicacdo foram realizadas em culturas

em fase de crescimento exponencial.

2.8. Tratamento de células com Cr(VI)

O tratamento das células com Cr(V1) foi feito usando uma solucdo de dicromato
de potéssio (K.Cr,0;) contendo 100 uM de Cr(VI). Este tratamento foi sempre
realizado 24 h ap6s o estabelecimento das culturas, para permitir a adeséo das células ao
substrato.

O volume total de solucdo de K,Cr,O; mais veiculo de adi¢do (4gua ultrapura)
foi sempre o mesmo. As culturas controlo, estabelecidas e processadas em paralelo,

adicionou-se um volume de veiculo de adicdo equivalente ao volume total.

2.9. Tratamento de células com 2-DG

O tratamento das células com 2-DG foi feito com uma solucdo de 2-DG de
20 mM. No momento da adi¢éo, as células ja tinham aderido ao substrato.

O volume total de solucdo de 2-DG mais veiculo de adicdo (meio de cultura
LHC-9) foi sempre o mesmo. As culturas controlo, estabelecidas e processadas em

paralelo, adicionou-se um volume de veiculo de adicdo equivalente ao volume total.

2.10. Ensaios de citotoxicidade

Os efeitos citotdxicos do Cr(VI) e da 2-DG foram determinados em culturas de
células BEAS-2B preparadas em caixas de cultura de seis pogos. Em todas as
experiéncias, foram preparados tetraplicados de culturas para cada condicdo analisada.

Os tratamentos foram feitos de acordo com os esquemas apresentados nas

Figuras 2.5. e 2.6. No final de cada tratamento, o meio de cultura foi removido e a
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monocamada de células foi lavada com PBS. Seguidamente, adicionaram-se 300 pL de
tripsina e, quando as células ja estavam redondas, um volume de PBS ajustado a
densidade das culturas, normalmente compreendido entre 300 e 500 pL. As suspensdes
foram transferidas para tubos de microcentrifuga e mantidas em gelo até a contagem
celular através do método do azul de tripano (secgao 2.6.).

1 24h l 48h 1

Dia 0 Dia1l Dia3
Estabelecimento Adicao de Contagem das
das culturas em Cr(VI) células pelo
caixas de cultura método do azul
de seis pogos de tripano

Figura 2.5. Regime de exposi¢do para avaliacdo da citotoxicidade do Cr(VI) em culturas de
células BEAS-2B.

1 72h l 24h 1

Dia 0 Dia 3 Dia 4
Estabelecimento Adicdo de 2-DG Contagem
das culturas em e mudancade  de células
caixas de cultura meio ap6s 1 h pelo método
de seis pocos doazul de

tripano
Figura 2.6. Regime de exposicao para avaliacdo da citotoxicidade da 2-DG. As culturas foram
incubadas com 2-DG durante 1 h. Apds este periodo o meio de cultura foi renovado. Para que o
efeito da incubacdo fosse visivel ha morte celular, a contagem foi feita apenas 24 horas apds a
exposicdo a 2-DG.

2.11. Avaliacdo de parametros bioenergéticos

Existe uma pandplia de métodos para a avaliacdo de parametros bioenergéticos,
cada um com as suas vantagens e as suas limitacfes. Para uma mesma aplicacdo, podem
existir métodos mais adequados, por exemplo, em termos de sensibilidade e tempo
consumido, mas menos vantajosos no que diz respeito, por exemplo, aos custos e
equipamentos necessarios. Nas seccfes seguintes descrevem-se 0s métodos
seleccionados para quantificacdo de glucose, de lactato, de glutamina, e de amoénia no

meio de cultura e dos niveis intracelulares de nucle6tidos de adenina.
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2.11.1. Quantificacdo de glucose, de lactato, de glutamina e de aménia
no meio de cultura e dos niveis intracelulares de nucleodtidos de

adenina

Neste trabalho, as quantificacbes de glucose, de lactato, de glutamina e de
amdnia no meio de cultura foram realizadas a temperatura ambiente com kits comerciais
baseados em reac¢des enzimaticas. Este tipo de ensaios é bastante especifico e tem
custos relativamente baixos. De um modo geral, o protocolo utilizado foi o
recomendado pelo fabricante.

As amostras de meio recolhidas para analise foram colocadas durante
15 minutos a 80 °C, de modo a inactivar determinadas enzimas que mantém alguma
actividade fora do ambiente celular. Quando ndo foram imediatamente analisadas,
foram armazenadas a -20 °C até a sua analise. Para a determinacgéo das taxas de uptake e
excregdo, utilizou-se como valor de referéncia amostras de meio novo, que foram
processadas de igual modo.

Os niveis intracelulares de nucle6tidos de adenina foram quantificados através
de cromatografia liquida de elevada performance (HPLC), mais concretamente atraves
da variante de fase reversa (RP-HPLC).

Para a monitorizacdo dos niveis de glucose entre passagens, foram preparados
tetraplicados de culturas de células BEAS-2B com uma densidade celular de
2000 células/cm? em caixas de cultura de seis pocos. Os niveis de glutamina entre
passagens foram monitorizados numa unica experiéncia, tendo-se para isso preparado
uma cultura com uma densidade celular de 2000 células/cm? numa caixa de cultura de
seis pogos.

Para a determinacdo dos efeitos do Cr(VI) no metabolismo energético, foram
preparados tetraplicados de culturas de células BEAS-2B com uma densidade celular de
7000 células/cm? em caixas de cultura de seis pogos. As culturas foram expostas a
diferentes concentracdes de Cr(VI) durante 48 h. Apos esta exposicdo, 0 meio de cultura
foi substituido por novo meio, contendo igual concentracdo de Cr(VI). Apos 14 h,
foram recolhidas amostras de meio para andlise (Figura 2.7. e 2.8.). Para as exposicdes
de longa duracdo, as culturas em analise foram preparadas a partir de culturas expostas
cronicamente a Cr(VI) (Figura 2.8.). Nestas culturas, adicionou-se Cr(VI1) 24 h apds a

passagem das células e fez-se um segundo tratamento 72 h apds o primeiro, com
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renovacdo do meio de cultura, assegurando assim a presenca de Cr(VI) durante o
periodo entre passagens.

Para a determinacdo dos efeitos do Cr(VI) no metabolismo energético na
presenca de um inibidor da glicdlise, as culturas foram expostas a diferentes
concentragdes de 2-DG durante 4 h (Figura 2.9.).

Cultura nao
exposta a Cr(VI)

l 24h 1 48h 1 14h 1

Dia 0 Dia1l Dia3 Dia 4
Estabelecimento Adicao de Mudanca de  Recolha de
das culturas em Cr(VI) meio de cultura, amostras e
caixas de cultura contendoigual preparacido de
de seis pogos concentragdode  extractos

Cr(VI) celulares

Figura 2.7. Representacdo esquematica do procedimento adoptado para a determinagdo do
efeito do Cr(VI) no consumo de glucose, na producdo de lactato, nos niveis intracelulares de
nucledtidos de adenina e na carga energética. As experiéncias foram preparadas a partir de
culturas ndo expostas a Cr(VI).

Cultura nao
exposta a Cr(VI)

l 24h 1 48h 1 14h l

Dia 0 Dia1l Dia 3 Dia 4
Estabelecimento Adicdo de Mudancade  Recolha de
das culturas em Cr(VI) meio de cultura, amostras e
caixas de cultura contendoigual preparagdo de
de seis pocos concentracdode  extractos

Cr(VI) celulares

Figura 2.8. Representagdo esquematica do procedimento adoptado para a determina¢do do
efeito do Cr(VI), ap6s exposicdo de longa duragdo, no consumo de glucose, nos niveis
intracelulares de nucle6tidos e na carga energética. As experiéncias foram preparadas a partir
de culturas expostas cronicamente a diferentes concentragdes de Cr(VI). Para isso adicionou-se
Cr(V1), aos frascos de cultura, 24 h apds a passagem das células e, novamente, 72 h apos a
primeira adigdo, assegurando a exposicdo das culturas a Cr(VI) durante o periodo entre
passagens.
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l 72h 1 4h 1

Dia 0 Dia3 Dia3
Estabelecimento Mudanga de Recolha de
das culturas em meio e adicio  amostras e
caixas de cultura de 2-DG preparacao de
de seis pocos extractos

celulares

Figura 2.9. Representacdo esquematica do procedimento adoptado para determinacdo do efeito
da 2-DG na produgdo de lactato e nos niveis intracelulares de ATP.

2.11.1.1. Quantificacao de glucose

O kit Glucose RTU da BioMeérieux foi o escolhido para a determinacdo
enzimatica da glucose presente no meio de cultura. Com este kit, a determinacdo das
concentracdes de glucose baseia-se na quantificacdo da quinoneimina que € formada de

acordo com a seguinte sequéncia de reacgdes (equacdes 2.1. e 2.2.):

glucose oxidase | ..
glucose + O, — > acido gluconico + H,0, (2.1.)

. . . . peroxidase L
2H,0, + fenol + 4-aminoantipirina —— quinoneimina + 4H,O (2.2.)

A quinoneimina € um produto colorido cuja absorvancia a 505 nm é
directamente proporcional a concentracdo de glucose presente nas amostras.

A 4-aminoantipirina, o fenol e as enzimas glucose oxidase e peroxidase
encontram-se no reagente fornecido no Kit, reagente esse que contém ainda acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) como agente quelante e tampao fosfato (pH 6,6).

No protocolo facultado pelo fornecedor, é indicado o uso de reagente ndo
diluido. No entanto, no nosso laboratério e por uma questdo de economia, utilizou-se
reagente diluido 1:1 com &gua, tendo-nos certificado que os resultados ndo eram
afectados por este processo.

Com vista a construcdo de uma curva padrdo (Asos VS concentracdo de glucose),
prepararam-se seis solucdes de glucose com concentracfes compreendidas entre 0 e
22,2 mM, por diluicdo de uma solucdo concentrada de glucose. Para a quantificacdo de

glucose, procedeu-se de acordo com o procedimento descrito na Tabela 2.3. Apos a
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leitura das absorvancias a 505 nm, num espectrofotometro de visivel, calculou-se a

concentracdo deste nutriente em cada amostra recorrendo a curva padréo.

Tabela 2.3. Procedimento para a quantificacdo de glucose, utilizando o kit Glucose RTU da
BioMérieux.

Branco Amostra/Padréo
Agua ultrapura (uL) 30 —
Amostra ou padréo (uL) — 30
Reagente diluido com agua (1:1) (uL) 1000 1000

Misturar e ler a absorvancia a 505 nm ap6s 20 minutos de incubacgédo a temperatura
ambiente

! Nas experiéncias preliminares para estabelecimento das condicfes de cultura (seccdo 3.1.1.) foram
usados 10 uL para a quantificacdo de glucose.

2.11.1.2. Quantificacéo de lactato

Para a determinacdo enzimatica do r-lactato presente no meio de cultura
utilizou-se o kit L-Lactate da Randox. Com este kit, a determinacdo das concentracGes
de L-lactato baseia-se na quantificacdo de um produto colorido que é formado de acordo

com a seguinte sequéncia de reaccoes (equacgdes 2.3. e 2.4.):

lactato oxidase

L-lactato + O, piruvato + H,0, (2.3))

peroxidase

H,0, + 4-aminoantipirina + TOOS ——— produto colorido +4H,0 (2.4))

A absorvancia a 550 nm do produto colorido gerado é directamente proporcional
a concentracdo de lactato presente nas amostras.

A 4-aminoantipirina e as enzimas lactato oxidase, peroxidase e ascorbato
oxidase encontram-se no reagente fornecido no kit, todas na forma liofilizada. O
tampdo, também fornecido no Kkit, tem na sua constituicdo a substancia tampédo
N-etil-N-(2 hidroxi-3-sulfopropil)m-toluidina (TOQS).

No protocolo facultado pelo fornecedor é indicado o uso de reagente ndo diluido,

preparado através da restituicdo das enzimas liofilizadas pela adicdo de 6 mL de
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tampdo. No entanto, no nosso laboratdrio e por uma questdo de economia, utilizou-se
reagente diluido 1:1 com agua, tendo-nos certificado que os resultados ndo eram
afectados por este processo.

Com vista a construcdo de uma curva padrdo (Asso VS concentracao de lactato),
prepararam-se trés solucdes de lactato de concentragdes compreendidas entre 0 e
12,21 mM, por diluigdo de uma solugdo concentrada de lactato fornecida no kit. Para a
quantificacdo de lactato, procedeu-se de acordo com o procedimento descrito na
Tabela 2.4. Apds a leitura das absorvancias a 550 nm, num espectrofotometro de
visivel, calculou-se a concentracdo deste metabolito em cada amostra recorrendo a

curva padréo.

Tabela 2.4. Procedimento para a quantificacdo de lactato, utilizando o kit L-lactate da Randox.

Branco Amostra/Padréo
Agua ultrapura (uL) 20 —
Amostra ou padrdo (uL) — 20
Reagente diluido com agua (1:1) (uL) 1000 1000

Misturar e ler a absorvancia a 550 nm ap6s 10 minutos de incubacao a temperatura
ambiente

2.11.1.3. Quantificacdo de glutamina e de amonia

O kit L-Glutamine/Ammonia (Rapid) da Megazyme foi o escolhido para a
quantificacdo de L-glutamina e de amdnia presente no meio de cultura.  Com este Kit,
a determinacdo das concentracGes de ambos os metabolitos baseia-se na quantificacdo

de NADPH, de acordo com a seguinte sequéncia de reaccoes (equacdes 2.5. € 2.6.):

L-glutamina + H,O gluaminase | _ glutamato + NH, (2.5)
GIDH
NH; + 2-oxoglutarato + NADPH — L-glutamato + NADP" + H,0O (2.6.)

A quantidade de NADPH consumido é, de acordo com a estequiometria da

equacdo 2.6., igual a quantidade de amdnia na amostra. Deste modo, o que €
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quantificado € o consumo de NADPH, através da diminui¢do da absorvancia a 340 nm,
devido a sua conversdo em NADP".

O reagente fornecido com o kit contém 2-oxoglutarato, NADPH e as enzimas
glutaminase e glutamato desidrogenase (GIDH). Os tampdes fornecidos séo acetato de
sodio (pH 4,9) e trietanolamina (TEA; pH 8,0).

Para a quantificagdo de glutamina e amodnia, procedeu-se de acordo com o
procedimento descrito na Tabela 2.5. Ap6s a leitura das absorvancias a 340 nm
(Tabela 2.5., A;), adicionou-se GIDH e, apés 4 minutos de incubacdo, leram-se
novamente os valores de absorvancia a 340 nm (Tabela 2.5., A;). As concentracdes de
amoénia foram determinadas de acordo com a equacdo 2.7., usando um coeficiente de
extingio molar para 0 NADH a 340 nm de 6300 M™ cm™. As concentraces de
glutamina foram determinadas de acordo com as equacbes 2.8. e 2.9., usando
novamente um coeficiente de extingdo molar para 0 NADH a 340 nm.

AAamc’;nia = (Al'AZ)amc')nia - (Al'AZ)branco (2-7-)
AA(L-glutamina+amc')nia) = (Al'AZ)L-qutamina' (Al'AZ)branco (2-8-)
AAL-glutamina = AA(L-gIutamina+r:1mc’>nia) - AAamc')nia branco (2-9-)

Tabela 2.5. Procedimento para a quantificacdo de glutamina e amonia, utilizando o kit -
Glutamine/ Ammonia (Rapid) da Megazyme.

Ambnia Glutamina
Branco Amostra Branco Amostra
Tampdo acetato de sodio (uL) — — 100 100
Amostra (uL) — 50 — 50
Solucéo de glutaminase (uL) — — 10 10

Misturar e incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente

Agua ultrapura (uL) 910 860 800 750
Tampdo TEA (pL) 150 150 150 150
Solucdo de NADPH (uL) 100 100 100 100

Misturar e ler a absorvancia (A;) a 340 nm ap6s 4 minutos de incubac&o a temperatura

ambiente

Solugéo de GIDH (pL)

10

10

10

10

Misturar e ler a absorvancia (A;) a 340 nm apo6s 5 minutos de incubac&o a temperatura

ambiente

Daniela Cravo Ferreira

2015




Efeitos do Crémio Hexavalente no Metabolismo Energético de uma Linha Celular do Epitélio Bronquico Humano

2.11.1.4. Quantificacao de nucledtidos de adenina

Para a quantificacdo dos niveis intracelulares de nucledtidos de adenina
removeu-se de cada poco o meio de cultura e lavou-se a monocamada de células com
PBS. Destruiu-se a membrana celular utilizando um é&cido forte, especificamente
300 pL de &cido perclérico (PCA) 0,3 M, permitindo que todo o material intracelular
fosse libertado e que, por centrifugacdo a 12100 g durante 5 minutos, as fraccdes
proteicas sedimentassem. A sedimentacdo das proteinas assegurou que nao ocorria
degradacdo enzimatica dos nucleétidos de adenina presentes nos sobrenadantes e
facilitou a separacéo da fraccao proteica da fraccdo contendo os nucledtidos de adenina.
Seguidamente, os sobrenadantes foram transferidos para tubos de microcentrifuga e o
PCA foi neutralizado com 35 pL de hidroxido de potassio (KOH) 3 M [123]. O KOH
forma um sal insoltvel com o PCA, o perclorato de potassio (KCIO,). Para favorecer a
formacdo deste sal, os tubos de microcentrifuga foram colocados em gelo durante
15 minutos e depois centrifugados a 12100 g durante 5 minutos, promovendo a
precipitacdo do sal e a sua separag@o dos nucledtidos de adenina, que permaneceram nos
sobrenadantes. Os sobrenadantes foram transferidos para novos tubos de
microcentrifuga e armazenados a -80 °C até a sua analise.

Neste trabalho, utilizou-se HPLC, especificamente a variante RP-HPLC
(Figura 2.10.) para quantificar nucleétidos de adenina, tendo a detec¢do de nucleotidos
sido realizada utilizando um detector UV. A HPLC tem por base a passagem de uma
amostra por uma coluna de aco preenchida com um material adsorvente, o qual constitui
a fase estacionéria, adequado a separacdo da amostra em analise. Através da coluna
faz-se passar um eluente, que constitui a fase mdvel, a pressdes elevadas, permitindo
uma separacdo rapida e eficaz. A saida da coluna, os componentes da mistura
detectaveis vao aparecer como um pico no registo grafico. O RP-HPLC ¢é a variante de
HPLC mais utilizada na determinacdo dos niveis de nucledtidos de adenina. Esta
variante apresenta vantagens comparativamente com outras técnicas, designadamente
uma elevada eficiéncia e capacidade de distincdo entre compostos quimicamente
semelhantes. Nesta técnica, os nucledtidos de adenina vao ficar ligados a fase
estacionaria, hidrofdbica, e ao fazer-se passar a fase mével, hidrofilica, pela coluna, 0s
nucle6tidos de adenina vao eluir por ordem decrescente do nimero de grupos fosfato,
devido ao aumento da hidrofobicidade da molécula [124].

Para as quantificagdes foram injectados no sistema 20 pL de amostra.
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Apos a determinacdo da concentracdo dos nucle6tidos de adenina, calculou-se a
carga energética das células de acordo com a equagdo 1.2. (seccao 1.1.3.) [13].

20 pL de
amostra

Figura 2.10. Sistema de HPLC Beckman System Gold®, com coluna Lichrospher 100 RP-18
de 5 um, utilizado nas quantificagfes dos nucledtidos de adenina.

2.11.2. Quantificacéo de proteina

Para normalizacdo dos resultados obtidos na quantificacdo dos parametros
bioenergéticos referidos anteriormente (sec¢do 2.11.1.), fez-se a quantificacdo da
proteina total presente nos lisados celulares recorrendo ao método de Bradford. Para tal,
foi utilizado o reagente do kit Protein Assay da Bio-Rad. O método de Bradford
baseia-se na alteracdo do comprimento de maxima absorcdo (de 465 para 595 nm) do
corante Comassie Brilliant Blue G-250 quando este interage com 0s aminoacidos
basicos e aromaticos presentes nas proteinas, sob condicBes acidicas. Inicialmente o
corante tem cor vermelho-acastanhada, mas quando se liga as proteinas adquire cor azul
[125].

Os extractos celulares foram preparados de acordo com o procedimento indicado
na seccao 2.11.1.4. Apds a sedimentacdo das fraccBes proteicas, os sedimentos foram

ressuspendidos em 200 pL NaOH 0,03 M. Esta ressuspensdo foi necessaria para
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solubilizar as proteinas, para que pudessem ser quantificadas, e para neutralizar o cido,
dado que este interfere com o reagente de Bradford.

Com vista a construcao de uma curva padréo (Ases VS concentracao de proteina),
prepararam-se solucdes de BSA de concentragfes compreendidas entre 0 e 10 pg/mL,
por diluicdo de uma solucdo concentrada de BSA. Para a quantificacdo de proteina,
procedeu-se de acordo com o procedimento indicado na Tabela 2.6. A concentracdo de
proteina em cada extracto foi calculada recorrendo a curva padrdo, apos a leitura das

absorvancias a 595 nm, num espectrofotometro de visivel.

Tabela 2.6. Procedimento para quantificacdo de proteina, utilizando o reagente do kit Protein
Assay da Bio-Rad.

Branco Extracto/Padrao
Agua ultrapura (uL) 800 720
Extracto ou padrdo (uL) — 80
Reagente (L) 200 200

Misturar e ler a absorvancia a 595 nm ap6s 5 minutos de incubacéo a temperatura
ambiente

2.12. Analise estatistica

As analises estatisticas foram efectuadas usando o software GraphPad Prism
5.00 para Windows (GraphPad Software Inc, California, EUA). A relevancia estatistica
das diferencas entre grupos foi examinada usando o teste t-student paired ou, nas
experiéncias em que foram comparados mais de dois grupos, o método one-way
ANOVA seguido de um teste de comparacdes multiplas (Bonferroni ou Dunnett). Os
resultados foram apresentados como média + desvio de padrdo (S.D.). Foram

consideradas como estatisticamente significativas as diferencas com p <0,05.
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3.1. Estabelecimento das condicdes de cultura e determinacdo do
Impacto da idade de cultura no tipo de crescimento e metabolismo

energético de células BEAS-2B

Todas as experiéncias descritas nesta dissertacdo foram realizadas utilizando a
linha celular BEAS-2B. Antes de dar inicio ao nosso estudo propriamente dito, levdmos
a cabo um conjunto de experiéncias com vista a estabelecer as condigdes de cultura das
células BEAS-2B e determinar o impacto da idade de cultura no crescimento e
metabolismo energético destas mesmas células. Os resultados obtidos neste estudo

preliminar encontram-se nas duas sec¢des que se seguem.

3.1.1. Estabelecimento das condicdes de cultura das células BEAS-2B

O fornecedor da linha celular BEAS-2B recomenda que a densidade inicial
esteja compreendida entre 3 e 10 x 10° células/cm’ e as passagens sejam realizadas
quando as culturas estiverem sub-confluentes. Recomenda ainda a utilizacdo do meio de
cultura BEGM e o revestimento dos recipientes de cultura com uma mistura de
fibronectina, colagénio e BSA dissolvidos em BEGM [118].

No nosso laboratorio, foram introduzidas algumas modificagdes, essencialmente
por uma questdo de custo, tendo-nos certificado previamente que estas ndo afectavam o
crescimento e proliferacdo das células BEAS-2B. Especificamente, o meio de cultura
utilizado é o meio LHC-9, também desprovido de soro. Para este estudo, fomos
verificar se seria possivel fazer apenas uma passagem por semana, para culturas
estabelecidas com uma densidade inicial de 2000 células/cm?®. Para tal, monitorizamos
0s niveis de glucose e glutamina no meio de cultura no intervalo entre passagens, de
acordo com o procedimento esquematizado na Figura 3.1. Tal como esperado, 0s niveis
de glucose ao 7° dia (cerca de 2 mM), eram significativamente inferiores aos iniciais, de
cerca de 6 mM (meio novo) (Figura 3.2.), tendo-se observando o mesmo relativamente
aos niveis de glutamina, que diminuiram de 5 mM (meio novo) para 3 mM (7° dia)
(Resultados ndo apresentados). Contudo, ndo nos pareceu que tenha ocorrido uma
alteracdo significativa na taxa de crescimento da cultura. A confluéncia das culturas, tal
como visualizado ao microscopio Optico (Figura 3.3.), também ndo nos pareceu

excessiva e 0 numero de células mortas em cultura manteve-se baixo. Em face destes
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resultados, concluiu-se que este intervalo entre passagens ndo comprometia a qualidade
das culturas, tendo sido este o procedimento adoptado na rotina de cultura de células.

! ——

Dia 0 Dia3 Dia§ Dia7
Estabelecimento Recolha de Recolha de Recolha de
das culturas em amostras de amostras de amostras de
caixas de cultura meio meio meio

de seis pogos

Figura 3.1. Representacdo esquematica do protocolo utilizado para determinacdo da
concentragdo de glucose e glutamina existente entre passagens. Para a quantificacdo de glucose
foi sempre recolhida uma amostra de meio de cada pogo em cada dia indicado. Ja para a
guantificacdo de glutamina foi apenas recolhida uma amostra de meio no dia 7.

kkk

kkk
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Figura 3.2. Niveis de glucose existentes no meio de cultura no intervalo entre passagens. As
amostras de meio foram obtidas em diferentes dias (d) ap6s a preparacdo das culturas (xd, dias
apos a preparacédo da cultura). A concentragdo de glucose foi determinada usando o kit Glucose
RTU (seccdo 2.11.1.1.). Os resultados apresentados correspondem a média + S.D. de trés
experiéncias independentes, utilizando em todas elas tetraplicados de culturas. Os dados foram
estatisticamente tratados no programa GraphPad Prism 5.00, utilizando o método one-way

ANOVA, seguido do teste de comparagdes maltiplas Dunnett: ***p < 0.001.
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Figura 3.3. Micrografia de células da linha celular BEAS-2B, na passagem 18, a crescer em
monocamada, 7 dias apds o estabelecimento da cultura com uma densidade inicial de
2000 células/cm?. Imagem obtida com uma objectiva de ampliagdo 10x.

Outra diferenca relativamente ao procedimento indicado pelo fornecedor é o
revestimento por nos utilizado (seccdo 2.3.). Desde sempre se optou, NO NOSSO
laboratorio, por utilizar uma solucdo composta por gelatina a 1% (m/v) e BSA a
0,1% (m/v), em PBS 0,45x. Nestas experiéncias preliminares, fomos ainda verificar o
que aconteceria as células se fossem crescidas na auséncia de qualquer revestimento. Os
parametros por nds investigados foram a morfologia e o tempo de duplicacdo. Tal como
visualizado ao microscopio Optico, a auséncia de revestimento leva a perda do tipico
padrdo de crescimento das células epiteliais, semelhante aos pavimentos em pedra
(Figura 3.4.a), e a formacao de focos de células (Figura 3.4.b).

Figura 3.4. Micrografia de células da linha celular BEAS-2B a crescer sobre diferentes
superficies (a-superficie com revestimento; b-superficie sem revestimento). O revestimento
(seccdo 2.3.) é composto por gelatina a 1% (m/v) e BSA a 0,1% (m/v), em PBS 0,45x. Imagem
obtida com uma objectiva de ampliagdo 20x (a) e 10x (b).
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Embora a auséncia de revestimento tenha afectado visivelmente a morfologia e
padrdo de crescimento das culturas, os tempos de duplicacdo destas ndo foram

afectados, sendo ambos de aproximadamente 24 h (Figura 3.5.).
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Figura 3.5. Tempos de duplicacdo das culturas de células BEAS-2B crescidas sobre superficies
com (CR) e sem (SR) revestimento. O revestimento é composto por gelatina a 1% (m/v) e BSA
a 0,1% (m/v), em PBS 0,45x. Os nimeros totais de células utilizados para o calculo dos tempos
de duplicacdo foram obtidos através do método do azul de tripano (sec¢do 2.6.). Os resultados
apresentados correspondem a média + S.D. de quatro experiéncias independentes, utilizando
em todas elas triplicados de culturas para cada condicdo analisada. Os dados foram
estatisticamente tratados no programa GraphPad Prism 5.00, utilizando o teste t de Student
emparelhado. N&o se observaram diferencas estatisticamente significativas.

3.1.2. Determinacdo do impacto da idade de cultura no tipo de

crescimento e metabolismo energético de celulas BEAS-2B

Como o processo de imortalizacdo utilizado no estabelecimento da linha celular
BEAS-2B podera causar alguma instabilidade genética, antes de proceder ao nosso
estudo do impacto do Cr(VI) no metabolismo energético destas células, levamos a cabo
um conjunto de experiéncias preliminares. Especificamente, fomos verificar se a idade
de cultura afecta o tipo de crescimento e metabolismo energético de células BEAS-2B.

Para determinar o impacto da idade de cultura nestes parametros foram
mantidas, em paralelo, culturas em passagens significativamente diferentes. Avaliou-se,
para ambas, a morfologia, os tempos de duplicacdo, o consumo de glucose e a producéo
de lactato. Tal como visualizado ao microscopio optico (Figura 3.6.), com o0 aumento da
idade da cultura as células tornaram-se maiores e perderam a tipica forma de diamante.

Adicionalmente, o crisscrossing tornou-se mais frequente.
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Verificou-se que existem diferengas estatisticamente significativas nos tempos
de duplicacdo de culturas de baixa e elevada passagem (24 e 19 h, respectivamente). As
células com uma idade de cultura mais elevada tém uma taxa de crescimento superior

(Figura 3.7.).

Figura 3.6. Micrografia de células da linha celular BEAS-2B com diferentes idades de cultura
(a-passagem 16; b-passagem 43). Observa-se que nas células com idade de cultura mais elevada
0 crisscrossing é mais frequente e o seu tamanho €é superior ao das células de idade de cultura
mais baixa. Imagem obtida com uma objectiva de ampliacdo 20x (a) e 10x (b).
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Figura 3.7. Tempos de duplicagdo de culturas de células BEAS-2B com diferentes idades
(BP-baixas passagens; EP-elevadas passagens). Os nlmeros totais de células utilizados para os
calculos dos tempos de duplicagdo foram obtidos através do método do azul de tripano
(seccédo 2.6.). Os resultados apresentados correspondem a média + S.D. de trés experiéncias
independentes, utilizando em todas elas triplicados de culturas para cada condi¢do analisada. Os
dados foram estatisticamente tratados no programa GraphPad Prism 5.00, utilizando o teste t
de Student emparelhado: *p < 0.05.
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Os valores obtidos para ambos os pardmetros foram semelhantes para as
culturas de ambas as idades (cerca de 9 pmol glucose/4 dias/10° células e
18 pmol lactato/4 dias/10° células) (Figuras 3.8. e 3.9.). Concluiu-se que, pelo menos
para as idades de cultura testadas, e ao nivel destes dois pardmetros, o metabolismo
celular n&o é afectado.

Destas experiéncias concluiu-se que culturas de passagens mais elevadas tém um
tempo de duplicacdo inferior as culturas de passagens mais baixas. De maior
importancia, no &mbito deste trabalho, é o facto de o metabolismo energético ndo ser
afectado para as idades de culturas testadas, pelo menos em termos do consumo de
glucose e da producdo de lactato.
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Figura 3.8. Consumo de glucose por culturas de células BEAS-2B, com diferentes idades de
cultura (BP-baixas passagens; EP-elevadas passagens). As amostras de meio foram recolhidas
96 h apds a preparacdo das culturas. Para a quantificacdo de glucose no meio de culture
utilizou-se o kit Glucose RTU (seccdo 2.11.1.1.). Os resultados foram normalizados em termos
do namero total de células determinado recorrendo ao método do azul de tripano (secgédo 2.6.).
Os resultados apresentados correspondem a média + S.D. de trés experiéncias independentes,
utilizando em todas elas tetraplicados de culturas para cada condigdo analisada. Os dados foram
estatisticamente tratados no programa GraphPad Prism 5.00, utilizando o teste t de Student
emparelhado. N&o se observaram diferengas estatisticamente significativas.
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Figura 3.9. Producdo de lactato por culturas de células BEAS-2B, com diferentes idades de
cultura (BP-baixas passagens; EP-elevadas passagens). As amostras de meio foram recolhidas
96 h ap6s a preparacdo das culturas. Para a quantificacdo de lactato no meio de cultura
utilizou-se o kit L-lactate (seccdo 2.11.1.2.). Os resultados foram normalizados em termos do
namero total de células determinado recorrendo ao método do azul de tripano (secgdo 2.6.). Os
resultados apresentados correspondem a média + S.D. de trés experiéncias independentes,
utilizando em todas elas tetraplicados de culturas para cada condicdo analisada. Os dados foram
estatisticamente tratados no programa GraphPad Prism 5.00, utilizando o teste t de Student
emparelhado. N&o se observaram diferencas estatisticamente significativas.

3.2. Efeito do Cr(VI1) no metabolismo energético de celulas BEAS-2B

Tal como referido na seccdo 1.2.2., foram relatados varios estudos em que se
observaram alteracGes, promovidas por exposicdo a Cr(VI), em varios parametros
bioenergeéticos. Porém, o fendtipo bioenergético induzido por Cr(VI) no seu principal
alvo in vivo ainda estd muito incompletamente estabelecido. Pretendeu-se com o
presente estudo colmatar, ainda que parcialmente, esta falha. O objectivo desta segunda
parte do trabalho foi, entdo, avaliar o efeito do Cr(VI) no metabolismo energético, em
condicdes basais e na presenca de um modulador do metabolismo, especificamente no
consumo de glucose, na producédo de lactato, nos niveis intracelulares de nucleétidos de
adenina e na carga energética. Para isso foi necessario estabelecer previamente 0s

protocolos a seguir, 0s quais sdo apresentados nas sec¢des seguintes.
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3.2.1. Estabelecimento de protocolos

3.2.1.1. Regime de exposic¢ao ao Cr(VI)

Os resultados obtidos em estudos envolvendo concentracbes de Cr(VI)
demasiado citotdxicas devem ser interpretados com cuidado, uma vez que estes ndo irdo
traduzir o que ocorre em situagOes reais. Assim, era importante garantir que as
concentragdes de Cr(VI) usadas no presente estudo ndo seriam excessivamente
citotdxicas. Com esse intuito, avaliou-se o efeito das seguintes concentracdes de Cr(V1)
na viabilidade celular: 0,1, 1 e 2 uM de Cr(VI).

A incubagéo das culturas, durante 48 h, com 0,1, 1 e 2 uM de Cr(VI) provocou
5, 8 e 16% de morte celular, respectivamente (Figura 3.10.). Apesar das diferencas
observadas serem estatisticamente significativas, nenhuma destas concentragfes foi
excessivamente citotoxica. Foram, entdo, seleccionadas duas concentragdes de Cr(VI), 1
e 2 UM, para a avaliacdo do seu impacto no metabolismo energético de células
BEAS-2B em exposicOes de curta duracdo (48 h). Na avaliacdo do seu impacto em
exposicdes de longa duracdo, seleccionaram-se as concentracfes de 0,1 e 2 UM de
Cr(VI).
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Figura 3.10. Efeito do Cr(VI) na viabilidade celular de células BEAS-2B expostas, durante 48
h, a 01, 1 e 2 uM de Cr(VI). A viabilidade celular é apresentada como percentagem
relativamente ao controlo, i.e., células ndo expostas a Cr(VI). A contagem de células foi feita
utilizando o método do azul de tripano (seccéo 2.6.). Os resultados apresentados correspondem
a média + S.D. de trés experiéncias independentes, utilizando em todas elas tetraplicados de
culturas para cada condi¢do analisada. Os dados foram estatisticamente tratados no programa
GraphPad Prism 5.00, utilizando o método one-way ANOVA, seguido do teste de comparagdes
maltiplas Bonferroni: *p < 0.05, ***p < 0.001.
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3.2.1.2. Quantificacao de glucose e de lactato no meio de cultura

Para a quantificacdo de glucose e de lactato no meio de cultura celular foi
necessario determinar previamente qual a densidade celular inicial, assim como o
intervalo de monitorizagdo do seu consumo/producdo que permitiria a sua
quantificagdo. Para tal, testaram-se trés densidades -celulares (4000, 6000 e
8000 células/cm?®) e quatro intervalos de monitorizacéo (4, 6, 8 e 14 h). Atendendo aos
resultados obtidos (Resultados ndo apresentados), optou-se pela utilizacdo de uma
densidade celular inicial de 7000 células/cm? e um intervalo de monitorizac&o de 14 h.

3.2.2. Impacto de uma exposicdo de 48 h a Cr(VI) no consumo de

glucose e na producéo de lactato

O impacto de uma exposi¢do de 48 ha 1 e 2 uM de Cr(VI) no consumo de
glucose e na producéo de lactato por células da linha celular BEAS-2B esta sumariado
nas Figuras 3.11. e 3.12., respectivamente.

Os resultados obtidos em trés experiéncias independentes mostraram um efeito
estimulatério dependente da dose no consumo de glucose. Especificamente, observou-se
uma estimulagdo de 13 e 20% para exposicbes a 1 e 2 PM, respectivamente
(Figura 3.11.). Esta estimulacdo foi estatisticamente significativa para ambas as
concentragcdes. Nas culturas controlo, o consumo de glucose permaneceu basicamente
constante entre as experiéncias, com um valor médio de
34 pmol glucose/min/ug proteina.

Estes resultados estdo de acordo com os obtidos em outro estudo realizado no
nosso laboratério com células PC-12, em que também se observou um aumento no
consumo de glucose nas células incubadas com Cr(VI) [66]. Neste estudo as células
foram incubadas com 1, 2 e 5 uM de Cr(VI) durante 6 h [66].
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Figura 3.11. Efeito do Cr(VI) no consumo de glucose por culturas de células BEAS-2B
expostas a este ido durante 48 h. Para a quantificagdo de glucose no meio de cultura, utilizou-se
o kit Glucose RTU (seccdo 2.11.1.1.). Os resultados foram normalizados em termos de proteina
total determinada recorrendo ao método de Bradford (seccdo 2.11.2.). Os resultados
apresentados correspondem a média = S.D. de trés experiéncias independentes, utilizando em
todas elas tetraplicados de culturas para cada condicdo analisada. Os dados foram
estatisticamente tratados no programa GraphPad Prism 5.00, utilizando o método one-way
ANOVA, seguido do teste de comparacdes multiplas Bonferroni: *p < 0.05, **p < 0.01.

As culturas utilizadas para determinar o efeito do Cr(V1) no consumo de glucose
foram também utilizadas para determinar o efeito deste i&o na producdo de lactato
(assim como nos niveis intracelulares de nucledtidos de adenina, seccdo 3.2.3).
Observou-se um efeito estimulatorio na producéo de lactato em cerca de 6 e 18% para
exposicdes a 1 e 2 UM, respectivamente (Figura 3.12.). Esta estimulacdo foi
estatisticamente significativa apenas para a concentracdo de 2 uM de Cr(VI). Nas
culturas controlo, a producdo de lactato permaneceu basicamente constante entre as
experiéncias, com um valor médio de 41 pmol lactato/min/ug proteina.

Existem dois estudos descritos na literatura nos quais se avaliou o impacto do
Cr(VI) na producédo de lactato pela mesma linha celular utilizada neste trabalho [73] e
também por células PC-12 [66]. Verificou-se em ambos um efeito estimulatério neste
parametro, tal como foi observado no presente estudo. No estudo em que foram
utilizadas células BEAS-2B, estas foram incubadas com 1 uM de Cr(V1) durante 48 h,
apos as quais o meio foi substituido por meio novo, sem Cr(V1), tendo o consumo sido
determinado num periodo de 4 horas [73]. No outro estudo, utilizando células PC-12,

estas foram incubadas com 1, 2 e 5 uM Cr(V1) durante 6 h [66]. Neste ultimo estudo, o
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impacto do Cr(VI) na producdo de lactato foi dependente da dose. Este impacto foi
menos pronunciado que o observado neste trabalho para as mesmas concentragdes, 0

que podera dever-se ao facto da exposicdo ter sido substancialmente mais curta.
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Figura 3.12. Efeito do Cr(VI) na producdo de lactato por culturas de células BEAS-2B
expostas a este ido durante 48 h. Para a quantificacdo de lactato no meio de cultura utilizou-se o
kit L-lactate (sec¢do 2.11.1.2.). Os resultados foram normalizados em termos de proteina total
determinada recorrendo ao método de Bradford (seccdo 2.11.2.). Os resultados apresentados
correspondem a média £ S.D. de trés experiéncias independentes, utilizando em todas elas
tetraplicados de culturas para cada condicdo analisada. Os dados foram estatisticamente
tratados no programa GraphPad Prism 5.00, utilizando o método one-way ANOVA, seguido do
teste de comparacdes multiplas Bonferroni: **p < 0.01.

3.2.2.1. Efeito do Cr(VI) na producdo de lactato na presenca de um

inibidor da glicdlise

Tendo os resultados por nds obtidos sugerido que culturas expostas a Cr(VI)
estdo mais dependentes da fermentacdo lactica para regenerar ATP do que as células
normais das quais derivaram (seccdo 3.2.2.), decidimos verificar se seriam mais ou
menos sensiveis a presenca de um inibidor da glicélise, especificamente a 2-DG.

Tal como referido na seccdo 1.1.4., as células cancerigenas tém tendéncia a
depender mais do processo fermentativo para regenerar ATP do que as células normais

das quais derivaram, o que implica que, para obter a mesma quantidade de energia em
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forma de ATP, tém de oxidar mais glucose. Consequentemente, a sua taxa de transporte
para o interior das células € superior ao de células normais (seccdo 1.1.4.). Esta
particularidade tem vindo a ser estudada como alvo para terapia anticancerigena
selectiva. De facto, existem varios estudos realizados no sentido de desenvolver
compostos que interfiram com este elevado transporte e/ou consumo de glucose. A
2-DG, um anélogo sintético da glucose e modulador do metabolismo, tem vindo a ser
utilizada em varios estudos in vitro e in vivo, sozinha ou em combinacdo com outros
farmacos, com o objectivo de avaliar o seu efeito quer em células normais, quer em
células cancerigenas [73, 126-128]. Ao carbono C2 da glucose esta ligado um grupo
hidroxilo, o qual é substituido por um &omo de hidrogénio na 2-DG [129]. Ao entrar na
célula, a 2-DG ¢é fosforilada, pela enzima hexocinase (HK), originando
2-deoxi-p-glucose-6-fosfato  (2-DG-6-P), um inibidor competitivo da enzima
fosfoglucose isomerase (PGI) [130]. Uma vez que esta enzima ndo a consegue
metabolizar a 2-DG-6-P esta acumula no interior das células (Figura 3.13.) [131-133].
Esta acumulacdo promove a inibi¢cdo ndo competitiva da enzima HK [134]. A 2-DG vai,
entdo, interferir com a glicélise e, como tal, também o0s processos respiratério e
fermentativo sdo afectados [129].

[ Auséncia de 2-DG ] [ Presenca de 2-DG ]

Glucose

Figura 3.13. Efeito provocado pela 2-DG no metabolismo energético celular. Ao entrar na
célula, a 2-DG ¢ fosforilada, pela enzima HK, originando 2-DG-6-P. A 2-DG-6-P ndo sofre
mais nenhuma reac¢do, uma vez que a enzima PGI ndo a metaboliza. Consequentemente, h
acumulacéo de 2-DG-6-P no interior da célula. A 2-DG-6-P € um inibidor ndo competitivo e
competitivo da enzima HK e da enzima PGI, respectivamente, ficando a via glicolitica
interrompida.
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No presente estudo, avaliou-se o efeito da presenca deste modulador do
metabolismo no impacto que o Cr(VI) tem na producéo de lactato.

Realizaram-se trés experiéncias independentes para seleccionar a concentragéo
de 2-DG minima necessaria para ocorrer um decréscimo significativo da producdo de
lactato. As culturas foram expostas a 0,1, 1 e 10 mM de 2-DG. Foi também realizada
uma experiéncia em que se usou uma concentracdo de 0,01 mM de 2-DG, porém ndo se
verificou qualquer efeito no parametro analisado (Resultados ndo apresentados).

As concentracfes de 0,1, 1 e 10 mM de 2-DG provocaram um decréscimo da
producdo de lactato de 4, 34 e 76%, respectivamente (Figura 3.14.). Este efeito foi
estatisticamente significativo para as concentracbes de 1 e 10 mM de 2-DG
(Figura 3.14.). Testes de citotoxicidade revelaram que estas concentragdes de 2-DG néo
eram excessivamente citotoxicas para as ceélulas BEAS-2B (Resultados néo
apresentados). Com base nestes resultados, optou-se por utilizar uma concentracdo de

5 mM de 2-DG nas experiéncias subsequentes.
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Figura 3.14. Efeito da 2-DG na produgdo de lactato por culturas de células BEAS-2B expostas
a este composto durante 4 h. Para a quantificacdo de lactato no meio de cultura, utilizou-se um
kit comercial (sec¢do 2.11.1.2.). Os resultados foram normalizados em termos de proteina total
determinada recorrendo ao método de Bradford (seccdo 2.11.2.). Os resultados apresentados
correspondem a média £ S.D. de trés experiéncias independentes, utilizando em todas elas
tetraplicados de culturas para cada condicdo analisada. Os dados foram estatisticamente
tratados no programa GraphPad Prism 5.00, utilizando 0 método one-way ANOVA, seguido do
teste de comparagdes multiplas Dunnett: *p < 0.05, ***p < 0.001.
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Apo6s a seleccdo das concentragdes de 2-DG e Cr(VI), as culturas foram
incubadas com 2 uM de Cr(VI) durante 48 h. Apos este periodo, 0 meio de cultura foi
renovado e as culturas foram incubadas durante 4 h com 5 mM de 2-DG, de acordo com
0 esquema apresentado na Figura 3.15.

Tal como seria de esperar, verificou-se uma diminui¢do acentuada na produgéo
de lactato na presenca de 2-DG (Figura 3.16.). Esta diminuicdo foi essencialmente a
mesma em culturas controlo e em culturas expostas a Cr(VI) (cerca de 40% do
respectivo controlo), conclui-se que, pelo menos nas condi¢des testadas, o Cr(VI1) ndo
tem qualquer influéncia na inibicdo da fermentacdo lactica produzida pela 2-DG.

l 24h 1 48h 1 4h 1

Dia 0 Dia1l Dia 3 Dia 3
Estabelecimento Adicéo de Mudanga de Recolha de
das culturas em Cr(VI) meio e adicdo  amostrase
caixas de cultura de2-DGe  preparacdo de
de seis pocos Cr(VI) extractos

celulares

Figura 3.15. Regime de exposi¢do das culturas de células BEAS-2B com 2-DG e Cr(VI) para
verificar se células expostas a Cr(VI) sdo mais ou menos sensiveis a presenca de 2-DG. A
mudanca de meio realizada (Dia 3) foi acompanhada da adicdo de 2-DG e, novamente, Cr(VI).
Este Gltimo foi adicionado apenas as culturas expostas exclusivamente a Cr(VI).
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Figura 3.16. Efeito do Cr(VI) na producdo de lactato por culturas de células BEAS-2B
expostas a este ido sob condicGes basais e condigcdes em que a glicélise foi inibida. Para a
quantificagdo de lactato no meio de cultura utilizou-se o kit L-lactate (secgdo 2.11.1.2.). Os
resultados foram normalizados em termos de proteina total determinada recorrendo ao método
de Bradford (seccdo 2.11.2.). Os resultados apresentados correspondem a média + S.D. de trés
experiéncias independentes, utilizando em todas elas tetraplicados de culturas para cada
condigdo analisada. Os dados foram estatisticamente tratados no programa GraphPad Prism
5.00, utilizando o método one-way ANOVA, seguido do teste de comparagcdes multiplas
Bonferroni: ***p < 0.001 relativamente ao controlo; +++p < 0.001 relativamente a culturas
expostas a 2 uM de Cr(VI).

3.2.3. Impacto de uma exposicdo de 48 h a Cr(VI) no estado energético

celular

As culturas utilizadas na determinacdo do efeito do Cr(VI) no consumo de
glucose e producdo de lactato (sec¢do 3.2.2.) foram também utilizadas para determinar o
efeito deste ido0 no estado energético celular, especificamente nos seus niveis
intracelulares de nucleotidos de adenina e na sua EC. Os resultados obtidos em trés
experiéncias independentes mostraram que, apesar das diferencas observadas ao nivel
do consumo de glucose e da producdo de lactato (seccdo 3.2.2.), a EC das culturas
expostas a Cr(VI) ndo foi afectada por nenhuma das concentrac6es de Cr(VI) utilizadas
(Figura 3.17.). Estes resultados ndo estdo de acordo com os obtidos em varios estudos
descritos na literatura nos quais se observou um decréscimo na EC apds incubacao de
células com Cr(VI) [74, 76, 86]. No estudo realizado no nosso laboratério foram usadas
células PC-12 incubadas com 1, 2 e 5 uM de Cr(VI) durante 6 h [66]. Nos restantes

Daniela Cravo Ferreira 2015



Efeitos do Cromio Hexavalente no Metabolismo Energético de uma Linha Celular do Epitélio Bronquico Humano

estudos, foram utilizados diferentes modelos biol6gicos, concentragdes de Cr(VI)
superiores, a variar entre 3 a 2000 pM, e tempos de incubagdo menores, entre 10 a
120 minutos. Todos os estudos apontam para um decréscimo da EC dependente da dose
e do tempo de exposicéo [74, 76, 86].

1.0

0.8+

Figura 3.17. Efeito do Cr(VI) na carga energética de células BEAS-2B expostas a este ido
durante 48 h. A carga energética foi calculada de acordo com a equacdo de Atkinson
(equacdo 1.2). Os resultados apresentados correspondem a média £ S.D. de trés experiéncias
independentes, utilizando para todas elas tetraplicados de culturas para cada condigdo
analisada. Os dados foram estatisticamente tratados no programa GraphPad Prism 5.00,
utilizando o método one-way ANOVA, seguido do teste de comparagdes multiplas Bonferroni.
N&o se observaram diferencas estatisticamente significativas.

Relativamente aos niveis intracelulares de ATP, observou-se um aumento
dependente da dose, embora muito ténue (Figura 3.18.) e sem significado estatistico.
Estes resultados sdo consistentes com os obtidos noutro estudo em que foram incubadas
células L-02, durante 12 e 36 h, com 8, 16 e 32 uM de Cr(V1). Porém, noutros estudos,
utilizando modelos e regimes de exposicdo diferentes, obteve-se um resultado oposto
[74, 76, 79, 80, 83-88]. No Unico estudo em que se utilizaram células BEAS-2B e um
regime de exposicdo semelhante (1 uM de Cr(V1) durante 48 h, seguido por um periodo
de monitorizacdo de 4 h na auséncia de Cr(V1)), verificou-se um decréscimo nos niveis
de ATP [73].
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Figura 3.18. Efeito do Cr(VI) nos niveis intracelulares de ATP de células BEAS-2B expostas a
este ido durante 48 h. Para a quantificacdo de ATP utilizou-se o sistema de RP-HPLC
(secgdo 2.11.1.4.). Os resultados foram normalizados em termos de proteina total determinada
recorrendo ao método de Bradford (seccdo 2.11.2.). Os resultados apresentados correspondem a
média £ S.D. de trés experiéncias independentes, utilizando para todas elas tetraplicados de
culturas para cada condi¢do analisada. Os dados foram estatisticamente tratados no programa
GraphPad Prism 5.00, utilizando o método one-way ANOVA, seguido do teste de comparacdes
maltiplas Bonferroni. N&do se observaram diferencas estatisticamente significativas.

Para a concentracédo de 2 uM de Cr(VI), os niveis de ADP aumentaram cerca de
10%, relativamente ao controlo, embora sem significado estatistico (Figura 3.19.). Estes
resultados séo consistentes com os obtidos anteriormente noutros estudos envolvendo
concentracdes bastantes elevadas de Cr(VI), compreendidas entre 125 e 2000 uM [76,
85, 86]. Pelo contrario, para a concentracao inferior, ocorreu um decréscimo nos niveis
de ADP em cerca de 5% (Figura 3.19.). Novamente, esta diferenca ndo foi
estatisticamente significativa.

Nos niveis de AMP, observou-se um aumento dependente da dose, embora
muito ténue (Figura 3.20.) e sem significado estatistico. Estes resultados estdo de acordo
com os obtidos em estudos anteriores, embora nestes tenham sido usadas concentracdes

de Cr(V1) bastante superiores as usadas no presente trabalho [76, 85, 86].
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Figura 3.19. Efeito do Cr(VI) nos niveis intracelulares de ADP de células BEAS-2B expostas a
este ido durante 48 h. Para a quantificacdo de ADP utilizou-se o sistema de RP-HPLC
(seccdo 2.11.1.4.). Os resultados foram normalizados em termos de proteina total determinada
recorrendo ao método de Bradford (sec¢do 2.11.2.). Os resultados apresentados correspondem a
média £ S.D. de trés experiéncias independentes, utilizando para todas elas tetraplicados de
culturas para cada condicdo analisada. Os dados foram estatisticamente tratados no programa
GraphPad Prism 5.00, utilizando o método one-way ANOVA, seguido do teste de comparacdes
maltiplas Bonferroni. N&do se observaram diferencas estatisticamente significativas.

AMP
(pmol AMP/pg proteina)

Figura 3.20. Efeito do Cr(VI) nos niveis intracelulares de AMP de células BEAS-2B expostas
a este ido durante 48 h. Para a quantificacdo de AMP utilizou-se o sistema de RP-HPLC
(seccdo 2.11.1.4.). Os resultados foram normalizados em termos de proteina total determinada
recorrendo ao método de Bradford (secgdo 2.11.2.). Os resultados apresentados correspondem a
média + S.D. de trés experiéncias independentes, utilizando para todas elas tetraplicados de
culturas para cada condi¢do analisada. Os dados foram estatisticamente tratados no programa
GraphPad Prism 5.00, utilizando o método one-way ANOVA, seguido do teste de comparagdes
maltiplas Bonferroni. N&o se observaram diferencas estatisticamente significativas.

Todos os estudos descritos na literatura mostraram que a EC e 0s niveis

intracelulares de ATP de células expostas a Cr(VI) tendem a diminuir, enquanto que 0s
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niveis intracelulares de ADP e de AMP tendem a aumentar. No presente trabalho
verificou-se um aumento dos niveis de ADP e AMP, embora nenhuma destas diferencas
tenha sido estatisticamente significativa. Os resultados obtidos neste trabalho mostraram
que as células expostas a Cr(VI) conseguem manter a sua EC e produzir uma quantidade
de energia sob a forma de ATP semelhante a produzida pelas células controlo.

3.2.3.1. Efeito do Cr(VI) nos niveis intracelulares de ATP na presenca

de um inibidor da glicdlise

As culturas utilizadas na determinagdo do efeito do Cr(VI) na producdo de
lactato na presenca de um inibidor da glicélise foram também utilizadas para determinar
o efeito destas condicGes experimentais nos seus niveis intracelulares de ATP.
Surpreendentemente, nas experiéncias iniciais com vista a seleccdo da concentracéo de
2-DG a utilizar, verificou-se que, apesar das diferencas observadas ao nivel da producéo
de lactato (seccdo 3.2.2.1.), os niveis intracelulares de ATP ndo foram afectados. De
facto, o Unico decrescimo observado nas culturas expostas a maior das concentracGes de
2-DG testadas (10 mM), foi muito pequeno e sem qualquer significado estatistico
(Figura 3.21.). As restantes concentracdes, 0,1 e 1 mM de 2-DG, provocaram, pelo
contrario, um aumento nos niveis de ATP, cerca de 9 e 4%, respectivamente, mas,
novamente, sem significado estatistico.

Na presenca de Cr(VI) os niveis intracelulares de ATP também ndo foram
afectados em nenhuma das condicBGes experimentais testadas (Figura 3.22.). Noutro
grupo de experiéncias, quando as células foram incubadas apenas com Cr(VI)
(seccdo 3.2.3.; Figura 3.18.) ou com 2-DG (Figura 3.21.), também ndo se verificaram
alteracdes nos niveis intracelulares de ATP. Estes resultados ndo estdo de acordo com 0s
obtidos num estudo publicado, usando também células BEAS-2B, em que a incubacgéo
com 0,1 mM de 2-DG e 1 uM de Cr(VI) durante 1 h provocou um decréscimo bastante
acentuado nos niveis de ATP [73].

Os resultados obtidos no presente trabalho levantam a hipotese de que, na
impossibilidade de obter energia a partir da oxidacdo de glucose, as células passam a
obté-la através da oxidacdo de moléculas combustiveis alternativas, tal como a
glutamina. Infelizmente, o periodo de monitorizacdo utilizado neste trabalho ndo foi

suficiente para que fosse possivel determinar o consumo de glutamina por estas células.
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Figura 3.21. Efeito da 2-DG nos niveis intracelulares de ATP de células BEAS-2B expostas a
este composto durante 4 h. Para a quantificacdo de ATP utilizou-se o sistema de RP-HPLC
(seccdo 2.11.1.4.). Os resultados foram normalizados em termos de proteina total determinada
recorrendo ao método de Bradford (sec¢do 2.11.2.). Os resultados apresentados correspondem a
média £ S.D. de trés experiéncias independentes, utilizando para todas elas tetraplicados de
culturas para cada condicdo analisada. Os dados foram estatisticamente tratados no programa
GraphPad Prism 5.00, utilizando o método one-way ANOVA, seguido do teste de comparacdes
maltiplas Dunnett. Nao se observaram diferencas estatisticamente significativas.

801

Figura 3.22. Efeito do Cr(VI) nos niveis intracelulares de ATP em células BEAS-2B expostas
a este ido sob condigOes basais e condi¢cBes em que a glicolise foi inibida. Para a quantificacdo
de ATP utilizou-se o sistema de RP-HPLC (sec¢do 2.11.1.4.). Os resultados foram
normalizados em termos de proteina total determinada recorrendo ao método de Bradford
(seccdo 2.11.2.). Os resultados apresentados correspondem & média + S.D. de trés experiéncias
independentes, utilizando para todas elas tetraplicados de culturas para cada condicao
analisada. Os dados foram estatisticamente tratados no programa GraphPad Prism 5.00,
utilizando o método one-way ANOVA, seguido do teste de comparagdes multiplas Bonferroni.
Né&o se observaram diferencas estatisticamente significativas.
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3.2.4. Impacto de uma exposicdo de longa duracdo a Cr(VI) no

consumo de glucose

Tendo os resultados por nds obtidos sugerido que culturas expostas durante 48 h
a Cr(VI) sdo mais dependentes da fermentacdo lactica do que as celulas normais das
quais derivaram (seccdo 3.2.2.), optou-se por verificar se este impacto seria
intensificado por exposi¢coes mais longas. O impacto de uma exposicdo de longa
duracdo a 0,1 e 2 uM de Cr(VI) no consumo de glucose por células da linha celular
BEAS-2B esta sumariado na Figura 3.23. Este consumo foi monitorizado ao longo de
seis passagens.
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Figura 3.23. Efeito do Cr(VI) no consumo de glucose por culturas de células BEAS-2B
expostas a este ido ao longo de seis passagens. Para a quantificacdo de glucose no meio de
cultura utilizou-se o kit Glucose RTU (seccdo 2.11.1.1.). Os resultados foram normalizados em
termos de proteina total recorrendo ao método de Bradford (sec¢do 2.11.2.). Os resultados
apresentados correspondem a média + S.D. de tetraplicados de culturas.

Ambas as concentracdes testadas provocaram um efeito estimulatério no
consumo de glucose, embora este estimulo ndo tenha sido visivel na primeira passagem
analisada para a concentracdo de 0,1 uM de Cr(VI) (Figura 3.23.). Ja nas células
expostas a 2 UM de Cr(V1), este efeito foi evidente desde a primeira passagem analisada
(cerca de 4%) e ao longo de todo o tempo de exposicdo (Figura 3.23.). Este efeito ndo
foi, no entanto, intensificado com o aumento do tempo de exposi¢cdo a Cr(V1), tendo-se

observado uma estimulacdo média de cerca de 11%.
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Estes resultados estdo de acordo com os obtidos noutro estudo, realizado no
nosso laboratério, com a mesma linha celular, no qual as culturas foram incubadas com
0,1 e 1 uM de Cr(VI) também ao longo de seis passagens. Neste Gltimo estudo
verificou-se também um efeito estimulatério no consumo de glucose dependente da
concentracdo [72]. Ao contrério do obtido neste trabalho, este efeito foi intensificado
pelo aumento do tempo de exposicédo a Cr(VI) para a concentracdo de 0,1 uM.

3.2.5. Impacto de uma exposicao de longa duracéo a Cr(VI) no estado

energético celular

As culturas utilizadas para determinagdo do efeito de uma exposi¢do de longa
duracdo a Cr(VI) no consumo de glucose foram também utilizadas para determinar o
efeito deste ido no seu estado energético celular, especificamente na sua EC e nos seus
niveis intracelulares de nucledtidos de adenina. A semelhanca dos resultados obtidos
neste trabalho para exposicdes de curta duragdo a Cr(VI1) (seccdo 3.2.3.), observou-se
que, para uma exposicdo de longa duracdo a este ido, a EC tambem néo foi afectada por
nenhuma das concentracOes utilizadas (Figura 3.24.), apesar das diferencas observadas
ao nivel do consumo de glucose (seccdo 3.2.4.). Estes resultados ndo estdo de acordo
com o0s obtidos em estudos anteriores, ja referidos na sec¢do 3.2.3., nos quais se
observou um decréscimo da EC em células expostas a Cr(VI) [66, 74, 76, 86]. Num
destes estudos, realizado no nosso laboratorio, usando também células BEAS-2B
incubadas com 0,1 e 1 uM de Cr(VI) ao longo de seis passagens, observou-se 0 mesmo
impacto na EC [72].

Os niveis intracelulares de ATP sofreram um decréscimo médio de cerca de 11%
nas culturas expostas a 2 UM de Cr(V1). Este efeito é visivel imediatamente na primeira
passagem analisada com um decréscimo de cerca de 7% relativamente as culturas
controlo. J& nas culturas expostas a 0,1 uM de Cr(VI), ocorreu uma variacao aleatoria
dos niveis intracelulares de ATP (Figura 3.25.) ao longo do tempo de exposicao.

Relativamente aos niveis intracelulares de ADP e AMP, observou-se,
geralmente, em todas as passagens analisadas, um decréscimo, muito ténue, para ambas

as concentracdes de Cr(V1) utilizadas (Figura 3.26. e 3.27.).
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Figura 3.24. Efeito do Cr(VI1) na carga energética de culturas de células BEAS-2B expostas a
este ido ao longo de seis passagens. A carga energética foi calculada de acordo com a equacao
de Atkinson (equagdo 1.2). Os resultados foram normalizados em termos de proteina total
recorrendo ao método de Bradford (seccdo 2.11.2.). Os resultados apresentados correspondem a
média + S.D. de tetraplicados de culturas.

De acordo com estudos anteriores, ja referidos na seccao 3.2.3., existe tendéncia
para que nas culturas expostas a Cr(V1) os niveis intracelulares de ATP diminuam, e os
niveis intracelulares de ADP e de AMP aumentem relativamente aos das culturas
controlo. Porém, nestes estudos, o0 modelo e regime de exposicdo sdo diferentes dos
usados neste trabalho [74, 76, 79, 83, 85-88, 135], o que dificulta a comparacdo dos
resultados. Apenas em dois destes estudos foram também utilizadas células BEAS-2B
[72, 73], tendo-se verificado 0 mesmo impacto nos parametros referidos.

No presente trabalho, ndo se verificou um aumento dos niveis intracelulares de
ADP e AMP nas células expostas a Cr(VI). Os resultados obtidos neste estudo
mostraram que, apesar dos niveis intracelulares de ATP sofrerem um decréscimo, as
células expostas a este ido conseguem manter a sua EC inalterada. Além disso,
verificou-se que estas alteracfes ndo sdo intensificadas pelo aumento do tempo de
exposicdo a Cr(VI).
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Figura 3.25. Efeito do Cr(VI) nos niveis intracelulares de ATP de culturas de células BEAS-2B
expostas a este ido ao longo de seis passagens. Para a quantificacdo de ATP utilizou-se o
sistema de RP-HPLC (seccdo 2.11.1.4.). Os resultados foram normalizados em termos de
proteina total recorrendo ao método de Bradford (seccdo 2.11.2.). Os resultados apresentados
correspondem a média + S.D. de tetraplicados de culturas.
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Figura 3.26. Efeito do Cr(VI) nos niveis intracelulares de ADP de culturas de células
BEAS-2B expostas a este id0 ao longo de seis passagens. Para a quantificacdo de ADP
utilizou-se o sistema de RP-HPLC (seccdo 2.11.1.4.). Os resultados foram normalizados em
termos de proteina total recorrendo ao método de Bradford (seccdo 2.11.2.). Os resultados
apresentados correspondem a média + S.D. de tetraplicados de culturas.
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Figura 3.27. Efeito do Cr(VI) nos niveis intracelulares de AMP de culturas de células
BEAS-2B expostas a este ido ao longo de seis passagens. Para a quantificacdo de AMP
utilizou-se o sistema de RP-HPLC (sec¢do 2.11.1.4.). Os resultados foram normalizados em
termos de proteina total recorrendo ao método de Bradford (seccdo 2.11.2.). Os resultados
apresentados correspondem a média + S.D. de tetraplicados de culturas.
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A descoberta da ocorréncia de uma reprogramacdo do metabolismo
bioenergético durante o processo carcinogénico abriu um leque de possibilidades
relativamente ao diagndstico e desenvolvimento de novas terapias. Apesar dos varios
esforgos feitos no sentido de verificar se esta alteracdo se observa em células expostas a
Cr(VI), um reconhecido agente cancerigeno pulmonar, os resultados obtidos ainda ndo
sdo conclusivos. No sentido de complementar, ainda que parcialmente, a informacéo ja
reunida, estudamos o efeito do Cr(VI) no metabolismo energético de um modelo
experimental do seu principal alvo in vivo, i.e., uma linha celular de células do epitélio
brénquico humano.

A linha celular utilizada foi a BEAS-2B, uma linha estabelecida a partir de
células normais do epitélio bronquico humano que, embora, tenha sido transformada
com um virus hibrido [106], retém a maioria das caracteristicas das células NHBE
(seccdo 1.4.1.2.).

Apesar das células BEAS-2B necessitarem de crescer sobre uma superficie
revestida com componentes da matriz extracelular, o tempo de duplicacdo destas ndo foi
alterado quando crescidas sobre superficies ndo revestidas. Pelo contrario, a morfologia
foi visivelmente alterada. Alteragdes morfologicas foram também observadas entre
culturas em passagens significativamente diferentes. Especificamente, com o aumento
da idade de cultura as células perderam a sua tipica forma de diamante, tornaram-se
maiores e 0 crisscrossing tornou-se mais frequente. Verificou-se ainda que culturas de
passagem mais elevada tém uma taxa de crescimento superior as de passagem mais
baixa, mas em termos do consumo de glucose e da producdo de lactato ndo se
verificaram alteracdes.

Este estudo demonstrou que a exposi¢do a concentragdes pouco citotdxicas de
Cr(VI) provoca alteracGes em alguns parametros do metabolismo energético de células
BEAS-2B, especificamente, no consumo de glucose, na producéo de lactato e nos niveis
de ATP. Pelo contrario, a carga energética e os niveis de ADP e AMP nao foram
afectados significativamente pela exposicdo a este ido.

A exposicdo a Cr(VI) na presenca de um inibidor da glicélise, a 2-DG, provocou
um decréscimo acentuado na producao de lactato, mas os niveis de ATP permaneceram
inalterados. Estes resultados levantam a hipotese de que, quando impedidas de
metabolizar glucose, as células expostas a Cr(V1) passem a obter uma maior fraccdo de
energia da metabolizacdo de moléculas combustiveis alternativas, como por exemplo a

glutamina. Este aspecto devera ser estudado em futuros trabalhos de modo a
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compreender o modo pelo qual as células mantém os seus niveis intracelulares de ATP
inalterados na presenca de um inibidor da glicdlise.

E fundamental a realizacio de mais estudos para estabelecer definitivamente as
alteracbes metabolicas promovidas pela exposicdo a Cr(VI). Para este fim, a utilizacao
de modelos relevantes e concentra¢cdes pouco citotoxicas, tal como neste trabalho, é
essencial. Para complementar os resultados obtidos neste e em outros estudos anteriores,
deverdo ser avaliados outros parametros bioenergéticos tais como o consumo de
oxigénio e de glutamina, usando um regime de exposicdo a Cr(VI) e modelo
semelhantes aos usados no presente trabalho. Apenas com os resultados de todos estes
estudos poderd vir a ser possivel obter uma melhor compreensdo do papel do

metabolismo energético na carcinogénese induzida pelo Cr(VI).
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