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“Madame Curie, a vilva do ilustre sabio tdo tragicamente morto, inicia o seu curso na Sorbonne
5 de novembro uma e meia da tarde. Madame Curie expora a teoria dos ions nos gases, e tratara
da radioatividade (...) falara num “anfiteatro de curso”. Ora, esses anfiteatros contém vinte e
cinco lugares mais ou menos, na maior parte ocupada por estudantes. O publico e a imprensa,
que também possui direitos, terdo que contentar-se com uns vinte lugares no maximo! Em vista
dessa circunstancia, o que € Unica na vida da Sorbonne, ndo seria possivel torcer o regulamento

e por a disposicdo de Madame Curie, para a sua primeira aula, um anfiteatro grande? ”

Eve Curie, 1949. (PUGLIESE, 2009).



RESUMO

de OLIVEIRA, J ldentificacdo de alteragdes bioquimicas em células epiteliais bronquiais
humanas normais expostas a fumarato. 2020. 143f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, 2020.

A reprogramacdo metabolica de células do cancer é apontada como uma caracteristica essencial
para o desenvolvimento da doenca (cancer hallmark). Estudos mostram que mutac¢des na enzima
fumarato hidratase levam ao aumento da concentragéo intra e extracelular de fumarato, o que
ocorre paralelamente a inducdo da transformacdo maligna. Neste trabalho, a fim de entender se o
excesso de fumarato extracelular pode propiciar a transformacdo de células normais, foram
quantificados alguns endpoints relacionados aos efeitos do fumarato e a transformacdo maligna,
além de alteracdes metabdlicas em células imortalizadas de epitélio bronquico humano normal
(BEAS-2B) expostas ao fumarato. Uma vez que fumarato nas concentragdes de 0,1 a 10 mM ao
longo de 144 h nao foi citotoxico, foram selecionadas as concentracfes de 1 mM, 5 mM e 10 mM
para as incubacdes. Fumarato induziu a formacéo de coldnias em soft-agar apds o periodo de sete
dias (168 h) de exposicdo, o que indica a inducdo de transformacdo celular. Fumarato é um
oncometabdlito que inibe enzimas que dependem de a-cetoglutarato como co-substrato, dentre as
quais as enzimas ten eleven translocation (TET) que catalisam a formacdo de 5-
hidroximetilcitosina (5-hmC) a partir de 5-metilcitosina (5-mC), o primeiro passo da sequéncia
de reacOes que levam a desmetilacdo do DNA. Os niveis totais de 5-hmC estavam diminuidos no
DNA das células expostas. Colbnias retiradas do soft-agar (controle, 1, 5 e 10 mM de fumarato)
foram cultivadas e, apos 90 dias em cultura, as células foram submetidas ao ensaio de invaséao e
migracdo em camara de Boyden (transwell), tendo sido observada maior capacidade de
migracao/invasdo das células anteriormente expostas ao fumarato. Foi observada inducdo de
estresse redox nas células expostas ao fumarato. A partir da quantificacdo de metabolitos
intracelulares por HPLC-ESI-MS/MS e HPLC-ESI-Q-TOF, verificamos que as células BEAS-2B
absorveram o fumarato adicionado ao meio de cultura, o qual foi convertido intracelularmente a
malato, aspartato, argininosuccinato, citrato, succinato e glutamato. O oncometabolito 2-L-
hidroxiglutarato foi detectado em niveis aumentados nas células expostas a fumarato, assim como
adenosina, enquanto que NAD* e NADP* apareceram diminuidos. As alteracdes metabdlicas na
presenca de fumarato contribuiram para a manutencdo do balanco energético das células, ou
mesmo para um saldo positivo de energia. A exposicdo das células a [**Cs]fumarato permitiu a
andlise do fluxo inicial do fumarato absorvido pelas células. A partir dessa analise verificamos
que o fumarato absorvido entra no ciclo de Krebs, gerando malato, que é em grande parte
desviado para reacfes externas ao ciclo, como a geracdo de aspartato e argininosuccinato. Citrato
proveniente das reacdes de [**C4]fumarato no ciclo de Krebs foi detectado em niveis inferiores
aos enddgenos. O uso de [**C4]fumarato permitiu a visualizacdo da geracdo de [**Ca]succinato,
que tem como possivel fonte a atividade reversa da succinato desidrogenase. Verificamos
também a geracdo de [*3Cs]glutamato. Supde-se que as alteracdes metabolicas induzidas pelo



fumarato absorvido pelas células BEAS-2B contribuam para a modulacdo da expressdo de genes
e da atividade de proteinas que favorecem o processo tumorigénico.

Palavras-chave: oncometabdlito, fumarato, transformacéo celular, epigenética, metabolismo



ABSTRACT

de OLIVEIRA, J Identification of biochemical changes in normal human bronchial epitelial
cells exposed to fumarate. 2020. 143f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, 2020.

The metabolic reprogramming of cancer cells is identified as an essential feature for the
development of the disease (a cancer hallmark). Studies show that mutations in the enzyme
fumarate hydratase lead to increased intra- and extracellular fumarate concentration, which
occurs in parallel with the induction of malignant transformation. In this work, in order to
understand if excess extracellular fumarate can lead to the transformation of normal cells, some
endpoints related to the effects of fumarate and malignant transformation were quantified, as well
as metabolic alterations in the immortalized normal human bronchial epithelial cell line BEAS-
2B exposed to fumarate. Since fumarate at concentrations from 0.1 to 10 mM over 144 h was not
cytotoxic, the concentrations of 1 mM, 5 mM and 10 mM were selected for incubations.
Fumarate induced colony formation in soft agar after the seven day (168 h) exposure period,
which indicates the induction of cell transformation. Fumarate is an oncometabolite that inhibits
a-ketoglutarate-dependent enzymes, among which are ten eleven translocation (TET) enzymes
that catalyze the formation of 5-hydroxymethylcytosine (5-hmC) from 5-methylcytosine (5-mC),
the first step in the sequence of reactions leading to DNA demethylation. Total 5-hmC levels
were decreased in the DNA of exposed cells. Colonies removed from the soft-agar (control, 1, 5
and 10 mM fumarate) were cultured and after 90 days in culture the cells were subjected to the
Boyden chamber (transwell) invasion and migration assay, and a greater capacity for
migration/invasion of cells previously exposed to fumarate was observed. Redox stress induction
was observed in cells exposed to fumarate. From the quantification of intracellular metabolites by
HPLC-ESI-MS/MS and HPLC-ESI-Q-TOF, we found that BEAS-2B cells absorbed the fumarate
added to the culture medium, which was intracellularly converted to malate, aspartate,
argininosuccinate, citrate, succinate and glutamate. The oncometabolite 2-L-hydroxyglutarate
was detected at increased levels in cells exposed to fumarate, as well as adenosine, while NAD™*
and NADP* appeared decreased. Metabolic changes in the presence of fumarate contributed to
the maintenance of the energy balance of the cells, or even to a positive energy balance. Exposure
of cells to [**Cs]fumarate allowed the analysis of the initial flow of the fumarate absorbed by the
cells. From this analysis we found that the absorbed fumarate entered the Krebs cycle, generating
malate, which was largely diverted to reactions outside the cycle, such as the generation of
aspartate and argininosuccinate. Citrate from the reactions of [**C,]fumarate in the Krebs cycle
was detected at levels lower than endogenous. The use of [*3C4]fumarate allowed the detection of
[13C4]succinate, which has as its possible source the reverse activity of succinate dehydrogenase.
We also observed the generation of [*3Cs]glutamate. The metabolic changes induced by the
absorbed fumarate are supposed to contribute to the modulation of gene expression and protein
activity that favor the tumorigenic process.

Keywords: oncometabolite, fumarate, cell transformation, epigenetics, metabolism.
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0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001; N = 4 ou 5.

Tempo de duplicacdo da populacdo de células (PDT, média + desvio
padrdo) calculado para o periodo de crescimento exponencial (72 a 120
h).

Analise do ciclo de células BEAS-2B expostas a fumarato (1, 5 e 10 mM)
por 24, 72, 96 e 144 h (N=4). As fases do ciclo celular (subG0, GO/G1, S
e G2/M) e as porcentagens de células em cada fase estdo apresentadas. *p
< 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, **** p < 0.0001 em relacdo ao
controle, ANOVA com teste de compara¢Ges multiplas de Dunnett.

A. Imagens de microscopia para visualizacdo das colbnias crescidas no
soft agar. B. Contagem de colonias em meio semissolido soft-agar apos
168 h de exposicdo das células BEAS-2B a diferentes concentracdes de
fumarato, e do grupo controle (N = 5). ANOVA com teste de
comparagdes multiplas de Sidak, *p < 0.05, ****p < 0.0001.

A. Coldnias removidas do soft-agar e que foram, na sequéncia, mantidas
por 90 dias em cultura, com repiques realizados ao atingirem a
confluéncia. B. Esquema do desenho experimental para os ensaios de
transformacdo e invasdo de células BEAS-2B. Col6nias crescidas no meio
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tripsinizagdo ao atingirem 80% de confluéncia. Para o ensaio de transwell, essas
células foram tripsinizadas e plaqueadas para a cdmara de Boyden. C. Andlise
da invasdo em camara de Boyden (transwell) das células das colénias
apos 90 dias em cultura. As exposicdes ao fumarato ocorreram por 168 h
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(PDT) das células obtidas a partir das col6nias, apds 90 dias em cultura.
Asteriscos indicam a significancia das diferengas entre o grupo exposto ao
fumarato e o grupo controle, ANOVA com teste de comparagdes
maltiplas de Sidak, *p < 0,05, **p < 0,01; N = 3 ou 4.

A. Quantificacdo de 5-mC e 5-hmC no DNA das células BEAS-2B ap0s
168 h de exposicdo a diferentes concentracGes de fumarato, e do grupo
controle (N = 3 a 5). Os dados foram obtidos como descrito em Material e
Métodos. Sem diferencas estatisticas, ANOVA com teste de comparacoes
multiplas de Dunnett. B. Quantificagdo de 5-mC e 5-hmC no DNA das
celulas BEAS-2B que permaneceram em cultura por 22 dias apds 168 h
de exposicao a diferentes concentracdes de fumarato, e do grupo controle
(N = 3 a 5). Os dados foram obtidos como descrito em Material e
Métodos. *p < 0.05, **p < 0.01, ANOVA com teste de comparacdes
multiplas de Dunnett. C. Quantificacdo de 5-mC e 5-hmC no DNA das
células BEAS-2B que cresceram no soft-agar apos 168 h de exposicdo a
diferentes concentracdes de fumarato, e do grupo controle (N =3 a 5). Os
dados foram obtidos como descrito em Material e Métodos. Sem
diferencas estatisticas, ANOVA com teste de comparacdes multiplas de

Dunnett.

Anélise da geracdo de ROS intracelular em células BEAS-2B expostas
por 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 h a fumarato (1, 5 e 10 mM), grupo
controle, e grupo controle positivo (H202), N = 5. Média * erro padréo,
one-way ANOVA com teste de comparacdes multiplas de Sidak, *P <
0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001 em relacdo ao controle.

Niveis do produto MDA-DNPH no meio de cultura ao longo de 168 h de
exposicdo das células BEAS-2B a 1, 5 e 10 mM de fumarato e no grupo
controle, N = 4 ou 5, média = erro padrdo. Asteriscos indicam a

significancia das diferencas entre 0 grupo exposto ao fumarato e o grupo
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Figura 14 —
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controle em cada tempo, ANOVA com teste de compara¢des multiplas de
Sidak, *p < 0.05, **p < 0.01, ***P < 0,001.

Andlise da taxa de consumo de glicose de células BEAS-2B ap6s 24, 48,
96 e144 horas de incubacdo com diferentes concentragdes de fumarato e
do grupo controle, N=4. Asteriscos indicam a significancia das diferengas
entre 0 grupo exposto ao fumarato e o grupo controle em cada tempo,
ANOVA com teste de comparagdes multiplas de Sidak, *p < 0.05.

Visdo geral dos niveis das moléculas quantificadas nas células BEAS-2B
expostas por 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 ha 1, 5 e 10 mM de fumarato
e grupo controle. S&o apresentadas as meédias ao longo do tempo. Os
maiores niveis em cada linha sdo apresentados na cor vermelha intensa. E
possivel visualizar alteracdes ao longo do tempo para os periodos 48 — 96
he 120 - 168 h.

Niveis de fumarato em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72, 96, 120,
144 e 168 h a 1, 5 e 10 mM de fumarato e grupo controle. Séo
apresentados os niveis ao longo do tempo e, separadamente, 0s niveis em
cada periodo para visualizacdo das alteracGes significativas. Média + erro
padrdo, one-way ANOVA com teste de comparacfes multiplas de Sidak,
*P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001 em relagdo ao

controle.

Niveis de arginina em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72, 96, 120,
144 e 168 h a 1, 5 e 10 mM de fumarato e grupo controle. Séo
apresentados os niveis ao longo do tempo e, separadamente, 0s niveis em
cada periodo para visualizacdo das alteracGes significativas. Média + erro
padrdo, one-way ANOVA com teste de comparagfes multiplas de Sidak,
*P < 0,05 **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001 em relacdo ao

controle.
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Figura 18 —

Figura 19 —

Figura 20 —

Figura 21 —

Niveis de argininosuccinato em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72,
96, 120, 144 e 168 ha 1, 5 e 10 mM de fumarato e grupo controle. Sdo
apresentados os niveis ao longo do tempo e, separadamente, 0s niveis em
cada periodo para visualizagdo das alteragdes significativas. Média + erro
padrdo, one-way ANOVA com teste de comparacGes multiplas de Sidak,
*P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001 em relacdo ao

controle.

Niveis de aspartato em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72, 96, 120,
144 e 168 h a 1, 5 e 10 mM de fumarato e grupo controle. Séo
apresentados os niveis ao longo do tempo e, separadamente, 0s niveis em
cada periodo para visualizacdo das alteracGes significativas. Média * erro
padrdo, one-way ANOVA com teste de comparagfes multiplas de Sidak,
*P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001 em relacdo ao

controle.

Niveis de asparagina em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72, 96,
120, 144 e 168 h a 1, 5 e 10 mM de fumarato e grupo controle. Séo
apresentados os niveis ao longo do tempo e, separadamente, 0s niveis em
cada periodo para visualizacdo das alteracGes significativas. Média + erro
padrdo, one-way ANOVA com teste de comparacfes multiplas de Sidak,
*P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001 em relacdo ao

controle.

Niveis de glutamina em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72, 96,
120, 144 e 168 h a 1, 5 e 10 mM de fumarato e grupo controle. Séo
apresentados os niveis ao longo do tempo e, separadamente, 0s niveis em
cada periodo para visualizacdo das alteracGes significativas. Média + erro
padrdo, one-way ANOVA com teste de compara¢cfes multiplas de Sidak,
*P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001 em relagdo ao
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Figura 22 —

Figura 23 —

Figura 24 —

Figura 25 —

controle.

Niveis de glutamato em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72, 96,
120, 144 e 168 h a 1, 5 e 10 mM de fumarato e grupo controle. Séo
apresentados os niveis ao longo do tempo e, separadamente, 0s niveis em
cada periodo para visualizagdo das alteragdes significativas. Média * erro
padrdo, one-way ANOVA com teste de comparacGes multiplas de Sidak,
*P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001 em relacdo ao

controle.

Razdo glutamina/glutamato em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72,
96, 120, 144 e 168 ha 1, 5 e 10 mM de fumarato e grupo controle. Sdo
apresentados os niveis ao longo do tempo e, separadamente, 0s niveis em
cada periodo para visualizagdo das alteracGes significativas. Média + erro
padrdo, one-way ANOVA com teste de comparagfes multiplas de Sidak,
*P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001 em relagdo ao

controle.

Niveis de malato em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72, 96, 120,
144 e 168 h a 1, 5 e 10 mM de fumarato e grupo controle. Séo
apresentados os niveis ao longo do tempo e, separadamente, 0s niveis em
cada periodo para visualizacdo das alteracGes significativas. Média + erro
padrdo, one-way ANOVA com teste de comparagcfes multiplas de Sidak,
*P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001 em relacdo ao

controle.

Niveis de succinato em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72, 96,
120, 144 e 168 h a 1, 5 e 10 mM de fumarato e grupo controle. Séo
apresentados os niveis ao longo do tempo e, separadamente, 0s niveis em
cada periodo para visualizacdo das alteracGes significativas. Média + erro

padrdo, one-way ANOVA com teste de comparacGes multiplas de Sidak,
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Figura 26 —

Figura 27 —

Figura 28 —

Figura 29 —

*P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001 em relacdo ao

controle.

Niveis de citrato em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72, 96, 120,
144 e 168 h a 1, 5 e 10 mM de fumarato e grupo controle. Sé&o
apresentados 0s niveis ao longo do tempo e, separadamente, 0s niveis em
cada periodo para visualizagdo das alteragdes significativas. Média + erro
padrdo, one-way ANOVA com teste de comparagfes multiplas de Sidak,
*P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001 em relacdo ao

controle.

Niveis de lactato em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72, 96, 120,
144 e 168 h a 1, 5 e 10 mM de fumarato e grupo controle. Séo
apresentados os niveis ao longo do tempo e, separadamente, 0s niveis em
cada periodo para visualizacdo das alteracGes significativas. Média + erro
padrdo, one-way ANOVA com teste de comparagfes multiplas de Sidak,
*P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001 em relagdo ao

controle.

Niveis de 2-L-hidroxiglutarato em células BEAS-2B expostas por 24, 48,
72, 96, 120, 144 e 168 h a 1, 5 e 10 mM de fumarato e grupo controle.
Sé&o apresentados os niveis ao longo do tempo e, separadamente, 0s niveis
em cada periodo para visualizacdo das alteracdes significativas. Média *
erro padrdo, one-way ANOVA com teste de comparagfes multiplas de
Sidak, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001 em relacdo

ao controle.

Niveis de NAD" em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72, 96, 120,
144 e 168 h a 1, 5 e 10 mM de fumarato e grupo controle. Séo
apresentados 0s niveis ao longo do tempo e, separadamente, 0s niveis em

cada periodo para visualizacdo das alteragdes significativas. Média + erro
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Figura 30 —

Figura 31 —

Figura 32 —

Figura 33 —

padrdo, one-way ANOVA com teste de comparaces multiplas de Sidak,
*P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001 em relacdo ao

controle.

Niveis de NADP* em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72, 96, 120,
144 e 168 h a 1, 5 e 10 mM de fumarato e grupo controle. Sé&o
apresentados 0s niveis ao longo do tempo e, separadamente, 0s niveis em
cada periodo para visualizacdo das alteraces significativas. Média + erro
padrdo, one-way ANOVA com teste de comparacGes multiplas de Sidak,
*P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001 em relacdo ao

controle.

Niveis de adenosina em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72, 96,
120, 144 e 168 h a 1, 5 e 10 mM de fumarato e grupo controle. Séo
apresentados os niveis ao longo do tempo e, separadamente, 0s niveis em
cada periodo para visualizacdo das alteracGes significativas. Média * erro
padrdo, one-way ANOVA com teste de comparacfes maltiplas de Sidak,
*P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001 em relagdo ao

controle.

Niveis de AMP em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72, 96, 120,
144 e 168 h a 1, 5 e 10 mM de fumarato e grupo controle. Séo
apresentados os niveis ao longo do tempo e, separadamente, 0s niveis em
cada periodo para visualizacdo das alteracGes significativas. Média + erro
padrdo, one-way ANOVA com teste de comparacfes multiplas de Sidak,
*P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001 em relacdo ao

controle.

Niveis de ADP em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72, 96, 120,
144 e 168 h a 1, 5 e 10 mM de fumarato e grupo controle. S&o

apresentados os niveis ao longo do tempo e, separadamente, 0s niveis em
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Figura 34 —

Figura 35 —

Figura 36 —

Figura 37 —

cada periodo para visualizagdo das alteragdes significativas. Média * erro
padrdo, one-way ANOVA com teste de comparacGes multiplas de Sidak,
*P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001 em relacdo ao

controle.

Niveis de ATP em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72, 96, 120, 144
e168 hal,5e 10 mM de fumarato e grupo controle. Sdo apresentados 0s
niveis ao longo do tempo e, separadamente, 0s niveis em cada periodo
para visualizacdo das alterac@es significativas. Média + erro padrédo, one-
way ANOVA com teste de comparacdes multiplas de Sidak, *P < 0,05,
**p < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001 em relacéo ao controle.

Razdo ATP/AMP em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72, 96, 120,
144 e 168 h a 1, 5 e 10 mM de fumarato e grupo controle. Séo
apresentados os niveis ao longo do tempo e, separadamente, 0s niveis em
cada periodo para visualizacdo das alteracGes significativas. Média * erro
padrdo, one-way ANOVA com teste de comparacfes multiplas de Sidak,
*P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001 em relagdo ao

controle.

Razdo ATP/ADP em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72, 96, 120,
144 e 168 h a 1, 5 e 10 mM de fumarato e grupo controle. Séo
apresentados os niveis ao longo do tempo e, separadamente, 0s niveis em
cada periodo para visualizacdo das alteracGes significativas. Média * erro
padrdo, one-way ANOVA com teste de comparacfes multiplas de Sidak,
*P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001 em relacdo ao

controle.

Destinos metabdlicos da glutamina (Figura retirada de Altman et al.,
2016) (ALTMAN; STINE; DANG, 2016).
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Figura 38 —

Figura 39 —

Figura 40 —

Figura 41 —

Figura 42 —

Figura 43 —

Shuttle malato-aspartato (Figura retirada de French (2015) (FRENCH,
2015).

Via interconectada do metabolismo dos aminoacidos ndo essenciais.
Glutamina e glutamato tém papel central e podem ser usados para a
sintese de outros aminodcidos ndo essenciais. Glutamato pode ser
utilizado para gerar alanina, aspartato, serina e prolina. Aspartato gera
asparagina e arginina (CHOI; COLOFF, 2019).

Aminoacidos e processos celulares dos quais participam. (CHOI;
COLOFF, 2019).

Niveis de [**Cs]fumarato e fumarato endogeno em células BEAS-2B
expostas por 3, 24, 48, 72, 96 e 120 h a 5 mM de [*3C,]fumarato e grupo
controle. Sdo apresentados os niveis ao longo do tempo e, separadamente,
0s niveis em cada periodo para visualizacdo das alteragdes significativas.
Média + erro padrdo, one-way ANOVA com teste de comparacdes
multiplas de Sidak, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001

em relagéo ao controle.

Niveis de [**Cs]malato e malato endégeno em células BEAS-2B expostas
por 3, 24, 48, 72, 96 e 120 h a 5 mM de [**C4]fumarato e grupo controle.
Sé&o apresentados 0s niveis ao longo do tempo e, separadamente, 0s niveis
em cada periodo para visualizacdo das alteracdes significativas. Média *
erro padrdo, one-way ANOVA com teste de compara¢bes multiplas de
Sidak, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001 em relacdo

ao controle.

Niveis de citrato enddgeno (painel superior) e ['Ci]citrato (painel
inferior) em células BEAS-2B expostas por 3, 24, 48, 72, 96 e 120 ha 5
mM de [**C4]fumarato e grupo controle. Sdo apresentados os niveis ao

longo do tempo e, separadamente, os niveis em cada periodo para
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Figura 44 —

Figura 45 —

Figura 46 —

Figura 47 —

visualizagdo das alteracdes significativas. Média + erro padréo, teste t ndo
pareado, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < (0,001, ****P < 0,0001 em relacdo

ao controle.

Niveis de aspartato enddgeno (painel superior) e [**Cs]aspartato (painel
inferior) em células BEAS-2B expostas por 3, 24, 48, 72,96 e 120 ha 5
mM de [**C4]Jfumarato e grupo controle. Sdo apresentados os niveis ao
longo do tempo e, separadamente, 0s niveis em cada periodo para
visualizagdo das alteracdes significativas. Média + erro padréo, teste t ndo
pareado, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001 em relagéo

ao controle.

Niveis de succinato endogeno (painel superior) e [**C4]succinato (painel
inferior) em células BEAS-2B expostas por 3, 24, 48, 72, 96 e 120 ha 5
mM de [**C4]fumarato e grupo controle. Sdo apresentados 0s niveis ao
longo do tempo e, separadamente, os niveis em cada periodo para
visualizacdo das alteracGes significativas. Média + erro padrdo, teste t ndo
pareado, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < (0,001, ****P < 0,0001 em relacéo

ao controle.

Niveis de [*Ca]argininosuccinato e argininosuccinato enddgeno em
células BEAS-2B expostas por 3, 24, 48, 72, 96 e 120 h a 5 mM de
[*3C4]fumarato e grupo controle. S&o apresentados os niveis ao longo do
tempo e, separadamente, os niveis em cada periodo para visualizacdo das
alteracdes significativas. Média + erro padrdo, one-way ANOVA com
teste de comparacdes multiplas de Sidak, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P <

0,001, ****P < 0,0001 em relacdo ao controle.

Niveis de glutamato endégeno (painel superior) e [**Cs]glutamato (painel
inferior) em células BEAS-2B expostas por 3, 24, 48, 72, 96 e 120 ha 5

mM de [**Cs]fumarato e grupo controle. Sdo apresentados os niveis ao
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Figura 48 —

Figura 49 —

Figura 50 —

Figura 51 —

Figura 52 —

longo do tempo e, separadamente, 0s niveis em cada periodo para
visualizagdo das alterac@es significativas. Média + erro padréo, teste t ndo
pareado, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001 em relagéo

ao controle.

Cromatogramas sobrepostos dos isétopos do fumarato (m/z 115.0041),
[**Cs]fumarato (m/z 118.0142) e [*3Cs]fumarato (m/z 119.00173) em
amostra do grupo exposto ao [**C4]fumarato por 120 h.

Cromatogramas obtidos por HPLC-Q-TOF dos metabdlitos analisados,
apresentando os ions extraidos das amostras de controle de qualidade puro
(vermelho) e amostra de controle de qualidade apos a adi¢do do padréo do

metabdlito correspondente (azul).

Areas relativas (metabdlito/padrdo interno) do fumarato end6geno no
controle (cinza), fumarato enddgeno nas células expostas a [**C4]fumarato
(preto), [*Cs]fumarato (azul claro) e [**C4]fumarato (azul escuro) nas
células expostas a [*3C4]fumarato. Média + erro padrdo, one-way ANOVA
com teste de comparacdes multiplas de Sidak, *P < 0,05, **P < 0,01,
***p < 0,001, ****P < 0,0001 em relacdo ao controle; *P < 0,05, *#P <
0,01, *P < 0,001, *#*P < 0,0001 em relacdo ao grupo fumarato nio

marcado.

Areas relativas (metabdlito/padrdo interno) do malato enddgeno no
controle (cinza), malato endégeno nas células expostas a [**Cs]Jfumarato
(preto), [**Cs]malato (azul claro) e [**Cs]malato (azul escuro) nas células
expostas a [*3Cs]fumarato. Média + erro padrdo, one-way ANOVA com
teste de comparacdes multiplas de Sidak, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P <
0,001, ****P < 0,0001 em relagdo ao controle; *P < 0,05, #P < 0,01, **P
< 0,001, #*#P < 0,0001 em relagdo ao grupo malato ndo marcado

Areas relativas (metab6lito/padrdo interno) do glutamato endégeno no
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controle (cinza), glutamato enddgeno (preto) e [**Cs]glutamato (azul) nas
células expostas a [**C4]fumarato. Média + erro padrdo, one-way ANOVA
com teste de comparacbes multiplas de Sidak, *P < 0,05, **P < 0,01,
***p < (0,001, ****P < 0,0001 em relagéo ao controle.

Figura 53— Areas relativas (metabdlito/padrdo interno) do aspartato endégeno no 126
controle (cinza), aspartato endogeno (preto) e [*3Ca]aspartato (azul) nas
células expostas a [**C4]fumarato. Média + erro padrdo, one-way ANOVA
com teste de comparacbes multiplas de Sidak, *P < 0,05, **P < 0,01,

***p < 0,001, ****P < 0,0001 em relacdo ao controle; *P < 0,05, #P <
0,01, *P < 0,001, ¥*#P < 0,0001 em relacdo ao grupo aspartato nio

marcado.
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1. INTRODUCAO

1.1 Apresentacio

O cancer € um problema de salde publica, apesar dos esforcos e avangos para o controle das
multiplas manifestacGes da doenca (TEIXEIRA; FONSECA, 2007). Sabe-se que grande parte dos
casos se deve a fatores ambientais, comportamentais e dieta, tais como tabagismo, sedentarismo,
contatos com carcindgenos ambientais e infec¢Ges, dentre outros (GOLEMIS et al., 2018).

Medidas preventivas, tais como mudancas no estilo de vida, quimioprevencéo, triagem para
diagndstico precoce e terapias voltadas a impedir o crescimento do tumor, sdo importantes
estratégias de combate ao cancer (KRSTIC et al., 2019).

A multicelularidade é caracterizada pela cooperacdo entre células normais para o
desenvolvimento, manutencdo e reproducdo do organismo. As células do céancer desviam este
sistema cooperativo multicelular a seu favor (ATHENA AKTIPIS et al., 2015). O processo de
carcinogénese ocorre em mdaltiplas etapas divididas em trés fases: iniciacdo, promocéo e
progressao. A iniciacdo corresponde a ocorréncia de mutagdes resultantes da exposicao a agentes
mutagénicos, havendo pouca ou nenhuma alteracdo da morfologia e funcao celular ou tecidual,
com proliferacdo normal das células nessa fase. Na promocao, caracteristicas como mutaces em
supressores tumorais e varios outros estimulos conduzem para a formagdo de um tumor nao
maligno, que ainda pode regredir na falta dos estimulos necessarios. Ja na fase de progressédo, o
tumor adquire uma potente capacidade de proliferacdo e invasdo tecidual (VINCENT;
GATENBY, 2008).

Além da célula do cancer favorecer sua replicacdo por meio da inibicdo de supressores de
tumor, ela também adquire outras caracteristicas, tais como a resisténcia a morte, a capacidade de
induzir angiogénese e possibilitar a metastase para outros tecidos (HANAHAN; WEINBERG,
2011). Conhecer os mecanismos pelos quais o cancer se desenvolve € necessario para o
desenvolvimento de novos tratamentos e de estratégias preventivas mais eficazes (BYERS;
RUDIN, 2015).
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1.2 Cancer de pulméo

O céncer de pulmdo, mundialmente, foi responsavel por aproximadamente 2 milhdes de
mortes em 2018 (GLOBOCAN, 2018). No Brasil, em 2018, foram estimados 18.740 novos casos
de cancer de traqueia, brénquios e pulmdes entre homens, e 12.530 entre mulheres (INTITUTO
NACIONAL DE CANCER - INCA, 2018). Sua principal causa é o habito de fumar (30% dos
casos) e a exposicdo secundaria ao tabaco (20 a 50% dos casos) (BIALOUS; SARNA, 2017)
além de exposicOes a diversos carcindgenos ocupacionais e ambientais, tais como asbestos,
arsénio, radodnio, cromo, cadmio e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, dentre outros
(KASSIE et al., 2010). A alta taxa de mortalidade esta relacionada a dificuldade de diagndstico
precoce e ao emprego de tratamentos convencionais aos estagios avancados da doenca, 0 que
demanda o desenvolvimento de terapias mais efetivas (DAMIANI et al., 2008; SCRIMA et al.,
2012).

Sabe-se que aproximadamente 95% dos canceres de pulmdo podem ser categorizados entre
cancer de pulméo de células pequenas (SCLC, do inglés small-cell lung cancer) ou céncer de
pulméo de células ndo pequenas (NSCLC, do inglés non-small-cell lung cancer). Esta distingéo ¢
necessaria para 0 gerenciamento, prognostico e tratamento (NANAVATY; ALVAREZ;
MICHAEL ALBERTS, 2014). SCLC esta localizado na parte mais centralizada do pulmao,
comumente nas vias aéreas maiores, como brénquios primarios e secundarios. E considerado um
tumor agressivo, caracterizado pelo rapido periodo de duplicacdo e metastase precoce, tornando
mais dificil a detec¢do durante os estagios iniciais. JA 0 NSCLC é frequentemente encontrado na
periferia do tecido pulmonar, tornando-o mais acessivel a deteccdo por triagem (NANAVATY;
ALVAREZ; MICHAEL ALBERTS, 2014). Essa classe tumoral pode ser dividida em
adenocarcinoma, carcinoma de células escamosas e carcinoma de células grandes (HUANG et
al., 2014). NSCLC compreende até 80% de todos os canceres pulmonares recem-diagnosticados,
e mais da metade de todos os pacientes (57%) sdo diagnosticados com doenca metastatica (LI et
al., 2019). A triagem é uma pratica importante para possivel deteccdo precoce e diminuicao da
taxa de mortalidade, que pode chegar a 85% quando a detec¢do ocorre em estagio avancado.
Quando detectado em estagio inicial, a taxa de cura para NSCLC apds a resseccdo pode ser
superior a 70%, com sobrevida de 5 anos (NANAVATY; ALVAREZ; MICHAEL ALBERTS,
2014).
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Muito progresso tem sido feito em pesquisas com foco no rastreamento de cancer de pulméo
e terapia de precisdo. A cirurgia é o tratamento recomendado para pacientes com estagio I-11 de
cancer de pulmdo NSCLC. Para pacientes que tenham contra-indicaces médicas a resseccdo
cirrgica ou que recusarem a cirurgia, ¢ recomendado radioterapia. Terapias moleculares
direcionadas para pacientes mais jovens com adenocarcinoma pulmonar, para ndo fumantes e
pacientes com aberracBes genbmicas neoplésicas especificas tém melhor efeito. Para muitos
subgrupos de pacientes com NSCLC, futuramente, terapia combinada (usando terapias
direcionadas ou imunoterapias) poderia ser uma 6tima opc¢do curativa. Novos alvos moleculares
sédo continuamente detectados, levando ao desenvolvimento de novas terapias (HIRSCH et al.,
2017).

1.3 Estudo prévio do grupo de pesquisa

Nosso grupo tem utilizado benzo[a]pireno (B[a]P) como indutor de transformacdo maligna
em celulas epiteliais bronquiais humanas imortalizadas (BEAS-2B). B[a]P é um dos
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS) presentes no processo de combustdo de materiais
organicos, considerado um agente carcinogénico presente na fumaca do cigarro e na poluicdo do
ar (SHRIVASTAVA et al., 2017). Selecionamos as células BEAS-2B para o0 estudo devido a sua
sensibilidade & transformag&o por estimulos carcinogénicos in vitro (XU et al., 2012). E uma
linhagem imortalizada pelo virus SV40, que codifica proteinas ligantes e inativadoras de
proteinas reguladoras do crescimento celular, como p53 e o produto do gene do retinoblastoma
(RB), processo que libera o crescimento das células (LUNDBERG et al., 2002; RAMIREZ et al.,
2004). A linhagem celular imortalizada mantém, no entanto, as caracteristicas das células
progenitoras. E importante constar que a superexpresséo da telomerase humana (hTERT) mantém
as funcBes celulares de pRB e p53 (SHIN et al., 2018). Assim, as células BEAS-2B ndo sdo
tumorigénicas, porém tém a facilidade de se transformar devido a susceptibilidade a mutacGes
(LUNDBERG et al., 2002; RAMIREZ et al., 2004).

A exposicdo das células BEAS-2B ao B[a]P (0,1, 0,5 e 1 uM) ao longo de 168 horas levou a
alteracdes no metabolismo celular, sendo detectado o aumento da concentracdo de intermediarios
do ciclo do acido tricarboxilico (succinato, fumarato, malato) e de produtos da via glicolitica

(piruvato, lactato) ao longo do tempo, além de aumento da taxa de consumo de glicose e aumento
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da concentracdo intracelular de glutamina, glutamato, nicotinamida adenina dinucleotideo
oxidada (NAD", do inglés nicotinamide adenine dinucleotide™), nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH, do inglés nicotinamide adenine dinucleotde phosphate)
e adenosina difosfato (ADP). Além do que, este maquinario alterado pode inibir ou ativar uma
cascata de enzimas que modificam o padrdo de metilacdo do acido desoxirribonucleico (DNA),
levando a alteracGes em marcas epigenéticas que podem facilitar a transformacédo para o fenétipo
maligno (trabalho de pds-doutorado do Dr. Tiago Franco de Oliveira intitulado “Transformagéo
de células epiteliais bronquiais humanas por benzo[a]pireno: processos metabdlicos redox e
metilagdo/desmetilagdo do DNA”, finalizado em 2017).

Observando o aumento dos niveis de intermediarios do ciclo do &cido tricarboxilico (TCA, do
inglés Tricarboxylic acid cycle), principalmente fumarato e succinato, surgiu a hipotese de esses
intermediarios estarem contribuindo para o processo de carcinogénese induzido pelo B[a]P.
Sendo assim, um estudo mais detalhado sobre os efeitos do fumarato em células BEAS-2B,
independentemente da presenca de um carcindgeno como o B[a]P, poderia contribuir para a

obtencdo dessa resposta.

1.4 Efeito Warburg

A mitocondria é a principal fonte de energia para a manutencdo da estrutura, funcdo e
replicacdo celular (SALMINEN et al., 2014). Esta organela possui localizada na sua membrana
interna a cadeia de transporte de elétrons, onde ocorre a fosforilacdo oxidativa geradora de
adenosina trifosfato (ATP). Na matriz mitocondrial e na membrana interna da mitocondria
encontram-se componentes do ciclo do TCA, uma via ciclica de rea¢fes enzimaticas que oxidam
piruvato resultante da glicélise, acidos graxos e aminoacidos, gerando nicotinamida adenina
dinucleotideo reduzida (NADH, do inglés nicotinamide adenine dinucleotide) e flavina adenina
dinucleotideo reduzida (FADH>, do inglés flavin adenine dinucleotide) que entram na cadeia de
transporte de elétrons para a geracdo de ATP (SALMINEN et al., 2014; TROTTA; CHIPUK,
2017). Disfuncdes metabdlicas sdo caracteristicas importantes no processo de tumorigénese,
interferindo em fungdes bioenergéticas, reacbes de biossintese e no equilibrio redox da célula
(BADUR; METALLO, 2018).
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Células ndo proliferantes dos tecidos diferenciados, sob condicdo aerdbica, metabolizam
glicose para di6xido de carbono por meio da oxidacdo de piruvato no TCA, gerando NADH e
FADH, que transferem os elétrons para a cadeia de transporte de elétrons e levam,
consequentemente, a geracdo de ATP. Nesse processo hd minima geracdo de lactato como
produto da via glicolitica. J& sob condicdo anaerdbica, a fosforilagdo oxidativa € inibida e as
celulas passam a produzir altas quantidades de lactato a fim de suprir a necessidade energética na
falta de oxigénio (HEIDEN; CANTLEY; THOMPSON, 2010). E bem estabelecido na literatura
que células tumorais tém um consumo de glicose exacerbado (HEIDEN; CANTLEY;
THOMPSON, 2010; SAN-MILLAN; BROOKS, 2017). Em 1923, Otto Warburg observou em
células do cancer o aumento do consumo de glicose e a formacgdo excessiva de lactato mesmo sob
condicio aerdbica (PAVLOVA; THOMPSON, 2016; SAN-MILLAN; BROOKS, 2017). Este
fenomeno ficou conhecido como “Efeito Warburg” ou “glicolise aerdbica” e foi um dos
primeiros relatos de disfuncdo do metabolismo energético no cancer (HEIDEN; CANTLEY;
THOMPSON, 2010).

1.5 Oncometabdlitos

O ciclo TCA (Figura 1) esta envolvido na oxidacao de diversos nutrientes, tais como glicose,
glutamina e acidos graxos (ANDERSON et al., 2018). Alteraces no metabolismo celular sdo
consideradas de fundamental importancia para o fenétipo do céncer. Um dos mais notaveis
exemplos de conexdo entre metabolismo e cancer é a verificacdo da existéncia de
oncometabdlitos. Oncometabdlitos sdo pequenas moléculas que podem ocorrer em niveis
aumentados no cancer devido a alteracbes de atividades enzimaticas, seja por ocorréncia de
mutacOes ou alteracdes epigenéticas, e que contribuem para o processo carcinogénico. Fumarato,
succinato e 2-hidroxiglutarato (2-HG) sdo moléculas conhecidas como oncometabdlitos
(SHANMUGASUNDARAM et al., 2014). MutacGes nas enzimas succinato desidrogenase
(SDH) e fumarato hidratase (FH) provocam acumulo dos intermediarios succinato e fumarato
(CAIRNS; HARRIS; MAK, 2011; CYR; DOMANN, 2011; SHANMUGASUNDARAM et al.,
2014; LAURENTI; TENNANT, 2016). E descrito que mutacbes em isocitrato desidrogenase 1
(IDH1) com subsequente geracdo de altas concentragdes de 2-HG (5 — 35 mM) sé@o encontradas

em gliomas. Altas concentracGes também séo encontradas em soro de pacientes com leucemia
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mieldide aguda (CAIRNS; HARRIS; MAK, 2011; CYR; DOMANN, 2011). Mutacbes
germinativas no gene da FH levam a uma rara sindrome autossdmica dominante conhecida como
carcinoma de células renais e leiomiomatose hereditaria (HLRCC) (termo em inglés para
Hereditary leiomyomatosis and renal cell carcinoma). Individuos afetados desenvolvem
leiomiomas cutaneos e uterinos (SIEGLER et al., 2018). Além destes, sabe-se que inibi¢cdes das
enzimas SDH, IDH e FH estdo relacionadas a um risco aumentado de desenvolvimento de
tumores, tais como feocromocitoma, paraganglioma, carcinoma gastrico, carcinoma renal, cancer
da tiredide e carcinoma do colon (SELAK et al.,, 2005; FAVIER et al., 2009; LAURENTI;
TENNANT, 2016).
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Figura 1 — Reagdes bioquimicas do ciclo TCA, representacdo adaptada de Anderson e colaboradores
(2018). Reacdes catalisadas por algumas enzimas levam a geracao de nicotinamida adenina dinucleotideo
reduzido (NADH) e flavina adenina dinucleotideo reduzido (FADH,) que transferem os elétrons para a
cadeia de transporte de elétrons, havendo a geracdo de ATP pela fosforilagdo oxidativa. Abreviacdes:
citrato sintase (CS), acetil-CoA carboxilase (ACLY), isocitrato desidrogenase (IDH), a-cetroglutarato
desidrogenase (KGDHC), succinil-CoA sintetase (SCS), succinato desidrogenase (SDH), fumarato
hidratase (FH), malato desidrogenase (MDH), glutamato desidrogenase (GLUD), glutaminase (GLS),
transportador de glicose (GLUT), transportador de acidos graxos (termo em inglés, fatty acid transporter,
FATP) e transportador de sodio acoplado ao aminoacido (SCL38A) (ANDERSON et al., 2018).
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1.6 Alteracbes metabolicas mediadas por fatores de transcri¢éo

Fatores de transcrigdo como HIF-1a (termo em inglés hypoxia-inducible transcription factor-
1a), c-Myc e p53 estdo envolvidos na desregulacdo metabdlica celular (HEIDEN; CANTLEY;
THOMPSON, 2010; SAN-MILLAN; BROOKS, 2017). HIF-1a é um regulador transcricional
que induz a transcricdo de genes em resposta a hipdxia, tais como os genes do fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF) (termo em inglés, vascular endothelial growth fator),
transportadores de glicose (GLUT1) e piruvato desidrogenase quinase 1 (PDK1) (termo em
inglés, pyruvate dehydrogenase kinase 1) necessarios para a sobrevivéncia celular sob hipoxia
(KUO et al., 2016). Sob condi¢do de normoéxia, enzimas prolil hidroxilases (PHDs) hidroxilam
residuos de prolina de HIF-1a, permitindo que a proteina von Hippel-Lindau (pVVHL) se ligue ao
dominio de degradacdo dependente de oxigénio (ODDD) de HIF-a, levando a sua degradacdo via
proteassomo (CHEN et al., 2011; DESIDERI; VEGLIANTE; CIRIOLO, 2015). As PHDs fazem
parte de uma familia de dioxigenases dependentes de a-cetoglutarato (ou 2-oxoglutarato),
oxigénio, Fe(ll) e ascorbato para sua atividade. Assim, sob hipoxia ou na presenca de moléculas
que competem com a-cetoglutarato pelo sitio de ligacdo nas PHDs, tais como succinato, fumarato
e 2-hidroxiglutarato, ha diminuicdo da atividade de PHDs e maior disponibilidade de HIF-1a para
a transcricdo de genes que modulam o metabolismo celular (Figura 2) (YANG et al., 2014;
DESIDERI; VEGLIANTE; CIRIOLO, 2015).

HIFa HIF
2-Oxoglutarato 2-Oxoglutarato

X

Fe? PHDs

co,

Succinato Succinato

OH
HIFo HiFa

pVHL
[ ——
/ Nucm

pP300/CEP o OH
a
i HIFo HIFB UbUb
HRE SE; gene alvo ) Ub
Degradaca
\ Ativacio da atividade 4 cEmasme
transcricional do HIF s HIFo.

Sy

Figura 2 — Representa¢do da regulacdo do fator induzivel por hipdxia (HIFa). Adaptacdo de (YANG
et al., 2014).
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Em células tumorais hd uma super regulacéo de HIF-1a mesmo em situacdo de normoxia, um
processo importante para promover a vascularizacdo e a sobrevivéncia das células (KUO et al.,
2016). Células tumorais possuem uma super expressdo de enzimas da via glicolitica. Estudos
afirmam que transportadores de glicose como GLUT1 e GLUT2 estdo expressos em varios tipos
de cancer, tais como cancer de mama, pulméao, coloretal, prdstata e carcinoma hepatocelular. A
super expressao de GLUT est4 associada ao grau de agressividade tumoral. Além de HIF-1aq,
mutacdes nas proteinas p53 e Myc também resultam na desregulacéo dos transportadores GLUT,
facilitando o consumo de glicose por tumores (SAN-MILLAN; BROOKS, 2017). A
vascularidade tumoral esta altamente associada com a progressdo para metastase (HUI; CHEN,
2015; HIRATA; SAHAI, 2017).

Fumarato e succinato sao capazes de inibir PHDs e, consequentemente, a elevada atividade de
HIF induz a expressdo de genes responsivos a hipoxia mesmo na presenca de concentracfes
normais de oxigénio. Essa alteracdo facilita a angiogénese e metastase, conduzindo para um
cancer mais agressivo (SELAK et al., 2005; KUO et al., 2016). Foi observado aumento dos niveis
de HIF-1la e indugdo dos genes responsivos a hipoxia em tumores contendo mutagdes nas
enzimas FH e SDH e consequente acumulo de fumarato e succinato (FAVIER et al., 2009).
Mutac6es na enzima isocitrato desidrogenase 1 (IDH1) citosdlica e IDH2 mitocondrial fazem
com que essas enzimas passem a consumir NADPH para converter a-cetoglutarato em 2-HG. O
metabolito 2-HG inibe, competitivamente, oxigenases dependentes de a-cetoglutarato, como as
PHDs, resultando também em maior atividade de HIF (CAIRNS; HARRIS; MAK, 2011; CYR;
DOMANN, 2011; LAURENTI; TENNANT, 2016).

1.7 Consequéncias do excesso de fumarato no citoplasma das células

No ciclo da ureia, argininosuccinato é clivado em arginina e fumarato pela enzima
argininosuccinato liase (ASL). Entretanto, o excesso de fumarato no citoplasma pode gerar
argininosuccinato por reagir com arginina pela acdo reversa da enzima ASL. Dessa forma, a
célula comeca a depender do consumo de arginina para a sobrevivéncia e passa a excretar
argininosuccinato. Consequentemente, a expressao e/ou atividade da enzima argininosuccinato
sintetase (ASS) pode diminuir, permitindo que aspartato fique mais disponivel (ZHENG et al.,
2013; SULLIVAN; GUI; VAN DER HEIDEN, 2016). O aumento dos niveis de aspartato leva ao



40

aumento concomitante de sintese de nucleotideos e outros aminoécidos, o que é verificado em
muitos tipos de cancer (Figura 3) (DELAGE et al., 2010; VAZQUEZ et al., 2016).
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Figura 3 — Produtos da reacdo de fumarato com arginina no citoplasma das células. Figura adaptada de
Sullivan e colaboradores (2016) (SULLIVAN; GUI; VAN DER HEIDEN, 2016).

1.8 Oncometabolitos e alteracgdes epigenéticas

A epigenética define padrdes de expressdo génica sem envolver alteracbes na sequéncia de
bases do DNA, padrdes esses que sdo transferidos para geracdes celulares subsequentes
(ETCHEGARAY; MOSTOSLAVSKY, 2016). Marcas epigenéticas controlam a expressao da
informacao contida no DNA e incluem a metilacdo do DNA, modificacbes pos-traducionais de
histonas, e RNAs ndo codificantes. A metilacdo do DNA, quando associada a modificagdes nas
histonas e outras proteinas, desempenha um papel regulatério na manutencdo da estrutura da
cromatina (BENDER, 2004; MAGANA et al., 2008).

No DNA, a base citosina pode ser metilada para 5-metilcitosina (5-mC) pela enzima DNA
metiltransferase (DNMT). A metilacdo do DNA funciona como uma marca repressora da
transcricdo génica (SCHAEFER; HORNICK; BOVEE, 2018). Ha evidéncias de que mais de 60
genes sejam silenciados epigeneticamente em tumores de pulmao, sendo que varios desses genes
fazem parte de vias envolvidas no processo de transformacdo celular. E sugerido que tal

silenciamento ocorra em estagios iniciais da carcinogénese (DAMIANI et al., 2008).
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Sequéncias citosina-fosfato-guanina (CpG) localizadas em ilhas CpG estdo associadas com
acessibilidade de fatores de transcricdo ao DNA e transcricdo génica. As ilhas CpG séo
geralmente encontradas proximas a regides promotoras dos genes, e sua metilagdo relaciona-se
inversamente com a transcricio dos genes por elas regulados (SCOURZIC; MOULY;
BERNARD, 2015). Grande parte das regibes promotoras de genes humanos (mais de 60%)
contém ilhas CpG desmetiladas. Os mecanismos responsaveis pela manutencdo dessas ilhas CpG
desmetiladas ainda é pouco conhecido, podendo haver a participacdo de proteinas Ten-Eleven-
Translocation (TET) metilcitosina hidroxilases (WILLIAMS; CHRISTENSEN; HELIN, 2012).
As proteinas TET pertencem a familia de dioxigenases dependentes de a-cetoglutarato e Fe(ll),
com trés representantes em mamiferos, denominadas TET1, TET2 e TET3. Catalisam a oxidagao
de 5-mC para 5-hidroximetil-citosina (5-hmC), sendo o primeiro passo para a completa reacao de
desmetilacdo do DNA (ITO et al., 2010; WILLIAMS; CHRISTENSEN; HELIN, 2012). Células
tumorais apresentam caracteristicamente uma hipometilacdo global do DNA, acompanhada por
hipermetilagdes focais. Essas alteracGes podem levar a instabilidade gendmica (hipometilacdo) e
silenciamento transcricional de genes supressores de tumor via hipermetilacdo de suas regides
promotoras (DOI et al., 2010; WILLIAMS; CHRISTENSEN; HELIN, 2012).

Estudos sugerem que a hipermetilacdo de regibes promotoras de genes pode ser devida a
perda de atividade das proteinas TET (WILLIAMS; CHRISTENSEN; HELIN, 2012). E
hipotetizado que o acimulo de fumarato e succinato em células mutadas para fumarato hidratase
e succinato desidrogenase leva a inibicdo da hidroxilacdo de 5-mC no DNA (XIAO et al., 2012).
Mutac6es inibidoras das enzimas SDH e FH estdo relacionadas a um risco aumentado do
desenvolvimento de tumores, provavelmente devido a alteracdes de vias de sinalizacdo e da
expressdo de genes pelo acimulo dos oncometabdlitos succinato e fumarato (ZHENG et al.,
2013; VAZQUEZ et al., 2016). E importante considerar que uma vez que as proteinas TET s&o
dependentes de a-cetoglutarato para sua atividade catalitica, pode haver uma relacdo entre
alteracdes no TCA e niveis de 5-mC e 5-hmC no DNA.

1.9 Efeitos do fumarato no balango redox das células

Espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxigen species) sdo resultantes do

metabolismo oxidativo celular, formadas a partir da reducdo parcial da molécula de oxigénio
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(DAYEM et al., 2017; MOLONEY; COTTER, 2018). Grande parte da producdo de ROS ocorre
na cadeia transportadora de elétrons da mitocondria, especialmente nos complexos | e Ill. Dados
indicam que 2% do oxigénio consumido pelas mitocdndrias é reduzido parcialmente para radical
superéxido (HOLZEROVA; PROKISCH, 2015; BERTERO; MAACK, 2018). O controle dos
niveis intracelulares de ROS se d& por meio da acdo de antioxidantes ndo enzimaticos e
enzimaticos, tais como vitaminas C e E, glutationa, catalase e glutationa peroxidase. O
desbalanco entre a geracdo de ROS e a capacidade antioxidante celular caracteriza o estresse
redox e pode levar a danos e alteragcbes da homeostase celular (LOUREIRO; OLIVEIRA;
OLIVEIRA, 2017).

Fumarato ¢ um composto carbonilico o,B-insaturado que reage espontaneamente com
residuos de cisteina em peptideos e proteinas via adicdo de Michael para formar S-2-succinil
cisteina. Esse processo é chamado de succinacdo (FRIZZELL et al., 2009; BARDELLA et al.,
2011; SULLIVAN; GUI; VAN DER HEIDEN, 2016). A glutationa (GSH) é um alvo importante
para a succinacgdo, pois contém cisteina na sua estrutura tripeptidica. A adicdo do carbono B do
fumarato a sulfidrila da cisteina forma um produto conhecido como succinic-GSH ou GSF.
Portanto, o excesso de fumarato nas células impede que GSH exerca sua acdo antioxidante,
favorecendo a ocorréncia de estresse redox. Adicionalmente, a restauracdo de GSH a partir de
GSF consome NADPH, o que tambem diminui a capacidade antioxidante da célula (SULLIVAN;
GUI; VAN DER HEIDEN, 2016). Uma proteina que também pode sofrer succinacdo € a Kelch-
like ECH-associated protein 1 (KEAP1). Essa proteina mantém o fator de transcricdo nomeado
fator nuclear eritroide 2 (Nrf2) no citoplasma. Quando migra para o nacleo, Nrf2 ativa a
transcricdo de genes do sistema antioxidante, incluindo aqueles envolvidos na sintese e utilizacéo
da glutationa. A succinacdo de KEAP1 libera Nrf2, que favorece a transcricdo de genes que
permitem 0 aumento da capacidade antioxidante da célula e sua protecdo contra danos
excessivos. Foi verificado que a diminuicdo dos niveis de Nrf2 compromete a proliferacdo de
células UOK262 deficientes em FH, sugerindo que Nrf2 favorece o balan¢o redox necesséario
para manter a proliferacdo celular na presenca de excesso de fumarato (SULLIVAN; GUI; VAN
DER HEIDEN, 2016).

1.10 Oncometabdlitos no cancer
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Alteracbes de metabdlitos intra e extracelulares podem acompanhar a reprogramagao
metabOlica associada ao cancer. Essas alteragbes influenciam a expressdo génica das células
presentes no microambiente tumoral (HUI; CHEN, 2015; HIRATA; SAHAI, 2017; PAVLOVA,
THOMPSON, 2017). O microambiente tumoral (MT) é composto pela matriz contida na
adjacéncia de células tumorais. Contém vasos sanguineos, células ndo malignas (células
dendriticas derivadas da medula dssea, células tronco / estromais mesenquimais, fibroblastos,
pericitos, células do sistema imune), metabdlitos e moléculas sinalizadoras que estimulam o
crescimento tumoral (MENG; XUE; CHEN, 2018). Influéncias extracelulares determinam
significativamente a evolugdo do tumor. Células cancerosas passam por uma selecdo para
explorar a0 maximo possivel as condigdes microambientais favoraveis e superar as
desfavoraveis. De fato, a composicdo extracelular tem sido usada como preditor de prognostico
clinico (HUI; CHEN, 2015; HIRATA; SAHAI, 2017).

Diversas linhas de pesquisa indicam que, durante a transformacéo, as células epiteliais
cancerigenas adquirem caracteristicas mesenquimais através de um processo denominado
transicdo epitelial-mesenquimal (EMT, do inglés epitelial-mesenchymal transition). Este
processo permite que as células cancerigenas aumentem a capacidade invasiva e migratoria,
permitindo a disseminacdo do tumor e metastase. Existem estudos que relacionam mutacdes em
genes como FH, SDH e IDH com a ativacdo de EMT, interligando este processo com uma
reprogramacao metabolica complexa, orquestrada por fatores de transcricdo que mantém as
exigéncias energéticas de maior mobilidade e o crescimento exponencial mesmo sob condicdes
ambientais adversas (SCIACOVELLI; FREZZA, 2016).

Estudos apontam que metabolitos como fumarato e succinato foram detectados em soro de
criancas saudaveis nas concentracfes médias aproximadas de 20 uM e 8 uM, respectivamente
(NAGASAKA et al., 2017). Entretanto, no meio de cultura de células epiteliais renais de
camundongos deficientes em FH foi observada a concentracao aproximada de 1 mM de fumarato,
enquanto a concentracdo de fumarato intracelular foi de aproximadamente 9 mM. Uma outra
linhagem de células, UOK262, obtida de cancer renal humano deficiente em FH, apresentou uma
concentracdo intracelular aproximada de 7 mM de fumarato (ZHENG et al., 2013).

Na analise metabolémica de tecido de cancer pulmonar humano, fumarato e succinato foram
dois dos metabdlitos encontrados em concentra¢es mais elevadas quando comparado ao tecido

pulmonar normal (KAMI et al., 2013). No caso de células de cancer de pulmdo humano, foi
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verificada menor expressdo da proteina fumarato hidratase em comparacdo com o tecido
pulmonar normal, tendo sido essa deficiéncia sugerida como importante para a fase inicial do
desenvolvimento do cancer pulmonar (MING et al., 2014).

O excesso de fumarato excretado de células com baixa atividade de FH poderia modular vias
de sinalizacdo e a expressdo génica de outras células presentes nesse microambiente, 0 que
poderia favorecer a promocao e progressdo tumoral.

Em geral, a fim de entender alguns efeitos especificos do fumarato em cultura de células, sdo
utilizados derivados do fumarato capazes de atravessar facilmente a membrana plasmatica, como
monometilfumarato (MMF) e dimetilfumarato (DMF) (ZHENG et al., 2015). Entretanto, apesar
de Uteis para alguns objetivos, ésteres do fumarato ndo terdo nas células o mesmo destino e
efeitos do fumarato na forma de dicarboxilato. DMF tem apresentado, inclusive, propriedades
anti-tumorigénicas (KALUZKI et al., 2016).

Células BEAS-2B expressam transportadores de anions organicos (OAT4, OATP1AZ2,
OATP1B3, OATP3AL, OATP4Al1, OATP5A1) (ENDTER et al., 2009) e podem, assim, absorver
fumarato na sua forma ionizada. Transportadores de dicarboxilatos foram detectados na
membrana plasmatica de células da musculatura lisa vascular, cardiomidcitos e células epiteliais
hepaticas, renais e intestinais (FINDER; HARDIN, 1999).

Pouco se sabe sobre os efeitos que a suplementagdo com os oncometabdlitos fumarato e
succinato desencadeia em células normais que ndo apresentam mutacgdes nas enzimas FH e SDH
(WENTZEL et al., 2017). O Unico estudo encontrado nessa linha de investigacao foi realizado em
células de carcinoma hepatocelular humano (HepGz2), tendo sido observada a inducdo de
apoptose, fragmentacdo e hipermetilacio do DNA das células expostas a fumarato (0,1 — 1,5
mM) e succinato (0,5 — 5 mM) por 24 h (WENTZEL et al., 2017). Entender os fatores que
medeiam a acdo tumorigénica dos oncometabdlitos é apontado como importante no estudo do
metabolismo do cancer e podera revelar novos alvos para terapia e quimioprevencdo (VAZQUEZ
et al., 2016).
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2 OBJETIVOS

Investigar o efeito da suplementagdo com fumarato (1, 5 e 10 mM) no metabolismo, estado
redox, em marcas epigenéticas e na transformacdo das células BEAS-2B. Verificar o fluxo do
fumarato ao entrar nas células, por meio da analise de is6topos dos produtos gerados a partir das

reacBes intracelulares de [**C4]fumarato.

2.1 Objetivos Especificos

e Expor células BEAS-2B a fumarato nas concentracdes de 0,1 a 10 mM para avaliacdo da
citotoxicidade ao longo de 168 h de exposicédo. Selecéo de trés concentragdes ndo citotoxicas
para 0s experimentos subsequentes.

e Avaliar a transformacéo celular pelo ensaio da formacdo de colonias em soft-agar apds o
periodo de sete dias (168 h) de exposicdo das células BEAS-2B a trés diferentes
concentracdes de fumarato.

e Avaliar a capacidade de invasao das células das colénias removidas do soft-agar, utilizando o
ensaio em camara de Boyden.

e Avaliar os niveis de 5-mC e 5-hmC no DNA das células apds 168 h de exposi¢cdo a fumarato
e no DNA das células obtidas ap0s crescimento em soft-agar.

e Avaliar a inducéo do estresse redox celular na exposicao ao fumarato (1 a 10mM) ao longo de
7 dias.

e Avaliar a taxa de consumo de glicose.

e Quantificar ATP, ADP, AMP, NAD*, NADP*, adenosina, lactato, succinato, fumarato,
malato, glutamina, glutamato, citrato, aspartato, asparagina, argininosuccinato, arginina e 2-
L-hidroxiglutarato intracelular por HPLC-ESI-MS/MS.

e Expor as células BEAS-2B a [**C4]fumarato em concentragdo ndo citotoxica e coletar as
amostras em 3 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120 h para analise dos is6topos de intermediarios do
ciclo de Krebs a fim de verificar se ha inducdo da atividade reversa da succinato
desidrogenase, com geragdo de [3Ci]succinato a partir da reducdo de [*3Cs]fumarato.

Verificar o fluxo do [**C4]fumarato no ciclo de Krebs e em parte do ciclo da ureia.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Equipamentos

3.1.1 Equipamentos bésicos

Os equipamentos basicos utilizados para a realizacdo dos procedimentos experimentais foram
0s seguintes: Microcentrifuga modelo Mikro 120 (marca Hettich, Alemanha), incubadora com
controle de temperatura e agitacdo modelo Vortemp56 (marca Labnet, EUA), banho maria
modelo 245 (marca Cientec, Belo Horizonte, Brasil), agitador de tubos modelo 251 (marca
Fanem, Séo Paulo, Brasil), centrifuga modelo 5702r (marca Eppendorf, Alemanha), centrifuga
modelo 5810R (marca Eppendorf, Alemanha), balanga analitica modelo AT261-DeltaRange
(marca Mettler Toledo, EUA), balanca semi-analitica modelo AUY220 (marca Shimadzu, Japéo),
fluxo laminar vertical modelo PDR-2 (marca Pachane, Brasil), fluxo laminar vertical modelo
VLPS-10 (marca Veco, Brasil), autoclave modelo 415 (marca Fanem, Brasil), microscépio
binocular invertido modelo DMI 1 (marca Leica, Alemanha), estufa de CO> modelo galaxy 170S
(marca Eppendorf, Alemanha). As etapas de concentracdo a vacuo foram realizadas em um

concentrador modular modelo miVac (marca Genevac, Ipswich, Reino Unido).

3.1.2 Espectrofotbmetros

As leituras de absorbancia foram realizadas no espectrofotobmetro modelo Libra S12
(Biochrom, Cambridge, Reino Unido) para leituras em cubeta de quartzo. Para leituras em
microplacas foram utilizados os modelos SpectraMAX® ou Synergy H1 Multi-Mode Reader,
disponibilizados pelos laboratorios da Profa. Sandra H. P. Farsky (FCF-USP) e da Profa. Tania
Marcourakis (FCF-USP). Para determinacdo de fluorescéncia foi utilizado o modelo Synergy Mx
(Biotek Instruments, EUA) software Gen5 versdo 1.10.8 disponibilizado pelo laboratério da
Profa. Dulcineia Saes Parra Abdalla (FCF-USP). As concentracdes de DNA foram determinada
no espectrofotdmetro modelo NanoDrop™ 2000 (Thermo Scientific, Waltham, EUA), (software
ND 1000), disponivel no Laboratério da Professora Silvya Stuchi Maria-Engler, FCF-USP.
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3.1.3 Citometria de Fluxo

Foi utilizado o equipamento FACs CANTO Il (BD, Biosciences, EUA) disponibilizado pelo
Prof. Dr. Sandro Rogério de Almeida (FCF-USP). Para a aquisi¢cdo dos dados foi utilizado o
software BD FACs DIVA (BD, Biosciences, EUA). Para a andlise dos dados foi utilizado o
software FlowJo (FlowJO LCC, Oregon, EUA).

3.1.4 Cromatografia Liguida de Alta Eficiéncia (HPLC)

3.1.4.1 HPLC-DAD

As analises e purificagdes realizadas com ultravioleta visivel (UV/VIS) foram conduzidas em
um equipamento da Shimadzu Corporation (Kyoto, Japdo) equipado com duas bombas LC-20AT,
um detector de arranjo de fotodiodos PDA-20AV, um auto injetor (Prominence SIL-20AC) e um
forno para colunas (CTO-10AS/VP) controlado por um modulo de comunicacdo CBM-20A. Os
dados foram processados pelo software LC-Solution 1.21. (Shimadzu, Kyoto, Japdo). As

condicdes cromatogréaficas utilizadas sao apresentadas no decorrer da descricdo dos métodos.
3.1.4.2 HPLC-ESI-MS/MS (AP14000 QTrap)

As analises por HPLC-ESI-MS/MS foram feitas utilizado-se um sistema analitico constituido
por um HPLC Agilent série 1200 (Wilmington, EUA) equipado com uma bomba binaria (Agilent
1200 G1312B), uma bomba isocratica (Agilent 1200 G1310A), um forno para coluna (Agilent
1200 G1316B), um detector de absorbancia de arranjo de diodos (Agilent 1200 DAD G1315C) e
um injetor automatico (G1367C Agilent 1200). O sistema de HPLC é integrado a um
espectrometro de massas Linear Quadrupole lon Trap modelo 4000 QTRAP da empresa Applied
Biosystems/MDS Sciex Instruments (Foster City, EUA) disponibilizado pelo Prof. Dr. Paolo Di
Mascio (Instituto de Quimica USP, 1Q-USP). Os dados foram processados utilizando o software
Analyst 1.6 (Applied Biosystems, EUA).

3.1.4.3 HPLC-ESI-Q-TOF

As anélises foram realizadas em um sistema de HPLC (Prominence, Shimadzu, Kyoto, Jap&o)

acoplado a um espectrometro de massas com analisador do tipo quadupolo-tempo-de-v6o e
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ionizagdo por eletrospray microQTOF Il (HPLC-ESI-Q-TOF) (Bruker Daltonics, Bremen,
Alemanha) do grupo do Prof. Massuo Jorge Kato (IQ USP), com a colaboragéo da doutoranda
Andréa Tedesco Faccio do grupo da Profa. Marina Franco Maggi Tavares (IQ USP). Os dados
foram primeiramente processadas no software DataAnalysis 4.0 (Bruker Daltonics, Bremen,

Alemanha) e em seguida exportado para o formato “.cdf” para serem lidos posteriormente pelo

pacote XCMS.

3.2 Ensaios Biol6gicos

3.2.1 Cultivo Celular

3.2.1.1 Cultura de células BEAS-2B

A linhagem BEAS-2B, células de epitélio brénquico humano, foi gentilmente fornecida pelo
Prof. Dr. Fekadu Kassie (Masonic Cancer Center, Universidade de Minnesota, Minneapolis,
Estados Unidos). A cultura foi mantida em meio BEGM® (Bronchial Epithelial Grow Medium),
suplementado com o conjunto de cofatores do kit (extrato de pituitaria bovina, insulina,
hidrocortisona, hEGF, epinefrina, transferrina, acido retindico, triiodotironina, gentamicina e
anfotericina). As células foram mantidas em garrafas e incubadas a 37°C, em atmosfera contendo

5% de CO,. Para todos os experimentos, foi padronizado um nimero de passagens abaixo de 10.

3.2.1.2 Teste PCR para deteccdo de Mycoplasma sp

Este ensaio tem por objetivo monitorar a contaminacdo por Mycoplasma sp nas células em
cultura como parte do controle de qualidade de pesquisa no laboratorio. Foi coletado o
sobrenadante da cultura de células BEAS-2B ap0s 48 h de incubacéo. Este foi centrifugado, e o
sobrenadante foi descartado. O pellet foi ressuspenso em solu¢cdo LOTE (Low Tris-EDTA) e
entdo incubado por 5 minutos a 95 °C. A detec¢do do DNA de Mycoplasma sp nas amostras foi
realizada por meio da reacdo em cadeia de polimerase (PCR) convencional utilizando mix (9,7
pL de agua Mili-Q autoclavada, 4,5 uL de MgCl, 50 mM, 3 pL PCR buffer 10x, 1 pL de primer
oligo sense (5' GGC GAA TGG GTG AGT AAC ACG 3'), 1 uL de primer oligo anti-sense (5'
CGG ATA ACG GTT GCG ACC TAT 3", 0,6 uL de dNTP e 0,2 pL de Taq polimerase 5 U/uL
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por amostra). As amostras amplificadas foram submetidas a corrida de eletrofose (100V, 300
mA), usando gel de agarose 3%. Apds a corrida o gel foi incubado com solugédo de 0,01% de Gel
Red em agua Mili-Q. Para a detec¢do das bandas foi utilizado o transiluminador. O ensaio foi
realizado com a colaboracdo do grupo da Professora Silvya Stuchi Maria-Engler, FCF-USP

3.2.2 Exposicao das células BEAS-2B ao fumarato

Para 0s ensaios de citotoxidade, MTT, consumo de glicose, quantificacdo dos metabolitos
intermediarios, verificacdo da transformacédo celular (soft-agar) e analise de espécies reativas de
oxigénio, as células foram plaqueadas na densidade de 2 x 10* células/poco, N = 5, em placas de
cultura de 96 pogos. Para as extracdes de DNA apds as incubaces, as células foram plaqueadas
na densidade de 1 x 10° células/poco, N = 5, em placas de cultura de 6 pocos. Para o ensaio de
ciclo celular ap6s as incubagdes, foram plaqueadas na densidade de 5 x 10%células/poco, N = 5,
em placas de 24 pocgos. Os experimentos foram conduzidos apds o periodo de adeséo celular (24
h) em meio de cultura BEGM, seguido pela exposicdo a diferentes concentracdes de fumarato
(0,1, 1, 5, 10 mM), por 168 h, com renovacao e coleta do meio de cultura a cada 24 h. Incubacdes

controle também foram realizadas.

3.2.3 Analise do crescimento e sobrevivéncia celular apés a exposi¢cao ao fumarato

Como as células mortas ndo aderem as placas de cultura, é possivel avaliar o crescimento e a
sobrevivéncia por meio da coloracdo das células aderidas com o corante cristal violeta (CVD).
Apos os diferentes periodos de exposicao (24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 h; N = 5; inicialmente 2
x 10* células/pogo), o meio de cultura foi removido e a camada celular foi cuidadosamente
lavada, por duas vezes, com solucdo salina fosfato tamponada (PBS) pH 7,0. Em seguida a
solucdo de PBS foi removida dos pocos e foi adicionado metanol (100 uL) como agente fixador e
aspirado apds 40 segundos de contato. As células foram coradas com 50 pL/poco da solugéo de
CVD (1% CVD em metanol 20%), por 10 min a temperatura ambiente. Ap6s o término da
incubacéo, o corante foi cuidadosamente removido e cada poco foi lavado 4 vezes com 200 uL de
PBS. O corante aderido as células foi dissolvido pela adicdo de 200 puL de uma solucdo de acido

acético 30% (v:v). Para construgdo de curvas padrdo foram plaqueadas de 0,5 x 10 a 15 x 10*
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celulas/pogo. Os dados foram obtidos a partir da leitura no comprimento de onda de 540 nm,

subtraindo a leitura da placa em 690 nm. Os resultados foram expressos em nimero de células.

3.2.4 Ensaio de tempo de dobramento da populacdo de células (population doubling
time, PDT)

A partir dos dados obtidos do ensaio de cristal violeta, o tempo de dobramento foi calculado
utilizando a seguinte equagdo PDT=1/r e r = 3,32*(logNh-logNi)/(t2-t1), na qual r = taxa de
multiplicacdo celular, Nh= niimero de células coletadas em um determinado periodo de tempo
(t2), Ni = nimero de células inoculadas no tempo zero (t1) e 3,32 = constante.

3.2.5 Anadlise da atividade mitocondrial

A citotoxicidade foi avaliada pelos ensaios de proliferacdo e morte celular utilizando o
corante cristal violeta (CVD) citado acima, e pela atividade da cadeia respiratdria mitocondrial,
por meio do ensaio de MTT. Os ensaios com brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-
2H-tetrazolio (MTT) sdo Uteis para verificar a atividade da cadeia respiratéria mitocondrial.
Quando o sal tetrazolio € convertido a formazam por clivagem redutiva do anel tetrazolio,
formam-se cristais insoldveis (MTT) que podem ser quantificados espectrofotometricamente.
Uma vez que a succinato desidrogenase mitocondrial esta envolvida na reducdo de sais de
tetrazolio, a quantidade de formazam produzida € proporcional ao nimero de células vivas. Apds
terminado o periodo de exposi¢do, o meio de cultura foi cuidadosamente removido, e as células
foram lavadas com PBS. Em seguida, uma solucdo pré-formulada de meio de cultura e solucéo de
MTT (75 puL da solugdo 5 mg/mL em PBS) foi adicionada as células, as quais foram incubadas
por 2 horas a 37°C, em atmosfera contendo 5% de CO». Apos o periodo de incubacéo, retirou-se
cuidadosamente o meio de cultura e o precipitado azul formado foi ressuspenso com 100 pL de
dimetilsulféxido (DMSO). Os valores da absorbancia foram mensurados fazendo-se a leitura no
comprimento de onda de 595 nm, com leitura de referéncia no comprimento de onda de 690 nm,
em espectrofotdmetro com leitor de microplaca. Os resultados foram expressos em porcentagem

relativa ao grupo controle.

3.2.6 Analise do consumo de glicose
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A taxa de consumo de glicose das células BEAS-2B (inicialmente 2 x 10* células, N = 5)
expostas por 24, 48, 96 e 144 h ao fumarato (1 mM, 5 mM e 10 mM) foi verificada pelo kit
Glicose Liquiform ® (Labtest, Brasil). O ensaio se baseia no sistema enzimético glicose
oxidase/peroxidase com posterior leitura espectrofotométrica (A = 540 nm). Essas analises foram
realizadas no Laboratdrio de prestacdo de servicos vinculado a FCF USP.

3.2.7 Formacéo de colénias em Soft-agar

O ensaio foi realizado conforme o descrito em (BOROWICZ et al., 2014). Ap6s 168 h de
exposicdo ao fumarato (1 mM, 5 mM, 10 mM), as celulas BEAS-2B foram plaqueadas nas
densidades de 5.000 ou 15.000 células por poco em meio de cultura contendo 0,35% de agarose
de baixo ponto de fusio em placas de 6 pogos (8,87cm? &rea/poco) ou em placas de 24 pogos
(1,82cm? area/poco) com uma camada-base de 0,5% de agarose de alto ponto de fusdo. As placas
foram incubadas durante 21 dias (5.000 células) ou 15 dias (15.000 ceélulas), a 37°C, em
atmosfera contendo 5% CO». A adigdo do meio de cultura fez-se a cada 3 dias. Apds o periodo de
incubacgdo, realizou-se a contagem das colonias e em seguida as col6nias foram fotografadas
usando a camera Leica MC170 HD para microscopio invertido com magnificacdo de 10x. As
imagens das celulas foram capturadas em formato JPEG usando software LAS V4.9. Os
parametros foram otimizados para obter alta resolucdo (2592 x 1944 pixels) e nitidez de imagem.
Foram selecionadas 8 fotos por poco (representando 1% e 4% do poco total em placas de 6 e 24
pocos, respectivamente) de regides onde foi visualizado maior ndmero de colbnias. O
processamento destas imagens foi através do software ImageJ, onde foram consideradas colénias
maiores de 50 pum ou 100 um de diametro. As imagens foram calculadas relacionando ao
espacamento da imagem obtida e o didmetro desejado das coldnias em pixels. A calibracdo foi
usada para calcular a area da col6nia em micrdmetros quadrados. Este célculo produziu

densidade liquida de col6nias para cada poco.

3.2.8 Extracdo do DNA das células do soft-agar

O DNA das células plagueadas em soft-agar (30.000 células, 15 dias) foi extraido seguindo o

protocolo do kit de extracdo Gentra®Puregene, procedimento realizado rotineiramente por nosso
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grupo. Em resumo, ap6s o término do periodo de incubagdo em meio de cultura semissolido
foram adicionados 1,5 mL da solucéo de lise celular (Cell Lysis Solution, Gentra Puregene® Kit)
suplementado com 25 ug de proteinase K em cada poco (placa seis pocos), as amostras foram
incubadas por 12 h a temperatura ambiente. Posteriormente, a solucéo foi transferida para tubos
de 15 mL, sendo vigorosamente agitada por 20 segundos. Foram adicionados 30 uL de uma
solugéo contendo a enzima RNAse na concentracdo de 15 mg/mL e as amostras foram incubadas
por 1 h a 37 °C. Apos a incubacdo foi adicionado 1 mL da solucdo de precipitacdo proteica
(Protein Preciptation, Gentra Puregene® Kit) e novamente as amostras foram submetidas a uma
vigorosa agitacdo por 20 segundos e posterior centrifugacdo a 8000 g por 10 min, 4 °C. Ap6s a
centrifugacdo coletou-se o sobrenadante e aos tubos foram adicionados 3 mL de uma solucdo
tampéo (iodeto de sodio 7,6 M, Tris 40 mM, &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 20 mM,
desferroxamina 0,3 mM, pH 8,0) e 5 mL de isopropanol gelado. Apos leve agitacdo, para
precipitacdo do DNA, as solucbes foram centrifugadas a 8000 g por 3 min, 4 °C, e o isopropanol
foi descartado. O DNA foi lavado duas vezes com 3 mL de etanol 70% em &agua, centrifugado a
8000 g por 3 min, 4 °C, seco ao ar e ressuspenso em 20 uL de solucdo de desferroxamina (0,1
mM). A solucédo de desferroxamina contendo o DNA extraido foi mantida a 4 °C por 24 h para a
solubilizacdo do mesmo, e, em seguida, estocada a -20 °C. A concentracdo de DNA nas solucdes
foi verificada pela intensidade de absorbancia em A = 260 nm, utilizando-Se 0 equipamento

nanodrop.

3.2.9 Extracdo do DNA das celulas ap0s as exposicdes

Apos o término do periodo de exposicdo, o meio de cultura foi retirado e em cada poco foram
adicionados 1,5 mL da solucdo de lise celular (Cell Lysis Solution, Gentra Puregene® Kit) com
25 pg de proteinase K, e as amostras foram incubadas por 30 min & temperatura ambiente.
Posteriormente, a solucgdo foi transferida para tubos tipo “falcon” de 50 mL, sendo vigorosamente
agitada por 20 segundos. Foram adicionados 5 puL de uma solugdo contendo a enzima RNAse A
(15 mg/mL) e as amostras foram incubadas por 1 h a 37 °C. Apds a incubacdo foram adicionados
500 uL da solucdo de precipitacdo proteica (Protein Preciptation, Gentra Puregene® Kit) e
novamente as amostras foram submetidas a uma vigorosa agitacdo por 20 segundos e posterior

centrifugacdo a 8000 g por 10 min, 4 °C. Apos a centrifugagdo, coletou-se o sobrenadante e aos



53

tubos foram adicionados 2,5 mL de isopropanol gelado. Apds leve agitagdo para precipitacdo do
DNA, as solugdes foram centrifugadas a 8000 g por 3 min, 4 °C, e o isopropanol foi descartado.
O DNA foi lavado com 3 mL de etanol 70% em &gua, centrifugado a 8000 g por 3 min, 4 °C,
seco ao ar e ressuspenso em 20 uL de solucdo de desferroxamina (0,1 mM). A concentracdo de
DNA nas solugdes foi verificada pela intensidade de absorbancia em A = 260 nm, utilizando-Se 0
equipamento nanodrop (software ND 1000) disponivel no laboratério da Profa. Silvya Stuchi
Maria Engler (FCF USP).

3.2.10 Hidrolise do DNA para as analises de 5-mC e 5-hmC

Aliquotas contendo 5 pg de DNA foram adicionadas a 2 pL de tampéo Tris-HCI/MgCl, 200
mM (pH 7,4), 1 uL do padrdo interno 1NS®-eteno-2’-desoxiadenosina (1,N®-etenodA) (400
fmol/uL), 1 pL do padrdo interno [**Ns]5-hmC (400 fmol/uL) e 1 pL (0,31 unidade) de
deoxirribonuclease | de pancreas bovino (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA). As amostras
foram incubadas a 37 °C por 1 h com agitacdo de 1000 rpm. Apos a incubacdo foram adicionados
1 pL (0,00016 unidade) de fosfodiesterase | de Crotalus atrox (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
USA) e 1 pL (0,8 unidade) de fosfatase alcalina de mucosa intestinal bovina (Sigma Aldrich, St.
Louis, USA). As amostras foram novamente incubadas a 37 °C por 1 h com agitacdo de 1000
rpm. Ao término da segunda hora, com volume final da incubacdo de 40 pL, as amostras foram
centrifugadas a 9300 g por 10 min. Apdés a centrifugacdo, aliquotas de 25 pL foram injetadas no
sistema HPLC-DAD para quantificagdo de 2’-desoxicitidina (dC) e 5-mC, e aliquotas de 8 uL
foram injetadas no sistema de HPLC-ESI-MS/MS (AP14000 QTrap, Laboratério do Prof. Paolo
Di Mascio, 1Q USP) para quantificacdo de 5-hmC e 5-mC.

Curvas de calibractes foram construidas no sistema de HPLC-DAD (A = 286 nm) utilizando-
se 10 — 4000 pmol de dC e 2 — 160 pmol de 5-mC, e no sistema de HPLC-ESI-MS/MS
utilizando-se 0,1 — 20 pmol de 5-mC, 0,01 — 0,1 pmol de 5-hmC, e 80 fmol dos padrdes internos
1,Né-etenodA e [*°N3]5-hmC.

Para as quantificacbes no sistema de HPLC-DAD foi utilizada a seguinte condicdo
cromatogréfica: coluna Shim-pack VP-ODS (250 x 4.6 mm i.d., 5.0 um, 100A, Shimadzu) com
uma pré-coluna C18 4,0 x 3,0 mm (Phenomenex, Torrance, CA) eluida com um gradiente de

acido formico 0,1% em H20 (Solucéo A) e 4cido formico 0,1% em 50% metanol e H2O (Solucéo
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B), a um fluxo de 1 mL/min, 35 °C, nas seguintes condic¢des: 0 — 25 min, 0 — 40% B; 25 — 26
min, 40 — 0% B; 26 — 40 min, 0% B. O detector de DAD foi fixado em 286 nm para as
quantificacdes de dC e 5-mC. O método para as quantificacdes no sistema de HPLC-ESI-MS/MS
esta descrito abaixo.

3.2.11 Quantificacdo de 5-mC e 5-hmC por HPLC-ESI-MS/MS

A quantificacdo de 5-mC e 5-hmC nas amostras de DNA foi feita utilizando-se 0 método
cromatografico ja padronizado pelo grupo, na seguinte condicdo: coluna Luna Omega PS C18
(150 x 2.1 mm i.d., 5.0 um, 100A Phenomenex) com uma pré-coluna C18 4,0 x 3,0 mm
(Phenomenex, Torrance, CA) eluida em gradiente por uma solugdo constituida de tampéo acetato
de amdnio 10 mM (Solucdo A) e 50 % de metanol em agua com 0,1% de &cido formico (Solucéo
B), a 35 °C, com fluxo de 350 pL/min (0 — 7 min, 0 — 60% de B; 7 — 8 min, 60 — 100% de B; 8 —
10 min, 100% de B; 10 — 11 min, 100 — 0% de B, 11 — 20 min, 0% de B). A valvula de
comutacdo de fluxo foi configurada para permitir a entrada de eluentes no espectrometro de
massas durante o intervalo de 3 — 8 min.

As analises foram conduzidas com ionizacdo por electrospray em modo positivo (ESI,
[M+H]"), com os seguintes parametros otimizados: CUR, 10 psi; GS1, 50 psi; GS2, 50 psi; CAD,
medium; TEM, 450 °C; EP, 10 V e IS, 5500 V. As fragmentacdes e energias utilizadas no

monitoramento de reac6es multiplas (MRM) estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - FragmentacOes e energias utilizadas para analises dos niveis de metilacdo e hidroximetilacao
do DNA de células BEAS-2B (DP: potencial de dissocia¢do; CE: energia de colisdo; CXP: potencial de

saida da célula).

Analito Q1 Q3 Dwell Time DP CE
(msec) V) V)
5-hmC 1 258,082 142 100 17 8
5-hmC 2 258,082 124,1 100 33 5
[**N3]5-hmC 261,082 145 100 17 8
5-mC 1 242 126 100 17 5
5-mC 2 242 108,6 100 53 20
cdA 1l 276,2 159,9 100 27 8
edA 2 276,2 105,8 100 69 20
dC1 228,055 112 100 15 20

dC?2 228,055 116,9 100 19 6
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3.2.12 Ensaio de invasdo em camara de Boyden (transwell)

O ensaio foi realizado com a colaboragdo do grupo da Profa. Silvya Stuchi Maria Engler
(FCF USP), que possui 0 método padronizado.

Foram utilizadas células de coldnias crescidas em soft-agar, que foram plaqueadas e mantidas
em meio de cultura por um periodo de 90 dias, com trocas de meio a cada trés dias, e repiques ao
atingir 80% de confluéncia, ndo ultrapassando 10 repiques. Em resumo, 0s insertos com poros de
8 um foram acondicionados em placa de 24 pocos, e lavados 3x com BEGM sem o soro fetal
bovino (SFB). Posteriormente, os insertos foram recobertos com 20 pL de Matrigel®(BD) diluido
1:6 (cerca de 2-3 mg/mL de proteina) em BEGM e incubados por 30 minutos em estufa de CO>, a
37°C. Em seguida, foram plaqueadas 1 x 10* células sobre o Matrigel®l, diluidas em 200 pL de
BEGM. Na camara inferior, foram adicionados 300 uL de BEGM contendo 10% de SFB. Para o
controle negativo, utilizou-se meio sem soro ou PBS na camara inferior. O periodo de invaséo
utilizado foi de 24 horas. Apos o tempo estabelecido, o meio de cultura da camara inferior foi
aspirado e as células foram fixadas em glutaraldeido (Sigma) 3% em PBS, por 10 minutos a
temperatura ambiente. A camara inferior foi lavada 3x com agua destilada para retirar 0 excesso
de fixador. Em seguida, foi realizada coloracdo com solucéo 0,5% de azul de toluidina em 2% de
Na,CO3z por 20 minutos, a temperatura ambiente. O excesso de corante foi retirado com 3
lavagens com agua destilada e, por fim, as células que permaneceram na superficie superior da
camara de Boyden foram removidas com auxilio de uma haste flexivel de algodédo e as células

invasoras, gque se localizaram na superficie inferior da cdmara de Boyden, foram contadas.

3.2.13 Anadlise de fragmentacédo do DNA e ciclo celular

Para a andlise concomitante de fragmentacdo do DNA e ciclo celular, células da linhagem
BEAS-2B foram plaqueadas com meio BEGM, em placas de 24 pocos na densidade de 5 x 10*
células por poco (300 pL). Apos o periodo de adesdo celular (24 h) o meio de cultura foi
substituido por um novo contendo 1, 5 ou 10 mM de fumarato, dissolvido em BEGM (10% v/v).
Incubagbes controles foram feitas utilizando apenas o meio de cultura BEGM. Ao término de
cada periodo de exposicdo (24, 72, 96 e 144 h), o meio de cultura foi removido da placa e
descartado, as células foram lavadas trés vezes com PBS e tripsinizadas (300 puL/poco). Apds 5

min de contato, a tripsina foi removida e foram adicionados 1000 pL de meio de cultura DMEM
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livre de fenol vermelho suplementado com 15% SFB. As células foram homogeneizadas,
transferidas para tubos de citometria e centrifugadas a 500 g por 10 min a 4 °C. O sobrenadante
foi desprezado e foram adicionados a cada tubo 12 pL de uma solugdo contendo a RNAse A (15
mg/mL) e 150 pL do tampéo hipoténico fluorescente (PBS, 2% SFB, 0,05 % triton-X100, 0,1%
de citrato de sédio, 25 pug/mL de iodeto de propidio). As amostras foram incubadas por 30 min a
temperatura ambiente e as anélises foram realizadas por citometria de fluxo no Laboratério do
Prof. Sandro Rogério de Almeida (FCF USP).

3.2.14 Geracdo intracelular de ROS

Para a determinacdo da producédo intracelular de ROS, foi monitorada a fluorescéncia do
produto  2’,7’-diclorofluoresceina  (DCF)  resultante = da  oxidagdo de  2°,7’-
diclorodihidrofluoresceina (DCFH) intracelularmente. As celulas BEAS-2B foram incubadas
com 2’,7’-diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA), que se acumula no citosol e €
desacetilado por esterases para 2’°,7’-diclorodihidrofluoresceina o qual pode ser, entdo, oxidado
por radicais livres gerados intracelularmente, como ROz", RO’, NO,", COs™ e HO".

As células BEAS-2B foram plaqueadas numa densidade de 2 x 10 células/pogo em placas de
96 pogos e incubadas em estufa de CO,, a 37°C. ApoOs 0 periodo de adesdo celular (24 h)
substituiu-se o meio de cultura por um novo contendo 1, 5 ou 10 mM de fumarato (N = 5) e meio
de cultura para os grupos controle negativo e positivo, trocados a cada 24 h de exposicdo no
periodo de 24 a 168h. Apos a exposicdo, substituiu-se o meio de cultura de todos os grupos por
um novo contendo 10 uM de DCFH-DA, as células foram incubadas por 30 min a 37 °C (no
escuro). Apoés esse periodo, o meio de cultura foi removido e as células lavadas 2x com PBS para
remocdo do excesso de DCFH-DA extracelular. Em seguida, as células do grupo controle
positivo foram expostas a perdxido de hidrogénio (30 uM), as celulas dos grupos fumarato foram
expostas a 1, 5 e 10 mM de fumarato, e o controle negativo recebeu novo meio de cultura, e
foram incubadas por 60 min a 37 °C (no escuro). Foi feita a leitura da intensidade de emissdo de
fluorescéncia em Aemi.= 528 nm, com Aexc.= 485 nm, no leitor de microplacas. Apos a leitura, foi
realizado o ensaio de quantificacdo de proteinas totais pelo método de Bradford. Brevemente, as
proteinas presentes nas placas foram solubilizadas com 40 pyL de NaOH (300 mM) e

armazenadas a -20 °C. Para a quantificacdo, foram adicionados 195 pL de NaCl (150 mM), 5 pL
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de extrato de proteinas e 50 pL de reagente de Bradford. Curvas de calibracdo foram obtidas em
intervalos de concentracdo de 0,0016 a 0,01 pg/pL (albumina de soro bovino). Os resultados

foram expressos em fluorescéncia de DCF por pg de proteina.

3.2.15 Quantificacdo de malonaldeido no meio de cultura por HPLC-DAD

A quantificacdo de malonaldeido (MDA) no meio de cultura foi realizada utilizando-se o
método ja padronizado pelo grupo. Células BEAS-2B foram plaqueadas na densidade de 2 x 10*
células/pogo em placas de cultura de 96 pocos. Apos periodo de adesdo celular (24 h), iniciou-se
a exposicao ao fumarato nas concentracfes de 1, 5e 10 mM, com renovacdo do meio a cada 24 h.
Durante o intervalo de 0 — 168 horas aliquotas do meio de cultura (100 uL) foram removidas e
hidrolisadas para obtencdo do MDA livre de proteinas atravées da adigdo de 10 uL. de NaOH 4 M
com subsequente incubacdo a 60 °C por 30 min sob agitagdo a 100 rpm. Ao término da
incubacéo, 150 uL de H2SOs4 1% (v/v) foram adicionados e as amostras foram submetidas a
vigorosa agitacdo por 20 segundos com posterior centrifugacdo a 9.300 g por 10 min. Apds a
centrifugacdo, 175 uL do sobrenadante foram coletados e incubados com 25 uL de uma solugéo
de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH, 1 mg/mL em HCI 2M). A reacdo de derivatizacdo ocorreu
em temperatura ambiente, ao abrigo da luz, durante 30 min. Aliquotas de 100 uL foram injetadas
no sistema de HPLC-DAD descrito no item 1.4 de Material e Métodos. A seguinte condicéo
cromatografica foi utilizada para as analises: uma coluna Shim-pack VP-ODS (250 x 4.6 mm i.d.,
5.0 um, 100A, Shimadzu) com uma pré-coluna C18 4,0 x 3,0 mm (Phenomenex, Torrance, CA)
foi eluida com um gradiente de agua (Solugdo A) e acetonitrila (Solucdo B), ambas
suplementadas com &cido acético (0,2%; v/v), a 30 °C, com fluxo de 1 mL/min (0 — 28 min, 20 —
100% de B; 28 — 30 min, 100 — 20% de B; 30 — 40 min, 20% de B). O detector de DAD foi
fixado em 306 nm para o monitoramento do produto MDA-DNPH. O padrdo de MDA foi
preparado pela adi¢do de 22 uL de uma solugéo de 1,1,3,3-tetrametoxipropano a 10 mL de H.SO4
1% (v/v), conforme o descrito por (BASTOS et al., 2012). Apos a incubacdo (2 h, temperatura
ambiente, no escuro) a concentracdo da solucdo foi calculada através da determinacdo da
absorbancia em H.SO4 1% (v/v), utilizando o respectivo coeficiente de extingdo molar (g): MDA,
& = 13700 Mcm™ em 245 nm. Curvas de calibragdo foram feitas no intervalo de 0,05 — 6 pM de
MDA.
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3.2.16 Quantificacdo dos metabolitos intracelulares

Foram utilizados trés métodos para quantificacdo dos metabolitos das células BEAS-2B
coletadas em 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 h de exposicdo a 1, 5 e 10 mM de fumarato. O
Meétodo 1 foi utilizado para quantificacdo de malato, citrato, lactato, aspartato, argininosuccinato,
asparagina, arginina, fumarato, succinato, 2-L-hidroxiglutarato, glutamina e glutamato. O
Método 2 foi utilizado para quantificagdio de NAD*, NADP*, desoxiuridina, adenosina,
nicotinamida e nicotinamida mononucleotideo (NMN). O Método 3 foi utilizado para
quantificacdo de AMP, ADP e ATP. As proteinas das amostras foram quantificadas e os
resultados foram expressos em pmol/pg de proteina.

O preparo das amostras foi realizado como descrito por (RAHMAN et al., 2014), com
algumas modificacdes. ApoOs o0s periodos de exposicdo de 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 h a
fumarato e grupo controle, 0 meio de cultura das células BEAS-2B foi removido e a camada
celular foi cuidadosamente lavada com PBS. Subsequentemente, as celulas foram ressuspensas
em 100 pL de uma solucdo de acetonitrila em agua na proporcao de 9:1 (v:v) para a completa
inibicdo do metabolismo celular. As amostras foram armazenadas a -80 °C. Na sequéncia, foram
adicionados 385 uL de uma solucéo de solvente de extracdo (40% acetonitrila, 40% metanol e
20% &gua) e 15 uL do padréo interno ([**C10'*Ns]ATP, 500 pmol) nos pogos contendo as células.
ApoOs homogeneizacdo e centrifugacdo (20.000 g, 10 min), aliquotas de 450 uL foram
transferidas para eppendorfs. Por fim as amostras foram armazenadas a -20 °C. No momento da
analise, antes da secagem a vacuo, foram adicionados outros dois padrfes internos para serem
utilizados nas quantificacbes dos metabdlitos dos métodos 1 e 2: &cido benzoico (3,05 pL do
padrdo 0,01 pg/uL, correspondendo no final a 50 pmol no volume de injecdo) e benzamida (3,02
pL do padrdo 0,001 pg/uL, correspondendo no final a 5 pmol no volume de injecdo). Apos a
secagem a vacuo, as amostras foram ressuspensas em 30 pL de dgua ultrapura e centrifugadas por
5 min a 16.000 g. O volume de 6 pL foi injetado no sistema HPLC-ESI-MS/MS.

Método 1. As analises foram conduzidas com ionizacdo por electrospray em modo negativo
(ESIY, [M-H]"), com os seguintes parametros otimizados: CUR, 18 psi; GS1, 40 psi; GS2, 45 psi;
CAD, medium; TEM, 700 °C; EP, -10 V e IS, -4500 V. As fragmentacdes e energias utilizadas

no MRM estdo apresentadas na Tabela 2. A razdo entre as areas (metabdlitos/acido benzoico) foi
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utilizada para quantificacdo. Curvas padrdo foram preparadas e injetadas para os metabdlitos
listados e a seguinte condi¢do cromatografica foi otimizada para separa¢do dos analitos: coluna
Luna Omega PS C18 (150 x 2.1 mm i.d., 5.0 um, 100A Phenomenex) com uma pré-coluna C18
4,0 x 3,0 mm (Phenomenex, Torrance, CA) eluida em gradiente por uma solucdo constituida de
0,1% de &cido formico em &gua (Solugdo A) e 40 % de acetonitrila em tampdo acetato de aménio
10 mM (Solugéo B), a 30 °C, (0 — 4 min, 2 — 60% de B, 450 pL/min; 4 — 4,5 min, 60 — 100% de
B, 450 — 600 pL/min; 4,5 — 5 min, 100% de B, 600 pL/min; 5 — 5,5 min, 100 — 2% de B, 600
pL/min; 5,5 — 6 min, 2 — 40% de B, 600 pL/min; 6 — 6,5 min, 40 — 2% de B, 600 pL/min; 6,5 —
14 min, 2% de B, 600 pL/min. 14 — 15 min, 2% de B, 600 — 450 pL/min). A fracdo

cromatografica compreendida entre 0,5 e 8,0 min foi direcionada para o espectrometro de massas.

Tabela 2. FragmentacOes e energias utilizadas para quantificacdo de metabdlitos (Método 1) em células

BEAS-2B (DP: potencial de dissociacdo; CE: energia de colisdo; CXP: potencial de saida da célula).

Analito Q1 Q3 Dwell Time DP CE CXP
(msec) V) ) V)
Lactato 1 88,900 45,000 50 -25 -14 -7
Lactato 2 88,900 43,000 50 -25 -18 -5
Fumarato 1 114,896 70,933 150 -35 -12 -1
Fumarato 2 114,896 42,041 150 -35 -14 -5
Succinato 1 116,900 72,800 50 -30 -18 -11
Succinato 2 116,900 83,900 50 -30 -10 -13
Malato 1 132,839 114,700 200 -45 -16 -19
Malato 2 132,839 70,900 200 -45 -22 -13
Citrato 1 190,900 111,100 200 -35 -20 -5
Citrato 2 190,900 86,900 200 -35 -26 -3
Aspartato 1 131,900 87,700 50 -45 -20 -5
Aspartato 2 131,900 114,900 50 -45 -16 -3
Glutamina 1 144,845 126,700 50 -50 -18 -7
Glutamina 2 144,845 127,500 50 -50 -18 -5

Glutamato 1 145,900 101,900 50 -50 -18 -5
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Glutamato 2 145,900 127,700 50 -50 -16 -7
Argininosuccinato 1 289,000 270,700 50 -60 -16 -5
Argininosuccinato 2 289,000 131,000 50 -60 -34 -1

Arginina 1 173,100 130,800 50 -70 -18 -1
Arginina 2 173,100 155,800 50 -70 -16 -1
Asparagina 1 130,900 112,800 50 -50 -14 -5
Asparagina 2 130,900 113,900 50 -50 -16 -5
2-L-hidroxiglutarato 1 146,900 129,000 50 -35 -16 -7
2-L-hidroxiglutarato 2 146,900 85,000 50 -35 -24 -1
Acido Benzoico (PI) 120,900 76,900 150 -45 -18 -1

Método 2. As anélises foram conduzidas com ionizacdo por electrospray em modo positivo
(ESI*, [M+H]"), com os seguintes parametros otimizados: CUR, 18 psi; GS1, 40 psi; GS2, 45 psi;
CAD, medium; TEM, 700 °C; EP, 10 V e IS, 4500 V. As fragmentacdes e energias utilizadas no
MRM estdo apresentadas na Tabela 3. A razdo entre as areas (metabdlitos/benzamida) foi
utilizada para quantificacdo. Curvas padrdo foram preparadas e injetadas para 0os metabolitos
listados e a seguinte condicdo cromatografica foi otimizada para separacdo dos analitos: coluna
Luna Omega PS C18 (150 x 2.1 mm i.d., 5.0 um, 100A Phenomenex) com uma pré-coluna C18
4,0 x 3,0 mm (Phenomenex, Torrance, CA) eluida em gradiente por uma solucédo constituida de
0,01% de &cido férmico em agua (Solucdo A) e 40 % de acetonitrila em tampdo acetato de
amonio 10 mM (Solucédo B), a 30 °C (0 — 2,5 min, 0 — 90% de B, 400 pL/min; 2,5 — 6 min, 90%
de B, 400 puL/min; 6 — 6,5 min, 90 — 2% de B, 400 — 600 pL/min; 6,5 — 7 min, 2 — 90% de B, 600
pL/min; 7 — 8 min, 90% de B, 600 pL/min; 8 — 9 min, 90 — 0% de B, 600 uL/min; 9 — 14 min,
0% de B, 600 pL/min; 14 — 15 min, 0% de B, 600 — 400 pL/min). A fracdo cromatografica

compreendida entre 0,6 e 7,0 min foi direcionada para o espectrdmetro de massas.
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Tabela 3. FragmentagOes e energias utilizadas para quantificacdo de metabdlitos (Método 2) em células
BEAS-2B (DP: potencial de dissocia¢do; CE: energia de colisdo; CXP: potencial de saida da célula).

Analito Q1 Q3 Dwell Time DP CE CXP
(msec) (W) V) V)
Nicotinamida 1 122,9 80,0 150 61 31 14
Nicotinamida 2 122,9 78,0 150 61 35 14
NMN 1 3351 123,0 150 36 23 6
NMN 2 3351 97,0 150 36 39 18
Adenosina 1 268,1 136,0 150 56 31 6
Adenosina 2 268,1 119,0 150 56 67 22
NAD" 1 664,1 135,9 150 61 67 6
NAD" 2 664,1 427,5 150 61 39 10
NADP" 1 744,0 136,3 150 61 83 4
NADP" 2 744,0 603,0 150 61 31 16
Benzamida (PI) 122,0 104,9 150 51 19 18

Método 3. As analises foram conduzidas com ionizagdo por electrospray em modo negativo
(ESIY, [M-=H]"), com os seguintes parametros otimizados: CUR, 18 psi; GS1, 40 psi; GS2, 45 psi;
CAD, medium; TEM, 700 °C; EP, -10 V e IS, -4500 V. As fragmentacdes e energias utilizadas
no MRM estdo apresentadas na Tabela 4. A razdo entre as areas (metabolitos/[*3C10°Ns]ATP)
foi utilizada para quantificacdo. Curvas padrdo foram preparadas e injetadas para os metabdlitos
listados e a seguinte condicdo cromatografica foi otimizada para separacdo dos analitos: coluna
Luna Omega PS C18 (150 x 2.1 mm i.d., 5.0 um, 100A, Phenomenex) com uma pré-coluna C18
4,0 x 3,0 mm (Phenomenex, Torrance, CA) eluida em gradiente por uma solucao constituida de
0,01% de &cido formico em agua (Solucdo A) e 40 % de acetonitrila em tampdo acetato de
amonio 10 mM (Solucéo B), a 30 °C, com fluxo de 600 puL/min (0 — 1 min, 0% de B; 1 — 1,5 min,
0 a100% de B; 1,5 —4 min, 100 a 70% de B; 4 —5 min, 70 a 20% de B; 5 — 7 min, 20 a 0% de B;
7 — 14 min, 0% de B). A fracdo cromatografica compreendida entre 1 e 9 min foi direcionada

para o espectrémetro de massas.
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Tabela 4. FragmentagOes e energias utilizadas para quantificacdo de metabdlitos (Método 3) em células
BEAS-2B (DP: potencial de dissocia¢do; CE: energia de colisdo; CXP: potencial de saida da célula).

Analito Q1 Q3 Dwell Time DP CE CXP
(msec) V) V) V)
ADP 1 425,878 78,800 500 -70 -64 -13
ADP 2 425,878 158,700 500 -70 -42 -9
ATP1 505,978 78,800 500 -65 -124 -17
ATP 2 505,978 159,000 500 -65 -48 -3
AMP 1 345,887 78,900 50 -50 -66 -1
AMP 2 345,887 96,800 50 -50 -20 -1
ATP (PI) 521,000 78,800 500 -65 -124 -17

3.2.17 Quantificacdo de proteinas totais

A quantidade de proteinas em solucéo foi determinada pelo metodo de Bradford. O método se
baseia na observacao de que o azul brilhante de Coomassie se converte da forma vermelha para
azul apos ligacdo a proteinas. O complexo é formado rapidamente e permanece estavel por um
tempo relativamente longo (1 h), e tem alto coeficiente de extingdo, 0 que permite grande
sensibilidade na dosagem de proteinas (BRADFORD, 1976). Ap0s o procedimento de extracéo
dos metabolitos intracelulares descritos acima, as proteinas presentes nas placas foram
solubilizadas com 40 pL de NaOH (300 mM) e armazenadas a -20 °C. Para a quantificacéo,
foram adicionados 195 pL de NaCl (150 mM), 5 pL ou 7 pL de extrato de proteinas e 50 pL de
reagente de Bradford. Curvas de calibracdo foram obtidas no intervalo de concentracao de 0,0016

a 0,016 pg/uL de albumina de soro bovino.

3.2.18 Analise dos is6topos de intermediarios metabdlicos por HPLC-ESI-QTOF

O preparo das amostras foi realizado como descrito por (RAHMAN et al., 2014), com
algumas modificacGes. Apds as células BEAS-2B serem expostas a [**Cs]fumarato (5 mM de
[*3C4]fumarato diluido em PBS, pH 8,2, e incubado a 40 °C por 30 min sob agitacdo de 100 rpm)
por 3, 24, 48, 72, 96 e 120 h, o meio de cultura foi removido e a camada celular foi

cuidadosamente lavada com PBS. Subsequentemente, as células foram ressuspensas em 100 pL
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de uma solucdo de acetonitrila em &gua na proporcao de 9:1 (v:v) para a completa inibicdo do
metabolismo celular. As amostras foram armazenadas a -80 °C. Na sequéncia, foram adicionados
385 uL de uma solucdo de solvente de extracdo (40% acetonitrila, 40% metanol e 20% agua).
Apo6s homogeneizacdo e centrifugacdo (20.000 g, 10 min), aliquotas de 450 pL foram
transferidas para eppendorfs. Por fim as amostras foram armazenadas a -20 °C. No momento da
analise, antes da secagem a vacuo, foi adicionado &cido benzoico (3,05 pL do padréo 0,01 pg/uL,
correspondendo no final a 50 pmol no volume de injecdo) como padrdo interno. Apos a secagem
a vacuo, as amostras foram ressuspensas em 30 uL de &gua ultrapura e centrifugadas por 5 min a
16.000 g. O volume de 12 uL foi injetado no sistema de HPLC acoplado a um espectrémetro de
massas com analisador do tipo quadupolo-tempo-de-véo e ionizacdo por electrospray (HPLC-
ESI-QTOF). Uma amostra de controle de qualidade (QC) foi preparada contendo uma mistura de
30 pL de todas as amostras (controle e teste). Essa amostra foi injetada no inicio, a cada 6
amostras e ao final das analises para assegurar a qualidade das analises. As analises foram feitas
em colaboracdo com a doutoranda Andréa Tedesco Faccio do laboratorio da Profa. Dra. Marina
Franco Maggi Tavares do Instituto de Quimica da USP (1Q-USP) em conjunto com o laboratdrio
do Professor Massuo Jorge Kato do Instituto de Quimica da USP (IQ-USP). A seguinte condigéo
cromatografica foi otimizada para separacao dos analitos: coluna Luna Omega PS C18 (150 x 2.1
mm i.d., 5.0 um, 100A, Phenomenex) com uma pre-coluna C18 4,0 x 3,0 mm (Phenomenex,
Torrance, CA) eluida em gradiente por uma solucdo constituida de 0,1% de acido férmico em
agua (Solucao A) e 40 % de acetonitrila em tampé&o acetato de amoénio 10 mM (Solucédo B), a 30
°C (0 — 4 min, 2 — 60% de B, 450 pL/min; 4 — 4,5 min, 60 — 100% de B, 450 — 600 pL/min; 4,5 —
5 min, 100% de B, 600 pL/min; 5 — 5,5 min, 100 — 2% de B, 600 puL/min; 5,5 — 6 min, 2 — 40%
de B, 600 pL/min; 6 — 6,5 min, 40 — 2% de B, 600 puL/min; 6,5 — 14 min, 2% de B, 600 pL/min;
14 — 15 min, 2% de B, 600 - 450 puL/min). Os dados foram tratados utilizando-se o programa de
processamento de dados de espectrometria de massas livre R pelo pacote XCMS (SMITH et al.,

2006) como analise global dos metabdlitos detectados ndo direcionada.

3.2.19 Anadlise dos is6topos de intermediarios metabdlicos por HPLC-ESI-MS/MS

triplo-quadrupolo
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O preparo das amostras foi realizado como descrito por (RAHMAN et al., 2014), com
algumas modificagbes. Apds as células BEAS-2B serem expostas a [**C4Jfumarato (5 mM de
[*®C4]fumarato diluido em PBS, pH 8,2, e incubado a 40 °C por 30 min sob agitagdo de 100 rpm)
por 3, 24, 48, 72, 96 e 120 h, o meio de cultura foi removido e a camada celular foi
cuidadosamente lavada com PBS. Subsequentemente, as células foram ressuspensas em 100 uL
de uma solucdo de acetonitrila em &gua na proporcdo de 9:1 (v:v) para a completa inibicdo do
metabolismo celular. As amostras foram armazenadas a -80 °C. Na sequéncia, foram adicionados
385 uL de uma solucdo de solvente de extracdo (40% acetonitrila, 40% metanol e 20% agua).
Apb6s homogeneizacdo e centrifugacdo (20.000 g, 10 min), aliquotas de 450 upL foram
transferidas para eppendorfs. Por fim as amostras foram armazenadas a -20 °C. No momento da
analise, antes da secagem a vacuo, foi dicionado acido benzdico (3,05 pL do padrédo 0,01 pg/uL,
correspondendo no final a 50 pmol no volume de injecdo) como padréo interno. Apds a secagem
a vacuo, as amostras foram ressuspensas em 30 pL de agua ultrapura e centrifugadas por 5 min a
16.000 g. O volume de 6 pL foi injetado no sistema HPLC-ESI-MS/MS. As proteinas das
amostras foram quantificadas e os resultados foram expressos em pmol/pug de proteina. Uma
amostra de QC foi preparada contendo uma mistura de 30 pL de todas as amostras (controle e
teste). Essa amostra foi injetada no inicio, a cada 10 amostras e ao final das analises para
assegurar a qualidade das analises. As analises foram conduzidas com ionizacdo por electrospray
em modo negativo (ESI-, [M—H]"), com os seguintes parametros otimizados: CUR, 18 psi; GS1,
40 psi; GS2, 45 psi; CAD, medium; TEM, 700 °C; EP, -10 V e IS, -4500 V. As fragmentacdes e
energias utilizadas no MRM estdo apresentadas na Tabela 5. A razdo entre as areas
(metabdlitos/acido  benzdico) foi utilizada para quantificacdo. A seguinte condicao
cromatografica foi otimizada para separacao dos analitos: coluna Luna Omega PS C18 (150 x 2.1
mm i.d., 5.0 um, 100A, Phenomenex) com uma pré-coluna C18 4,0 x 3,0 mm (Phenomenex,
Torrance, CA) eluida em gradiente por uma solucdo constituida de 0,1% de acido férmico em
agua (Solucdo A) e 40 % de acetonitrila em tampao acetato de aménio 10 mM (Solucéo B), a 30
°C (0 — 4 min, 2 — 60% de B, 450 uL/min; 4 — 4,5 min, 60 — 100% de B, 450 — 600 pL/min; 4,5 —
5 min, 100% de B, 600 pL/min; 5 — 5,5 min, 100 — 2% de B, 600 pL/min; 5,5 — 6 min, 2 — 40%
de B, 600 pL/min; 6 — 6,5 min, 40 — 2% de B, 600 uL/min; 6,5 — 14 min, 2% de B, 600 pL/min;
14 — 15 min, 2% de B, 600 - 450 pL/min). A fracdo cromatografica compreendida entre 0,5 e 8,0

min foi direcionada para o espectrometro de massas.
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Tabela 5. FragmentacOes e energias utilizadas para quantificagdo dos isétopos de intermediarios
metabolicos em células BEAS-2B expostas a [**C4]fumarato (DP: potencial de dissociagdo; CE: energia de
colisdo; CXP: potencial de saida da célula).

Analito Q1 Q3 Dwell Time DP CE CXP
(msec) M M)
Fumarato 1 114,896 70,933 150 35 -12 -1
[**C4]Fumarato 1 118,900 73,933 150 35 -12 -1
Succinato 1 116,900 72,800 50 30 -18 -1l
[**C4]Succinato 1 120,900 75,800 50 30 -18 -1l
Malato 1 132,839 114,700 200 45 16 -19
[**C4]Malato 1 136,839 118,700 200 45 -16 -19
Citrato 2 190,900 86,900 200 35 -26 -3
[*C4]Citrato 2 194,900 86,900 200 35 -26 -3
Aspartato 1 131,900 87,700 50 -45 -20 -5
[*®C4]Aspartato 1 135,900 90,700 50 45 =20 -5
Glutamato 1 145,900 101,900 50 -50 -18 -5
[Cs]Glutamato 1 148,845 130,700 50 50 -18 -7
Argininosuccinato 1 289,000 270,700 50 -60 -16 -5
[**C4]Argininosuccinato 1~ 293,000 274,700 50 60  -16 -5

Acido Benzdico (PI) 120,900 76,900 150 -60 -20 -1
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Citotoxidade do fumarato

Células BEAS-2B, negativas para Mycoplasma sp (Figura 4A), foram expostas ao fumarato
nas concentracdes de 0,1 mM, 1 mM, 5 mM e 10 mM ao longo de 144 horas (a morfologia das
células ao longo da exposicdo estd aprentada na Figura 4B), para avaliacdo da citotoxicidade
(ensaios do cristal violeta e MTT) (Figuras 5 e 6). O ensaio de reducdo de MTT é um ensaio de
viabilidade celular, no qual, basicamente, células vidveis com metabolismo ativo convertem o
reagente MTT em um produto de coloracdo, enquanto células mortas ndo sdo capazes de realizar
essa conversdo. Esse mecanismo envolve atividade de enzimas mitocondriais, e assim 0 ensaio
pode ser uma forma de mensurar a atividade mitocondrial. A analise de Population Doubling
Time (PDT) foi feita para avaliar o tempo que as células levam para se duplicar ao longo da
exposicdo (Figura 7). Nao houve diferenca no comportamento das células ao longo do
tratamento. Uma vez que todas as concentracfes se mostraram nao citotoxicas (Figuras 5 e 6),
foram selecionadas as concentracdes de 1 mM, 5 mM e 10 mM para as incubacdes subsequentes.

A B

500 pb
100 pb

Figura 4 — A. Eletroforese em gel de agarose 3%. PCR para teste de Mycoplasma sp no meio de cultura.
PM = padréo de peso molecular com tamanho de 1000 pares de base (pb); CN = controle negativo; CP =
controle positivo; amostras Al e A2. B. Imagens de microscopia para visualizagdo da morfologia celular

apos suplementacdo do meio de cultura de células BEAS-2B com fumarato (1, 5 10 mM) por 144 horas.
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Figura 5 — Crescimento das células BEAS-2B expostas a fumarato (0,1, 1, 5 e 10 mM). As analises foram

feitas utilizando o método do CVD conforme descrito em Material e Métodos. Asteriscos indicam a

significancia das diferengas entre o grupo exposto ao fumarato e o grupo controle em cada tempo,

ANOVA com teste de comparagdes multiplas de Sidak, * p < 0,05; N=4ou 5.
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Figura 6 — Atividade mitocondrial de células BEAS-2B expostas a diferentes concentracfes de fumarato.
A analise da atividade da cadeia respiratéria mitocondrial utilizando o ensaio do MTT foi realizada
conforme descrito em Material e Métodos. Asteriscos indicam a significancia das diferencgas entre o grupo
exposto ao fumarato e o grupo controle em cada tempo, ANOVA com teste de comparagdes maltiplas de
Sidak, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001; N =4 ou 5.
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Figura 7 — Tempo de duplicacdo da populacdo de células (PDT, média + desvio padrao) calculado para o

periodo de crescimento exponencial (72 a 120 h).

Um estudo realizado por Forster e colaboradores (2013) foi feito utilizando a linhagem de
mastocitos humanos (HMC-1) incubada com diferentes concentracdes de dimetilfumarato
(DMF), tendo sido verificada a inducdo de apoptose depois de 24 h e 48 h. A exposi¢do ao DMF
(25 pg/mL) aumentou significantemente a expressdo de proteinas pro-apoptoticas, demonstrando
0 envolvimento da via apoptotica mitocondrial na execucdo de morte celular em resposta ao
DMF (FORSTER et al., 2013). DMF é, no entanto, um derivado do fumarato que atravessa
facilmente a membrana plasmatica (ZHENG et al., 2015). Esteres de fumarato, como
dimetilfumarato, tém apresentado propriedades anti-tumorigénicas (KALUZKI et al., 2016).

Em outro estudo foi investigada a viabilidade de uma linhagem de célula endotelial
vascular umbilical humana, avaliada pela contagem de células em azul de tripan, depois de 24 h
de incubacdo com fumarato ou succinato (0,01 ou 10 nmol/mL). Ndo foi observado efeito de
succinato e fumarato na viabilidade celular (GARRIGUE et al., 2017). Os dados que obtivemos
estdo de acordo com esse estudo.

Na sequéncia, as células foram expostas a fumarato nas concentracdes de 1, 5 e 10 mM
para as analises do ciclo celular em 24, 72, 96 e 144 h (Figura 8).

Foi observada diminuicdo da populacdo de células na fase GO/G1 ap6s exposicdo a 5 e 10
mM de fumarato por 96 e 144 h. Pequenas alteracdes nas porcentagens de células nas fases S e

G2/M (aumento na fase S, aumento ou diminuicdo na fase G2/M) foram observadas nas
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exposigdes a 1 e 5 mM de fumarato por 24, 72 e 96 horas. Essas alteracdes demonstram paradas
no ciclo, que podem ocorrer em decorréncia de danos sofridos pelas células e a necessidade de
reparo. Os dados estdo de acordo com a observagéo da baixa citotoxicidade do fumarato.

A maioria das células somaticas, quando quiescentes, ficam na fase GO do ciclo celular.
Em seguida ao estimulo mitogénico, as células entram na fase G1, onde se preparam para iniciar
a replicacdo do DNA. Posteriormente, entram na fase S, na qual duplicam o DNA, passam para a
fase G2 e a mitose, na qual o contetido celular ¢ dividido em duas células-filhas (KAPLON; VAN
DAM; PEEPER, 2015). O desenvolvimento do cancer envolve uma desregulacao do ciclo celular
(ZHAO et al., 2018). O controle do ciclo celular esta intimamente relacionado com a regulagao
de vias metabolicas para permitir a sobrevivéncia e a proliferacdo das células (KAPLON; VAN
DAM; PEEPER, 2015). Hipdxia ou fatores transcricionais induzidos por hipoxia podem alterar a
progressao do ciclo celular e provocar parada em G1/S. Em um estudo de silenciamento de prolil
hidroxilase (PHD) foi observado aumento da populacéo de células na fase G1 quando submetidas
a hipdxia cronica, sugerindo o envolvimento de HIF-1a na regulacéo do ciclo celular (JEONG et
al., 2018).
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Figura 8 — Analise do ciclo de células BEAS-2B expostas a fumarato (1, 5 e 10 mM) por 24, 72, 96 e 144
h (N=4). As fases do ciclo celular (subG0, G0/G1, S e G2/M) e as porcentagens de células em cada fase
estdo apresentadas. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, **** p < 0.0001 em relagdo ao controle,

ANOVA com teste de comparages multiplas de Dunnett.
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4.2 Analise da transformagcéo de células BEAS-2B expostas a fumarato

E bem estabelecido na literatura que a capacidade de crescimento independente de ancoragem
de células transformadas em um meio semissolido reflete sua tumorigenicidade in vivo (DING et
al., 2009). Somente as células epiteliais transformadas crescem independentemente da
ancoragem. Assim, com o intuito de observarmos se fumarato induz a transformacéo das células
BEAS-2B, foi feito o ensaio de crescimento das células em meio semissélido (soft agar) ap6s o
periodo de exposicdo ao fumarato. Observou-se a formacdo de coldnias em soft agar apds o
periodo de sete dias (168 h) de exposicdo. As colbnias aparecem mais agrupadas nos grupos
expostos ao fumarato em comparacdo ao controle (Figuras 9A). Os dados apresentados na
Figura 9B sdo representativos de 2 experimentos independentes realizados em triplicata e

quintuplicata.
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Figura 9 — A. Imagens de microscopia para visualizacdo das colénias crescidas no soft agar. B. Contagem
de colbnias em meio semissolido soft-agar apds 168 h de exposicdo das células BEAS-2B a diferentes
concentragdes de fumarato, e do grupo controle (N = 5). Asteriscos indicam a significancia das diferencas
entre o grupo exposto ao fumarato e o grupo controle, ANOVA com teste de comparagdes maltiplas de
Sidak, *p < 0.05, ****p < 0.0001.

Apo6s a observacdo microscopica do agrupamento das coldnias, resolveu-se analisar a
capacidade de invasdo em camara de Boyden (transwell). Colbnias retiradas do soft agar
(provenientes das incubagfes prévias dos grupos controle, 1 mM, 5 mM e 10 mM de fumarato)

foram cultivadas (Figura 10A) e, apds 90 dias em cultura, as células foram submetidas ao ensaio
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de invasdo em camara de Boyden (transwell) conforme o desenho experimental apresentado na
Figura 10B. Foi verificado que as células das colbnias decorrentes das exposices ao fumarato
apresentaram um aumento significante de invasdo em comparagdo com o grupo controle (Figura
10C). Além disso, as células expostas a 5 mM de fumarato apresentaram, apds crescimento em
soft-agar e 90 dias em cultura, tempo de duplicacdo menor do que o controle, enquanto as
expostas a 10 mM de fumarato apresentaram tempo de duplicacdo maior do que o controle
(Figura 10D). Observou-se também diminuicdo do tempo da divisdo celular em comparagdo com
0 PDT das células anteriores ao soft-agar (Figura 10D, comparar com Figura 7). Os dados
mostram a persisténcia dos efeitos da exposicdo ao fumarato apds um longo periodo de ndo

exposic¢éo (15 dias no soft-agar + 90 dias em cultura).

A metastase € uma das peculiaridades do cancer que marca o inicio da disseminacao tumoral,
sendo observada a migracao, invaséo e sobrevivéncia do tumor em tecidos distantes do tecido de
origem. A desregulacdo da atividade de fumarato hidratase (FH) e o acimulo de fumarato tem
papel na inducdo da transicao epitélio mesenquimal (EMT). Em outro estudo foram comparadas
celulas UOK262 deficientes em FH com células UOK262 com a FH reconstituida e foi
observado aumento da migracdo das células deficientes em FH em comparacdo a linhagem de
células com a FH reconstituida. A desregulacdo da atividade da FH com inducdo de EMT pode
ocorrer em outros tipos de tumor, incluindo neuroblastoma, cancer colorretal e cancer de pulméo
(SCIACOVELLI et al., 2017).
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Figura 10 — A. Colénias removidas do soft-agar e que foram, na sequéncia, mantidas por 90 dias em
cultura, com repiques realizados ao atingirem a confluéncia. B. Esquema do desenho experimental para 0s
ensaios de transformacdo e invasdo de células BEAS-2B. Colbnias crescidas no meio semissélido soft-
agar foram coletadas e cultivadas separadamente em pocos para cada grupo de exposigao prévia (controle,
1 mM, 5 mM e 10 mM). Apds a aderéncia das colnias nos pogos, células crescidas ao redor da colonia
foram cultivadas durante 90 dias com trocas do meio de cultura a cada 72 horas e tripsinizagdo ao
atingirem 80% de confluéncia. Para o ensaio de transwell, essas células foram tripsinizadas e plaqueadas
para a cAmara de Boyden. C. Andlise da invasdo em cadmara de Boyden (transwell) das células das
col6nias apo6s 90 dias em cultura. D. Population Doubling Time (PDT) das células obtidas a partir das
colbnias, apos 90 dias em cultura. Asteriscos indicam a significancia das diferengas entre 0 grupo exposto
ao fumarato e o grupo controle, ANOVA com teste de comparac¢Ges multiplas de Sidak, *p < 0,05, **p <
0,01; N=3o0u 4.

4.3 Efeito do fumarato em marcas epigenéticas
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O actimulo de fumarato induz a inativagao das enzimas TETs em células deficientes em FH, o
que pode levar a hipermetilacdo de ilhas CpG (SCIACOVELLI; FREZZA, 2016; FUHLER,;
EPPINGA; PEPPELENBOSCH, 2017). Entretanto, dados sobre os niveis de 5-hmC em estudos
com células deficientes em FH sdo controversos. Por exemplo, em um estudo com células
deficientes em FH ndo foi encontrada diferenca de niveis de 5-hmC (GUITART et al., 2017),
enquanto que os niveis de 5-hmC se mostraram aumentados em células UOK262
(SCIACOVELLLI et al., 2017). Por outro lado, foi verificado que o acumulo de fumarato em
células mutadas para fumarato hidratase leva a inibicdo da hidroxilacdo de 5-mC no DNA (XIAO
et al., 2012).

Assim, quantificamos aqui os niveis globais de 5-mC e 5-hmC no DNA das células BEAS-2B
expostas ao fumarato. Os niveis de 5-mC se mostraram inalterados no DNA das células expostas
por 168 h as diferentes concentragcdes de fumarato, assim como no DNA extraido das células que
cresceram no soft-agar. Entretanto, como esperado em decorréncia da inibicdo de enzimas TET,
houve reducdo dos niveis de 5-hmC no DNA das células incubadas com fumarato em
comparagdo com o controle. Essa alteracdo foi verificada imediatamente apds o periodo de 168 h
de exposicdo (Figura 11A), 22 dias apés o fim do periodo de exposicdo (Figura 11B), e nas
células crescidas no soft-agar (Figura 11C), indicando persisténcia da alteracdo apos o fim da

exposi¢édo ao fumarato.
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Figura 11 — A. Quantificagdo de 5-mC e 5-hmC no DNA das células BEAS-2B apés 168 h de exposi¢éo a
diferentes concentragbes de fumarato, e do grupo controle (N = 3 a 5). Os dados foram obtidos como
descrito em Material e Métodos. Sem diferencas estatisticas, ANOVA com teste de comparagdes maltiplas
de Dunnett. B. Quantificacdo de 5-mC e 5-hmC no DNA das células BEAS-2B que permaneceram em
cultura por 22 dias ap6s 168 h de exposi¢do a diferentes concentracdes de fumarato, e do grupo controle
(N = 3 a 5). Os dados foram obtidos como descrito em Material e Métodos. *p < 0.05, **p < 0.01,
ANOVA com teste de comparag@es multiplas de Dunnett. C. Quantificacdo de 5-mC e 5-hmC no DNA
das células BEAS-2B que cresceram no soft-agar apds 168 h de exposicdo a diferentes concentracoes de
fumarato, e do grupo controle (N = 3 a 5). Os dados foram obtidos como descrito em Material e Métodos.

Sem diferencas estatisticas, ANOVA com teste de compara¢des multiplas de Dunnett.
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4.4 Efeito do fumarato no estresse redox celular

Fumarato € um composto carbonilico a,B-insaturado que pode modificar nucleéfilos via
adicdo de Michael, sendo, portanto, reativo. A reacdo melhor descrita do fumarato com um
nucleéfilo é a sua ligacdo a residuos de cisteina, conhecida como succinacdo. Assim, glutationa
(GSH) é um alvo importante para succinacéao, sendo o produto conhecido como GSF ou succinic-
GSH, resultante da adicdo do carbono B do fumarato a sulfidrila da cisteina. Altos niveis de
fumarato podem, portanto, favorecer a ocorréncia de estresse redox por impedir que GSH exerca
sua acdo antioxidante. Adicionalmente, a restauracdo de GSH a partir de GSF consome NADPH,
0 que também diminui a capacidade antioxidante da célula. Residuos de cisteina em proteinas
podem ser também succinados em tumores que apresentam altos niveis de fumarato. Uma das
proteinas que pode sofrer tal succinacdo € a proteina KEAP1, que mantém o fator nuclear
eritroide2 relacionado ao fator 2 (fator de transcricdo Nrf2) no citoplasma. A succinacdo de
KEAP1 permite a liberacdo e translocacdo de Nrf2 para o ndcleo e o inicio da transcricdo de
genes para melhorar a capacidade antioxidante da célula e proteger contra dano excessivo. Esse
aumento da capacidade antioxidante pode, por sua vez, aumentar a tolerancia de células
transformadas aos metabodlitos reativos gerados na reprogramacdo metabdlica do processo
carcinogénico e, assim, favorecer a promoc¢éo e progressdo tumorais (SULLIVAN; GUI; VAN
DER HEIDEN, 2016).

Assim, duas analises foram realizadas a fim de entender se fumarato nas concentracGes
utilizadas induz estresse redox nas células BEAS-2B: a quantificacdo da geracdo de ROS
intracelular e a quantificacdo do malonaldeido (MDA), um produto da peroxidagéo lipidica, no
meio de crescimento das células.

A quantificacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) intracelular foi realizada apos
exposicdo das células a 1, 5 e 10 mM de fumarato por 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 h. Segundo
essa analise, observou-se diminuicdo da geracdo de ROS nas células expostas a fumarato (Figura
12).

Entretanto, ao verificar os niveis de MDA no meio de cultura, também apds exposicdo das
célulasa 1, 5 e 10 mM de fumarato por 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 h, observou-se aumento do
dano oxidativo a partir de 72 h de exposicao (Figura 13).

Uma vez que o dano oxidativo resulta do desbalanco entre a geracdo de ROS e as defesas

antioxidantes a favor dos primeiros, os dados indicam que apesar da menor geracdo de ROS na



78

presenca de fumarato, o sistema antioxidante das células pode estar comprometido, como
explicado acima, o que resulta no dano observado. A quantificacdo de MDA nos permite a
visualizacdo do dano gerado ao longo das 24 h anteriores a coleta do meio de cultura. A anélise
da geracdo de ROS utilizando DCFH, por sua vez, sé nos permite verificar a geracdo de ROS no
periodo em que as células se encontram na presenca de DCFH, que foi de 1 h. Sendo assim, a

quantificacdo de MDA nos fornece informagdo mais completa sobre o estado redox das células.



. 80001
E ¢
c =
]
n «
© o
< = 60004
. a
; o
s 2
° 40004
o E
° <
@ o
o N
» b 2000
e
° 3
2 R
w 0
2
<
&

Fluorescence(h,,. 485 nm,
Memi 528 nm)iug protein

o
N
o
- 5000
E ¢
s £
% o 40004
B
x o
s 3000
s 32
¢ £
S
o S 2000
o
o o~
o ©
@ - 10004
s ¢
=
w o+
OQ\:\
)
- 30001
E ¢
c =
]
w 2
© =}
® 2
&
¢ o 20007
H
< 2
¢ £
S
° <
¢ © 1000
6 X
o »
o
o 5
=
w 04
&
N

24 h

*%

120 h

168 h

ok

N
72 h
8000
6000
4000
2000 -
0

Hokkk

Hkkk

Fluorescence(hg,, 485 nm,

Fluorescence(hq,. 485 nm,

Fluorescence(h,,. 485 nm,

Nemi 528 nm)/ug protein

Aemi528 nm)/pg protein

Aemi528 nm)/pg protein

2500

2000

1500

1000

50001

4000+

30004

20004

10004

30001

2000

10004

96 h

144 h

79

Figura 12 — Analise da geracdo de ROS intracelular em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72, 96,

120, 144 e 168 h a fumarato (1, 5 e 10 mM), grupo controle, e grupo controle positivo com perdxido de

hidrogénio (H202), N = 5. Média + erro padrdo, one-way ANOVA com teste de comparagdes multiplas de

Sidak, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001 em relacdo ao controle.
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Figura 13 — Niveis do produto MDA-DNPH no meio de cultura ao longo de 168 h de exposi¢do das
células BEAS-2B a 1, 5 e 10 mM de fumarato e no grupo controle, N = 4 ou 5, média + erro padrdo.
Asteriscos indicam a significancia das diferencas entre o grupo exposto ao fumarato e o grupo controle em
cada tempo, ANOVA com teste de comparacdes multiplas de Sidak, *p < 0.05, **p < 0.01, ***P < 0,001.

4.5 Efeito do fumarato em vias metabolicas de células BEAS-2B

E bem descrito na literatura que a deficiéncia de FH leva & diminuicdo da respiracdo
mitocondrial (FREZZA et al., 2011; TYRAKIS et al., 2017). Foi verificado que a falta da enzima
fumarato hidratase diminui o consumo de oxigénio na cadeia respiratoria e que altas
concentracBes intracelulares de fumarato bloqueiam o acesso do succinato ao sitio ativo da
succinato desidrogenase (TYRAKIS et al., 2017). Sabe-se que fumarato tem afinidade pelo sitio
de ligacdo do succinato a succinato desidrogenase (SDHA) (FREZZA et al., 2011). O fenttipo
metabolico de células deficientes em FH pode favorecer a resisténcia das células a condi¢bes ndo

favoraveis para a funcdo mitocondrial, incluindo hipoxia, sendo uma alteracdo que pode
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contribuir para a progressdo tumoral (TYRAKIS et al., 2017). Entretanto, ndo ha relatos sobre
efeitos de altas concentragcdes de fumarato na modulacdo do metabolismo de células ndo
deficientes em FH.

Um primeiro passo para a analise da modulacdo metabdlica induzida pelo fumarato foi a
avaliacdo da taxa de consumo de glicose pelas células expostas por 24, 48, 96 e 144 h a fumarato
(I mM, 5 mM e 10 mM). Ao contrério do esperado considerando-se os estudos com células
deficientes em FH, ndo foram observadas diferengas significativas entre os grupos (Figura 14).
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Figura 14 — Analise da taxa de consumo de glicose de células BEAS-2B apds 24, 48, 96 el144 horas de
incubacdo com diferentes concentragdes de fumarato e do grupo controle, N=4. Asteriscos indicam a
significancia das diferengas entre o grupo exposto ao fumarato e o grupo controle em cada tempo,

ANOVA com teste de comparages multiplas de Sidak, *p < 0.05.

Procurando entender se a exposicao das células ao fumarato poderia levar a alterac6es dos

niveis intracelulares de metabolitos resultantes das reacBes do fumarato e se essas alteracGes
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teriam efeito no balanco energético celular e em niveis de alguns nucleotideos, nucleosideos e
aminoécidos relacionados a processos de transformacdo celular, quantificamos fumarato,
arginina, argininosuccinato, aspartato, asparagina, glutamina, glutamato, malato, succinato,
citrato, lactato, 2-L-hidroxiglutarato, NAD*, NADP*, adenosina, AMP, ADP e ATP nas células
expostas a 1, 5 e 10 mM de fumarato por 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 h (Figuras 15 a 36).

Na Figura 15 é apresentada uma visdo geral da modulagdo dos niveis médios das
moléculas quantificadas. O detalhamento dos niveis com as analises estatisticas sdo apresentados
nas Figuras 16 a 36.

Verificamos aumento das concentragdes intracelulares de fumarato principalmente nas
células expostas a 5 e 10 mM, sendo percebido algum aumento (sem diferenca estatistica) nas
células expostas a 1 mM em periodos maiores de exposi¢do (120 e 168 h), como apresentado na
Figura 16. Essa alteracdo nos indica que as células absorvem o fumarato presente no meio de
cultura.

De acordo com a Figura 3 (Introdugéo), fumarato no citoplasma pode reagir com arginina
e gerar argininosuccinato pela acdo reversa da argininosuccinato liase (ASL). Os niveis de
arginina e argininosuccinato sdo apresentados nas Figuras 17 e 18. Observou-se aumento dos
niveis de argininosuccinato principalmente nas celulas expostas as concentracfes de 5 e 10 mM
de fumarato, mas algum aumento néo significativo foi também observado nas células expostas a
1 mM de fumarato a partir de 48 h (Figura 18). Esperava-se que ao reagir com fumarato, 0s
niveis intracelulares de arginina diminuissem. Ao contrario, observamos aumento principalmente
nas células expostas a 10 mM de fumarato.

Estudos com subtipos de leiomioma demonstraram que a deficiéncia de fumarato
hidratase (FH) leva a aumento significativo de argininosuccinato, que € utilizado como
biomarcador para tumores com deficiéncia na atividade da enzima FH (HEINONEN et al., 2017).

Outras moléculas que podem ter seus niveis alterados em virtude da presenca de excesso
de fumarato no citoplasma sdo aspartato e asparagina (Figura 3). Os niveis de aspartato séo
apresentados na Figura 19. Observou-se diminui¢do dos niveis de aspartato para as diferentes
concentracdes de fumarato em 24 e 48 h, seguida por normalizacdo e pequenos aumentos nao
estatisticamente diferentes do controle. No caso da asparagina, a Unica alteracdo significativa em
relacdo ao controle foi seu aumento apds 24 h de exposicdo a 10 mM de fumarato (Figura 20). A

geracdo de asparagina a partir de aspartato foi verificada como importante para prevengdo da



83

apoptose em células de cancer (SULLIVAN; GUI; VAN DER HEIDEN, 2016). E possivel que a
exposicdo ao fumarato tenha algum efeito sobre a modulagdo das fontes intracelulares de
aspartato, de modo que o nivel observado ndo seja diferente do controle. A melhor compreensdo
dessa modulacédo sera possivel ao se analisar os isotopos das moléculas resultantes da exposicao a
[3C4]fumarato mais adiante.

Arginina, asparagina e argininosuccinato s&o produtos formados a partir do aspartato no
citoplasma (Figura 3). Assim, o aspartato gerado pode ser consumido em uma taxa maior. A
sintese de aspartato pode depender do fluxo de glutamina pelo ciclo de Krebs (Figura 37) e da
transaminacdo de glutamato na matriz mitocondrial (Figura 38), e tem papel fundamental na
sintese de purinas e pirimidinas (ALTMAN; STINE; DANG, 2016).

Observa-se nas Figuras 21 e 22 que a exposi¢do ao fumarato leva ao aumento dos niveis
de glutamina (24 — 96 h) e diminuicdo dos niveis de glutamato nas ceélulas. A razdo
glutamina/glutamato encontra-se aumentada em diferentes periodos de exposicdo das células as
diferentes concentracbes de fumarato. E possivel que haja inibicdo da conversdo de glutamina
para glutamato pela glutaminase (GLS) e consumo de glutamato gerando aspartato na matriz
mitocondrial, que pode ser transportado para o espago intermembranas para completar o shuttle
malato-aspartato ou gerar outros aminoacidos (asparagina, argininosuccinato, arginina) e
nucleotideos no citosol (Figuras 37 e 38). A diminuicdo do nivel de glutamato pode diminuir a
geracdo de aspartato por essa via.

Glutamina disponibiliza carbono e nitrogénio para muitas reacdes biossintéticas, como
sintese de lipideos, aminoacidos e nucleotideos. Glutamato participa na biossintese de prolina,
aspartato, alanina e serina, disponiveis para a sintese de cisteina, glicina, asparagina e arginina.
Glutamato € um dos trés aminoacidos que constituem a glutationa. Esses aminoacidos
desempenham um papel importante em muitos aspectos do metabolismo tumoral (Figuras 39 e
40) (CHOI; COLOFF, 2019).

Fumarato, no ciclo de Krebs, é convertido a malato pela fumarato hidratase. Observou-se
grande aumento dos niveis de malato nas células expostas a 5 € 10 mM de fumarato ao longo do
tempo (Figura 24). Essa observacdo nos indica que o fumarato absorvido pelas células chega as
mitocéndrias e entra no ciclo do &cido tricarboxilico, o que pode favorecer a geracdo de ATP por

essas células.
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Além de ser convertido para malato no ciclo de Krebs, h4 estudos mostrando que, em
condicdo de hipoxia e falta de nutrientes, fumarato pode ser convertido para succinato pela
atividade reversa da succinato desidrogenase (FINDER; HARDIN, 1999; SAKAI et al., 2012).
Essa reducdo de fumarato para succinato pela atividade fumarato redutase do complexo Il da
cadeia de transporte de elétrons permite a respiragdo celular (geracdo de ATP) sob baixa
disponibilidade de O, (FINDER; HARDIN, 1999; SRIDHARAN et al., 2008; SAKAI et al.,
2012). A respiracdo celular utilizando fumarato como aceptor final de elétrons da cadeia
respiratoria tem se mostrado presente em células de cancer (SAKAI et al., 2012).

Os niveis de succinato sdo apresentados na Figura 25. Observa-se um discreto aumento
nas células expostas a fumarato em diferentes periodos, havendo diferenca estatistica do grupo
exposto por 96 h a 10 mM de fumarato em relacéo ao controle. A concluséo sobre se fumarato é
reduzido diretamente para succinato pela acdo reversa da succinato desidrogenase sera
apresentada mais adiante com as analises dos produtos resultantes da exposi¢do das células a
[3C4]fumarato.

Na sequéncia de reacdes no ciclo de Krebs, a partir do malato, temos a geracdo de
oxaloacetato e citrato. Foi possivel observar aumento dos niveis de citrato nas células expostas a
10 mM de fumarato ao longo do tempo (Figura 26). Citrato € necessario para a sintese de acidos
graxos e seu aumento pode favorecer reacdes anabdlicas importantes para a tumorigénese.

Lactato apareceu aumentado somente na exposicdo a 5 mM de fumarato por 72 h e
diminuido na exposicdo a 10 mM de fumarato por 96 h (Figura 27). A ndo alteracdo dos niveis
de lactato esta de acordo com a ndo alteracdo da taxa de consumo de glicose nas células expostas
a fumarato (Figura 14). A entrada do fumarato exdgeno no ciclo de Krebs deve diminuir a
necessidade de utilizacdo de glicose para obtencdo de energia. Assim, as células na presenca de
fumarato ao longo de 7 dias ndo apresentaram o efeito Warburg.

O oncometabolito 2-L-hidroxiglutarato foi detectado em niveis aumentados nas células
expostas a fumarato por 48 e 96 h (Figura 28). Sabe-se que mutacGes na enzima isocitrato
desidrogenase produzem 2-D-hidroxiglutarato que inibe a diferenciacdo celular. Ja a limitacéo de
oxigénio leva ao acumulo de 2-L-hidroxiglutarato, que pode facilitar a adaptacdo fisiologica a
hipdxia em células do cancer ou normais (INTLEKOFER et al., 2017).

Diminuicdo dos niveis de NAD* e NADP™ foi observada em alguns periodos de exposicao

a fumarato (Figuras 29 e 30).
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O conteddo de NAD* tem sido inversamente correlacionado com o fendtipo maligno
(POLJSAK, 2016). Dados de diferentes estudos experimentais mostram que estratégias para
aumentar os niveis de NAD®, tais como super expressdo de nicotinamida mononucleotideo
adenililtransferase  (NMNAT) ou suplementacdo com nicotinamida (NAM), nicotinamida
ribosideo (NR) ou acido nicotinico (NA), inibem o crescimento tumoral ou metéastase (RAJIMAN;
CHWALEK; SINCLAIR, 2018; GALBRAITH et al., 2019). A diminuicdo dos niveis de NAD"
nas células expostas a fumarato pode levar a alteracBes de diversos processos celulares
fundamentais regulados por enzimas (poli-ADP-ribose-polimerases, ADP-ribose transferases,
sirtuinas, ADP-ribose ciclico sintetases) que utilizam NAD* como co-substrato (BELENKY;
BOGAN; BRENNER, 2007) e favorecer, em conjunto com as demais alteracbes aqui
apresentadas, a transformacéo celular.

Adenosina foi detectada em niveis aumentados nas células expostas a fumarato em
diferentes periodos (Figura 31). Adenosina faz parte das estruturas de AMP, ADP, ATP, acido
ribonucleico (RNA), coenzimas como NAD e FAD, mensageiros secundarios como cAMP, e é
um metabolito de vias bioquimicas como a via de transmetilacdo (BOISON, 2013). CondicOes de
estresse levam ao aumento dos niveis de adenosina por meio da quebra dos nucleotideos de
adenina. Adenosina, por sua vez, exerce feedback negativo sobre a demanda metabolica das
células, resultando em restabelecimento da homeostase energética. O aumento dos niveis de
adenosina pode ocorrer por desfosforilagdo de AMP via 5’-nucleotidase ou por quebra de S-
adenosil-homocisteina (SAH) via SAH-hidrolase na via de transmetilacio (DNA
metiltransferases, por exemplo, transferem o grupo metila de S-adenosilmetionina para citosina
no DNA, liberando SAH que € quebrada para adenosina e homocisteina via SAH-hidrolase). As
principais vias de remoc¢do da adenosina sdo a sua desaminacdo para inosina via adenosina
deaminase (alto Km) ou a sua fosforilacdo para AMP via adenosina quinase (ADK, baixo Km). Foi
verificado que pequenas alteracbes na atividade de ADK resultam em grandes alteracGes dos
niveis de adenosina. ADK atua como sensor do estado energético e equilibrio bioenergético da
célula e como um gatilho determinando niveis de adenosina para ajustar a demanda metabdlica a
energia disponivel. A suplementacdo de células com adenosina tem efeito citotoxico. Células de
cancer de mama humano (MCF-7) expostas a adenosina sofreram apoptose por via intracelular,
independente da ativacdo de receptores de adenosina. Foi sugerido que o efeito citotoxico seja

dependente da fosforilacdo da adenosina para AMP (via ADK) seguida da ativacdo da via
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apoptética intrinseca/mitocondrial. Citotoxicidade da adenosina também foi verificada em células
de cancer gastrico humano, com ativacdo da via apoptotica intrinseca pela ativagdo de proteina
quinase ativada por AMP (AMPK) (BOISON, 2013). No caso das células BEAS-2B expostas a
fumarato, o aumento dos niveis de adenosina ndo levou a citotoxicidade. Como a citotoxicidade
da adenosina esté relacionada a ativacdo de AMPK, que depende do aumento dos niveis de AMP,
a explicacdo pode estar no fato de o aumento dos niveis de adenosina nas células expostas a
fumarato ndo ser acompanhado pelo aumento dos niveis de AMP (Figura 32). Ao contrario, as
células expostas a fumarato apresentaram diminuigdo dos niveis de AMP em diferentes periodos.

E interessante notar que o aumento dos niveis de adenosina desloca a reacio da SAH-
hidrolase para a sintese de SAH, que é um potente inibidor de metiltransferases, incluindo DNA
metiltransferases (BOISON, 2013). Nas analises dos niveis totais de 5-mC e 5-hmC no DNA das
células, verificamos que a diminuigédo dos niveis de 5-hmC nédo foi acompanhada de aumento dos
niveis de 5-mC (Figura 11). E possivel que além da inibigio das enzimas TET por fumarato,
tenhamos indiretamente a inibicdo de DNA metiltransferases pelas alteracbes metabdlicas
induzidas na presenca de fumarato.

As alteracfes metabdlicas na presenca de fumarato descritas acima contribuiram para a
manutencdo do balanco energético das células, ou mesmo para um saldo positivo de energia. E
possivel observar nas Figuras 35 e 36 que em alguns periodos as razes ATP/AMP e ATP/ADP
se encontram aumentadas em relacdo ao controle. Essa modulagcdo pode estar relacionada a
entrada de fumarato no ciclo de Krebs, que pode favorecer maior atividade da cadeia respiratéria

mitocondrial e fosforilacdo oxidativa.
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Figura 15 — Viséo geral dos niveis das moléculas quantificadas nas células BEAS-2B expostas por 24, 48,

72, 96, 120, 144 e 168 h a 1, 5 e 10 mM de fumarato e grupo controle. S&o apresentadas as médias ao

longo do tempo. Os maiores niveis em cada linha sdo apresentados na cor vermelha intensa. E possivel
visualizar altera¢fes ao longo do tempo para os periodos 48 — 96 h e 120 — 168 h.



88

Fumarate 24 - 168h

150+ -»- Control
= 1mM
c 5mM
2 1004 - 10 mM
°
o
o
=
5 504
g
LN
0 e
0 24 48 72 96 120 144 168
Time (h)
Fumarate - 24 h Fumarate - 48 h Fumarate - 72h Fumarate - 96h
100 - B0 13- *x
v *rr v
c 80 c o ax c i v .
- 8 A § 0 §
B a0 % H $ :
2 g 4 ' 7 g
i C e i Fo
g 2 Ve ¥ o =
) E - = . i N 3
W e . | w -
& & LA A A
Fumarate - 120 h Fumarate - 144 h Fumarate - 168 h

mol jug protein
B oa e o»
-

'|‘|"">

pmal g protein
pmolfsg pretain

Figura 16 — Niveis de fumarato em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72, 96, 120, 144e 168 hal,5
e 10 mM de fumarato e grupo controle. Sdo apresentados os niveis ao longo do tempo e, separadamente,
0s niveis em cada periodo para visualiza¢do das alterages significativas. Média + erro padrao, one-way
ANOVA com teste de comparacdes maltiplas de Sidak, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P <
0,0001 em relacgdo ao controle.
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Figura 17 — Niveis de arginina em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72, 96, 120, 144e168hal,5e€
10 mM de fumarato e grupo controle. Sdo apresentados os niveis ao longo do tempo e, separadamente, 0s
niveis em cada periodo para visualizacdo das alteracGes significativas. Média + erro padrdo, one-way
ANOVA com teste de comparacBes multiplas de Sidak, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P <
0,0001 em relagdo ao controle.
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Figura 18 — Niveis de argininosuccinato em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72, 96, 120, 144 ¢ 168
hal 5e 10 mM de fumarato e grupo controle. Sdo apresentados os nhiveis ao longo do tempo e,
separadamente, os niveis em cada periodo para visualizagdo das alteragdes significativas. Média * erro
padrdo, one-way ANOVA com teste de comparacdes multiplas de Sidak, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P <
0,001, ****P < 0,0001 em relacdo ao controle.
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Figura 19 — Niveis de aspartato em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72, 96, 120, 144e168hal, 5
e 10 mM de fumarato e grupo controle. Sdo apresentados 0s niveis ao longo do tempo e, separadamente,
0s niveis em cada periodo para visualiza¢do das alterages significativas. Média + erro padrao, one-way
ANOVA com teste de compara¢des multiplas de Sidak, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P <
0,0001 em relagdo ao controle.
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Figura 20 — Niveis de asparagina em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 ha 1,
5 e 10 mM de fumarato e grupo controle. S&o apresentados os niveis ao longo do tempo e, separadamente,
0s niveis em cada periodo para visualiza¢do das alteragdes significativas. Média + erro padrao, one-way
ANOVA com teste de comparacGes multiplas de Sidak, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P <
0,0001 em relacgdo ao controle.
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Figura 21 — Niveis de glutamina em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72, 96, 120, 144e 168hal, 5
e 10 mM de fumarato e grupo controle. Sdo apresentados 0s niveis ao longo do tempo e, separadamente,
0s niveis em cada periodo para visualiza¢do das alteragdes significativas. Média * erro padrdo, one-way
ANOVA com teste de comparacBes multiplas de Sidak, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P <
0,0001 em relacgdo ao controle.
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Figura 22 — Niveis de glutamato em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72, 96, 120, 144e 168 ha 1, 5
e 10 mM de fumarato e grupo controle. Sdo apresentados 0s niveis ao longo do tempo e, separadamente,
0s niveis em cada periodo para visualiza¢do das alterages significativas. Média + erro padrao, one-way
ANOVA com teste de comparacBes multiplas de Sidak, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P <
0,0001 em relacgdo ao controle.
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Figura 23 — Razdo glutamina/glutamato em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72, 96, 120, 144 ¢ 168

hal 5e 10 mM de fumarato e grupo controle. Sdo apresentados 0s niveis ao longo do tempo e,

separadamente, os niveis em cada periodo para visualizacdo das alteracOes significativas. Média + erro
padrdo, one-way ANOVA com teste de comparacdes multiplas de Sidak, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P <

0,001, ****P < 0,0001 em relacdo ao controle.
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Figura 24 — Niveis de malato em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72, 96, 120, 144e 168hal,5¢€
10 mM de fumarato e grupo controle. Sao apresentados os niveis ao longo do tempo e, separadamente, 0s
niveis em cada periodo para visualizacdo das alteracBes significativas. Média + erro padrdo, one-way
ANOVA com teste de comparacBes multiplas de Sidak, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P <
0,0001 em relagdo ao controle.
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Figura 25 — Niveis de succinato em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72, 96, 120, 144e168hal,5

e 10 mM de fumarato e grupo controle. Sdo apresentados 0s niveis ao longo do tempo e, separadamente,

0s niveis em cada periodo para visualiza¢do das alterages significativas. Média * erro padrdo, one-way

ANOVA com teste de comparacBes multiplas de Sidak, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P <

0,0001 em relagdo ao

controle.
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Figura 26 — Niveis de citrato em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72, 96, 120, 144e 168hal,5¢€

10 mM de fumarato e grupo controle. Sao apresentados o0s niveis ao longo do tempo e, separadamente, 0s

niveis em cada periodo para visualizacdo das alteracGes significativas. Média + erro padrdo, one-way

ANOVA com teste de comparacBes multiplas de Sidak, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P <

0,0001 em relacgdo ao controle.
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Figura 27 — Niveis de lactato em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72, 96, 120, 144e 168hal,5¢€
10 mM de fumarato e grupo controle. Sao apresentados os niveis ao longo do tempo e, separadamente, 0s
niveis em cada periodo para visualizacdo das alteracGes significativas. Média + erro padrdo, one-way
ANOVA com teste de comparacBes multiplas de Sidak, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P <
0,0001 em relagdo ao controle.
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Figura 28 — Niveis de 2-L-hidroxiglutarato em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72, 96, 120, 144 e
168 ha 1, 5 e 10 mM de fumarato e grupo controle. Sdo apresentados os niveis ao longo do tempo e,
separadamente, os niveis em cada periodo para visualizacdo das alteracdes significativas. Média £ erro
padrdo, one-way ANOVA com teste de comparacdes multiplas de Sidak, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P <
0,001, ****P < 0,0001 em relacgdo ao controle.
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Figura 29 — Niveis de NAD" em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72, 96, 120, 144e 168 hal,5¢€
10 mM de fumarato e grupo controle. Sao apresentados o0s niveis ao longo do tempo e, separadamente, 0s
niveis em cada periodo para visualizacdo das alteracGes significativas. Média + erro padrdo, one-way
ANOVA com teste de compara¢des multiplas de Sidak, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P <
0,0001 em relacgdo ao controle.
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Figura 30 — Niveis de NADP* em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72, 96, 120, 144e168hal,5¢e
10 mM de fumarato e grupo controle. Sao apresentados o0s niveis ao longo do tempo e, separadamente, 0s
niveis em cada periodo para visualizacdo das alteracGes significativas. Média + erro padrdo, one-way
ANOVA com teste de comparacBes multiplas de Sidak, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P <

0,0001 em relacgdo ao controle.
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Figura 31 — Niveis de adenosina em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72, 96, 120, 144e 168 hal, 5
e 10 mM de fumarato e grupo controle. Sdo apresentados 0s niveis ao longo do tempo e, separadamente,
0s niveis em cada periodo para visualiza¢do das alterages significativas. Média + erro padrao, one-way
ANOVA com teste de comparacdes multiplas de Sidak, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P <
0,0001 em relacgdo ao controle.
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Figura 32 — Niveis de AMP em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168hal,5¢€
10 mM de fumarato e grupo controle. Sao apresentados os niveis ao longo do tempo e, separadamente, 0s
niveis em cada periodo para visualizacdo das alteracGes significativas. Média + erro padrdo, one-way
ANOVA com teste de comparacBes multiplas de Sidak, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P <

0,0001 em relacgdo ao controle.
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Figura 33 — Niveis de ADP em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72, 96, 120, 144e 168 hal,5¢e 10
mM de fumarato e grupo controle. Sdo apresentados os niveis ao longo do tempo e, separadamente, 0s
niveis em cada periodo para visualizacdo das alteracdes significativas. Média + erro padrdo, one-way
ANOVA com teste de comparacBes multiplas de Sidak, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P <
0,0001 em relacgdo ao controle.
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Figura 34 — Niveis de ATP em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72, 96, 120, 144e 168 hal,5e 10

mM de fumarato e grupo controle. Sdo apresentados os niveis ao longo do tempo e, separadamente, 0s

niveis em cada periodo para visualizacdo das alteracGes significativas. Média + erro padrdo, one-way
ANOVA com teste de comparacBes multiplas de Sidak, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P <

0,0001 em relacgdo ao controle.
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Figura 35 — Razdo ATP/AMP em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72, 96, 120, 144e168hal,5¢
10 mM de fumarato e grupo controle. Sao apresentados o0s niveis ao longo do tempo e, separadamente, 0s
niveis em cada periodo para visualizacdo das alteracGes significativas. Média + erro padrdo, one-way
ANOVA com teste de comparacBes multiplas de Sidak, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P <

0,0001 em relacgdo ao controle.
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Figura 36 — Razdo ATP/ADP em células BEAS-2B expostas por 24, 48, 72, 96, 120, 144e 168 hal,5e

10 mM de fumarato e grupo controle. Sao apresentados o0s niveis ao longo do tempo e, separadamente, 0s

niveis em cada periodo para visualizacdo das alteracGes significativas. Média + erro padrdo, one-way
ANOVA com teste de comparacBes multiplas de Sidak, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P <

0,0001 em relacgdo ao controle.



109

Glutamine
Lipids
~ Acetyl-CoA Nkt
Nucleotides i ucleotides,
A 3 Glutamine ——pp.gicNAc
—
Aspartate €=t Aspartate €= oaa citrate
A RC
Malate €—vmuu malste isocitrate
- ikt f Glutamate=——>{ Glutathione
¢ umarile a-kG e " :
: minotransferase
Pyruvate sucunate/
+ NADPH

Mitochondrion

Cytoplasm

Figura 37 — Destinos metabdlicos da glutamina (Figura retirada de Altman et al., 2016) (ALTMAN;
STINE; DANG, 2016).
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Figura 39 — Via interconectada do metabolismo dos aminoéacidos ndo essenciais. Glutamina e glutamato
tém papel central e podem ser usados para a sintese de outros aminoacidos ndo essenciais. Glutamato pode
ser utilizado para gerar alanina, aspartato, serina e prolina. Aspartato gera asparagina e arginina.

Abreviagdes: GLN = Glutamina; GLU = Glutamato; Phe = fenilalanina; Tyr = tirosina; Ala = alanina; Pro

= prolina; Asp = aspartato; Asn = asparagina; Arg = arginina; Ser = Serina; Gly = Glicina; Met

metionina; Cys = cisteina; a-KG = a-cetoglutarato; ALT1/2 = alanina aminotransferase 1/2; AST1/2
aspartato aminotransferase 1/2; ASNS = asparagina sintetase; GDH = glutamato desidrogenase; GLS =
glutaminase; GS = glutamina sintetase; OAA = oxaloacetato; ASS1 = argininosuccinato sintetase; ASL =

argininosuccinato liase; BCAT1/2 = branched-chain aminotransferase 1/2; PAH = fenilalanina

hidroxilase; PHGDH = fosfoglicerato desidrogenase; PSAT1 = fosfoserina aminotransferase; PSPH

fosfoserina fosfatase; PSCS = pirrolina-5-carboxilase redutase; PRODH = prolina desidrogenase; Pyr
piruvato; 3-PG = 3-fosfoglicerato; 3-PHP = 3-fosfohidroxipiruvato; 3-PS = 3-fosfoserina; SHMT1/2
serina hidroximetiltransferase-1/2; THF = tetrahidrofolato; 5,10-mTHF = 5,10 metilenotetrahidrofolato
(CHOI; COLOFF, 2019).
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Figura 40 — Aminodcidos e processos celulares dos quais participam (CHOI; COLOFF, 2019).

A fim de confirmar que o fumarato extracelular é absorvido pelas células BEAS-2B e
incorporado em vias metabolicas intracelulares, realizamos as exposicdes das células ao is6topo
[*3Cs]fumarato e monitoramos a geragdo de isGtopos de alguns metabdlitos selecionados
apresentados na Tabela 5 de Material e Métodos. Os dados obtidos das analises por HPLC-ESI-
MS/MS estdo apresentados nas Figuras 41 a 47.

Foi possivel confirmar que os niveis intracelulares aumentados de fumarato se devem a
absorcio pelas células do fumarato ([**Cs]fumarato) adicionado ao meio de cultura. Os niveis
enddgenos de fumarato ndo sofreram alteragdo em relacdo ao controle (Figura 41).

O [**C4]fumarato absorvido pelas células entrou no ciclo de Krebs e foi convertido a
[13Cs]malato, também sem induzir alteragdo dos niveis enddgenos de malato (Figura 42).

Foi possivel observar a geracdo de [**Ci]citrato a partir de 24 h de exposicdo a
[*3C4]fumarato, mas em niveis bem menores do que os niveis de citrato enddgeno (Figura 43).
Entretanto, nesse caso, foi detectada diminuicdo do nivel de citrato endégeno em 96 h (diferenca
significativa em relacdo ao controle) e 120 h (diferenca ndo significativa em relagcdo ao controle).
Essas observacdes nos indicam que o excesso de [**Cs]malato gerado a partir de [*3C,]fumarato
pode ser desviado para a sintese de [**Cs]aspartato no shuttle malato-aspartato (Figura 38) ou
que [**C4]citrato seja rapidamente utilizado para a sintese de Acidos graxos, o que nio
monitoramos.

Os niveis de [*C,laspartato aumentaram rapidamente nas células expostas a
[13C4]fumarato (Figura 44), provavelmente via shuttle malato-aspartato, o que esta de acordo

com a observagdo acima. Assim como observado para o citrato, os niveis enddgenos de aspartato



112

diminuiram nas células expostas a [**C4]fumarato (Figura 44). Como os niveis de [*3Ca]aspartato
sdo ainda inferiores aos niveis de [12C,]aspartato (enddgeno), alguma regulagio ocorre no sentido
de diminuir a sintese enddgena de aspartato diante de uma fonte abundante exdgena. Se 0s niveis
de [**Cq]aspartato fossem superiores aos niveis enddgenos poderiamos dizer que a competicéo
entre [*3C4]malato e malato end6geno teria favorecido a geragdo de [**Ca]aspartato em detrimento
do aspartato endogeno. Essa modulagcdo pode explicar o fato de ndo termos detectado aumento
dos niveis totais de aspartato quando as células foram expostas ao fumarato ndo marcado (Figura
19).

Observamos a geracéo de [**CsJsuccinato nas células expostas a [**C4]Jfumarato, havendo
também aumento dos niveis endogenos de succinato (Figura 45). A geracdo de [*3Cs]succinato
nos indica que [**C4]fumarato foi reduzido pela atividade reversa da succinato desidrogenase
(FINDER; HARDIN, 1999; SAKAI et al., 2012), como explicado anteriormente. O iso6topo do
succinato resultante das reacdes classicas a partir da entrada de [**C4]fumarato no ciclo de Krebs
seria [**C2'?Cz]Jsuccinato, tendo duas unidades de massa a menos que o [*3Cs]succinato.
Infelizmente, ndo monitoramos a geracéo de [**C2*2C,]succinato.

A geracio de [*3C4]argininosuccinato foi também detectada, acompanhada por diminuicdo
dos niveis enddgenos de argininosuccinato (Figura 46). [**C4]JArgininosuccinato pode resultar
tanto da reacdo de [**CsJaspartato com citrulina via argininosuccinato sintetase, como da reago
de [Cs]fumarato com arginina via acdo reversa da argininosuccinato liase (Figura 3,
Introducdo). Como a reacdo de fumarato com arginina levaria ao consumo de arginina e, ao
contrario, verificamos na Figura 17 o aumento dos seus niveis, o conjunto dos dados nos indica
que a fonte mais provavel de [*3C.]argininosuccinato seja a atividade da argininosuccinato
sintetase.

Adicionalmente detectamos a geracdo de [**Cs]glutamato, como apresentado na Figura

47, embora ndo consigamos explicar a origem.
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Figura 41 — Niveis de [**C4]fumarato e fumarato endégeno em células BEAS-2B expostas por 3, 24, 48,

72,96 € 120 h a 5 mM de [**C4]fumarato e grupo controle. S&o apresentados os niveis ao longo do tempo

e, separadamente, o0s niveis em cada periodo para visualizacdo das alteracGes significativas. Média + erro

padrdo, one-way ANOVA com teste de comparacdes multiplas de Sidak, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P <

0,001, ****P < 0,0001 em relacdo ao controle.
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Figura 42 — Niveis de [**C4]malato e malato endogeno em células BEAS-2B expostas por 3, 24, 48, 72,
96 e 120 h a 5 mM de [**C,Jfumarato e grupo controle. Sdo apresentados os niveis ao longo do tempo e,
separadamente, os niveis em cada periodo para visualizacdo das alteracOes significativas. Média + erro
padrdo, one-way ANOVA com teste de comparacdes multiplas de Sidak, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P <
0,001, ****P < 0,0001 em relacdo ao controle.



Fumarate ['C,] -3 to 120 h

Control
(endogenous citrate)
c
e 10 a OmMM ["*C4lfumarate
g (endogenous citrate)
o
=
= 5
E
a
0 T T T T 1
24 48 72 96 120
Time (h)
Fumarate ['°C,] -3 h Fumarate ['*C,] - 24 h Fumarate ['*C,] - 48 h
0
4 ] 5 a0
i g z
i g ES %
e a
&
5 iﬁiﬁ
& A
&
Fumarate [*C4] -72h
8
£ £ c
] (] ]
H ] ]
i 5 5
2 2 2
3 ] g
5 5 &
Fumarate ['3C,]-3t0 120 h
1.0
Control
-
X (I"*cylcitrate)
K 13
E 06 - 5 mM [ °CyJfumarate
o (I"*Cylcitrate)
= o4
°
E_ 0.2
0.0+ T »- e ad 2 d
0 24 48 72 96 120

Fumarate ['°C,] - 3h

pmolig protein

pmoliug protein

pmolig protein

pmoljug protsin

pmoliug protein

pmol fug protein

Fumarate ['°C,] - 48 h

115

Figura 43 — Niveis de citrato endogeno (painel superior) e [**C.]citrato (painel inferior) em células
BEAS-2B expostas por 3, 24, 48, 72, 96 e 120 h a 5 mM de [**C4]fumarato e grupo controle. Sdo

apresentados 0s niveis ao longo do tempo e, separadamente, 0s niveis em cada periodo para visualizagao

das alteracoes significativas. Média * erro padrdo, teste t ndo pareado, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P <
0,001, ****P < 0,0001 em relacio ao controle.
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Figura 44 — Niveis de aspartato endégeno (painel superior) e [**C4]aspartato (painel inferior) em células
BEAS-2B expostas por 3, 24, 48, 72, 96 e 120 h a 5 mM de [**C4]fumarato e grupo controle. S&o
apresentados 0s niveis ao longo do tempo e, separadamente, os niveis em cada periodo para visualizagdo
das alteracOes significativas. Média * erro padrdo, teste t ndo pareado, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P <

0,001, ****P < 0,0001 em relacio ao controle.
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Figura 45 — Niveis de succinato endogeno (painel superior) e [**C4]Jsuccinato (painel inferior) em células
BEAS-2B expostas por 3, 24, 48, 72, 96 e 120 h a 5 mM de [**C4]fumarato e grupo controle. S&o
apresentados 0s niveis ao longo do tempo e, separadamente, os niveis em cada periodo para visualiza¢do
das alteracoes significativas. Média * erro padrdo, teste t ndo pareado, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P <

0,001, ****P < 0,0001 em relacio ao controle.
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Figura 46 — Niveis de [**Cj]argininosuccinato e argininosuccinato endégeno em células BEAS-2B
expostas por 3, 24, 48, 72, 96 e 120 h a 5 mM de [**C,]Jfumarato e grupo controle. Sdo apresentados os
niveis ao longo do tempo e, separadamente, 0s niveis em cada periodo para visualizagdo das alteracdes
significativas. Média + erro padrdo, one-way ANOVA com teste de comparacBes multiplas de Sidak, *P <
0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001 em relacdo ao controle.
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Figura 47 — Niveis de glutamato enddgeno (painel superior) e [**Cz]glutamato (painel inferior) em células
BEAS-2B expostas por 3, 24, 48, 72, 96 e 120 h a 5 mM de [**C4]fumarato e grupo controle. S&o
apresentados 0s niveis ao longo do tempo e, separadamente, os niveis em cada periodo para visualizacdo
das alteraces significativas. Média * erro padrdo, teste t ndo pareado, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P <
0,001, ****P < 0,0001 em relacéo ao controle.
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As analises realizadas por HPLC-Q-TOF no modo negativo em fullscan permitiram a
confirmacgéo dos dados apresentados acima. A identificacdo dos metabolitos foi feita pela massa
exata e por experimentos de adi¢do de padrdo a amostra, como apresentado nas Figuras 48 e 49.

Além dos isotopos [3C4], as analises revelaram a presenca de isdtopos [*Cs], como

[**Cs]fumarato, [**Cs]malato e [**Cs]glutamato (Figuras 50 a 53).

Fumarato
100% m/z experimental Erro ppm
——Nao Marcado 115.0041 4 ppm
75%
13C-3 118.0142 4 ppm
——13C-4 115.0173 2 ppm

50%

25%

Instensidade relativa

2 3 4 5 6

Tempo de retencao (minuto)

Figura 48 — Cromatogramas sobrepostos dos istopos do fumarato (m/z 115.0041), [**Cs]fumarato (m/z
118.0142) e [“*C4Jfumarato (m/z 119.00173) em amostra do grupo exposto ao [**C,Jfumarato por 120 h.
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Figura 49 — Cromatogramas obtidos por HPLC-Q-TOF dos metabdlitos analisados, apresentando os ions
extraidos das amostras de controle de qualidade puro (vermelho) e amostra de controle de qualidade apés

a adicdo do padrdo do metabdlito correspondente (azul).
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Figura 50 — Areas relativas (metabodlito/padrdo interno) do fumarato enddgeno no controle (cinza),
fumarato enddgeno nas células expostas a [“CjJfumarato (preto), [*CsJfumarato (azul claro) e
[“C.Jfumarato (azul escuro) nas células expostas a [“C,]fumarato. Média + erro padrdo, one-way
ANOVA com teste de compara¢des multiplas de Sidak, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P <
0,0001 em relagdo ao controle; *P < 0,05, #P < 0,01, P < 0,001, P < 0,0001 em relagéo ao grupo

fumarato ndo marcado.



area relativa

area relativa

3h
HRER

e

40 Kk
301 |
2

0
8
6
4
2
0
N & & <
R A S
& & « *
O
&
&

area relativa

area relativa

ek

area relativa

area relativa

123

48 h

e
10 Kk
8
6
" *
2
0
3 P G <
"> 2 A
ooo‘ @,,«" & &
©
&
120 h
fhii

1

Figura 51 — Areas relativas (metabdlito/padréo interno) do malato endégeno no controle (cinza), malato

enddgeno nas células expostas a [**C4]fumarato (preto), [*Cs]malato (azul claro) e [**Cs]malato (azul

escuro) nas células expostas a [**Cs]fumarato. Média + erro padrdo, one-way ANOVA com teste de
comparagdes multiplas de Sidak, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001 em relacdo ao

controle; *P < 0,05, #P < 0,01, **P < 0,001, P < 0,0001 em relagéo ao grupo malato ndo marcado.
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Figura 52 — Areas relativas (metab6lito/padrdo interno) do glutamato enddgeno no controle (cinza),
glutamato enddgeno (preto) e [**Cs]glutamato (azul) nas células expostas a [“C,Jfumarato. Média + erro
padrdo, one-way ANOVA com teste de comparacdes multiplas de Sidak, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P <

0,001, ****P < 0,0001 em relacdo ao controle.
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Figura 53 — Areas relativas (metabodlito/padrdo interno) do aspartato enddgeno no controle (cinza),
aspartato endogeno (preto) e [**Ca]aspartato (azul) nas células expostas a [**Cs]fumarato. Média + erro
padrdo, one-way ANOVA com teste de comparacdes multiplas de Sidak, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P <
0,001, ****P < 0,0001 em relagdo ao controle; *P < 0,05, P < 0,01, P < 0,001, P < 0,0001 em

relacdo ao grupo aspartato ndo marcado.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Fumarato presente no meio de cultura das células BEAS-2B até a concentra¢do de 10 mM
ndo levou a citotoxicidade significativa ao longo de 7 dias de exposicdo. Alteracoes
minimas nos ensaios do cristal violeta, MTT e analise do ciclo celular foram observadas
em determinados periodos de exposi¢do, sem uma clara relacdo entre concentracdao e
resposta.

Todas as concentragdes testadas de fumarato (1, 5 e 10 mM) ao longo de 7 dias levaram
ao aumento de formacgéo de coldnias no soft agar, o que indica a indugdo da transicéo
epitelio-mesenquimal caracteristica de células epiteliais transformadas.

As colbnias crescidas no soft agar como resultado da exposicdo das células a 5 e 10 mM
de fumarato durante 7 dias apresentaram maior migragéo e invasdo na camara de Boyden
(transwell). O efeito foi observado apos um longo periodo de cultivo das células das
coldnias (90 dias, com repigues intermitentes) na auséncia de fumarato.

Fumarato levou a reducéo dos niveis de 5-hmC no DNA das células, o que esta de acordo
com o efeito esperado de inibicdo de enzimas TET. O efeito sobre os niveis de 5-hmC foi
melhor observado apos o cultivo das células por 22 dias (com repiques intermitentes) apos
a Ultima exposicdo ao fumarato por 7 dias, o que revelou sua persisténcia apds cessada a
exposi¢cdo. A diminuicdo dos niveis de 5-hmC nédo foi acompanhada por aumento dos
niveis de 5-mC.

Foi observada inducgéo de estresse redox celular na exposicdo ao fumarato (1, 5 e 10 mM)
ao longo de 7 dias.

As alteracBes metabolicas induzidas pelo fumarato ndo caracterizam a ocorréncia de
efeito Warburg. Ndo houve aumento da taxa de consumo de glicose pelas células ou da
geracdo de lactato.

As células BEAS-2B absorveram o fumarato adicionado ao meio de cultura, o qual foi
convertido intracelularmente a malato, aspartato, argininosuccinato, citrato, succinato e
glutamato. O oncometabdlito 2-L-hidroxiglutarato foi detectado em niveis aumentados
nas células expostas a fumarato, assim como adenosina, enquanto NAD" e NADP*

apareceram diminuidos. As alteracdes metabdlicas na presenca de fumarato contribuiram
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para a manutencdo do balanco energético das células, ou mesmo para um saldo positivo
de energia.

A exposicdo das células a [**C4]fumarato permitiu a analise do fluxo inicial do fumarato
absorvido pelas células. A partir dessa analise verificamos que o fumarato absorvido entra
no ciclo de Krebs, gerando malato, que é em grande parte desviado para reacdes externas
ao ciclo, como a geracgdo de aspartato e argininosuccinato. Citrato proveniente das reacfes
de [*C4]fumarato no ciclo de Krebs foi detectado em baixos niveis, bem inferiores aos
niveis endégenos. O uso de [*Cs]fumarato permitiu a visualizagdo da geracdo de
[*3Cs]succinato, que tem como possivel fonte a atividade reversa da succinato
desidrogenase, o que é relatado na literatura como importante para a sobrevivéncia
tumoral na presenca de baixas concentragdes de oxigénio. Verificamos também a geracéao
de [**Cs]glutamato.

Supde-se que as alteracbes metabolicas induzidas pelo fumarato absorvido pelas células
BEAS-2B contribuam para a modulacdo da expressédo de genes e da atividade de proteinas

que favorecem o processo tumorigeénico.
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