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RESUMO

Miyake JA. Estudo morfologico e molecular de proteinas envolvidas nos processos de
invasdo, migracdo e angiogénese em gliomas tratados com acido gama-linolénico
[tese]. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo;
20009.

Os &cidos graxos vém sendo estudados em diversas areas da ciéncia, devido sua
capacidade de modular diversos processos bioldgicos e celulares. O Sistema Nervoso
Central (SNC) é responsavel por controlar as func¢des vitais do organismo. Dentre as
inomeras patologias que podem acometer o SNC encontra-se o Glioblastoma
Multiforme (GBM), um tumor cerebral de origem astrocitica com capacidade altamente
invasiva, proliferativa, e de dificil tratamento. O progndstico dessa patologia é ruim, com
sobrevida de até doze meses apOs sua remocao cirdrgica, que é o tratamento de
escolha. O alto poder invasivo das células tumorais, levam ao surgimento freqiente de
outro foco tumoral, mesmo apos a cirurgia, pois ha dificuldade de remover por completo
as células tumorais, sendo que essas invadem o parénquima cerebral normal e nao
respondem a outros tipos de tratamento (como quimioterapia e radioterapia). O acido y-
linolénico (GLA), vem sendo estudado em diversos tipos tumorais, inclusive no GBM,
pois suas ac¢des demonstraram eficientes como um inibidor da proliferacdo das células
tumorais e na reducao da formacao de novos vasos sanguineos que nutrem o tumor. O
objetivo deste estudo foi tentar compreender e verificar algumas proteinas envolvidas
no processo de invasdo e angiogénese do GBM. Entre as proteinas estudadas
encontram-se o VEGF e seus receptores (Flt-1 e Flk-1), as enzimas MMP-2 e COX-2 e
a glicoproteina de matriz extracelular, a Tenascina-C. Observou-se também o que
ocorria com essas mesmas proteinas apés o tratamento com o GLA em modelo in vivo.
No modelo ex vivo observamos a migracao das células tumorais, indice proliferativo e
apoptotico. Os resultados mostraram que o GLA foi capaz de modificar a expressao e
localizacdo de algumas das proteinas aqui estudadas. O GLA mostrou ser um
promissor agente terapéutico para o GBM, ja que foi visto que apds a utilizacdo do GLA

nesse modelo houve redugédo do tamanho do tumor e da densidade de microvasos.



Alem disso, reducéo da proliferacdo e da distancia da migracdo das celulas tumorais,
com aumento no namero de células em apoptose.

Palavras-chave: C6; Glioma; Acido y-linolénico (GLA); Migracdo; Angiogénese;

Proliferacéo; Apoptose; Eicosanoides.



ABSTRACT

Miyake JA. Morphological and molecular study of proteins involved in the processes of
invasion, migration and angiogenesis in gliomas treated with gamma-linolenic acid
[Thesis]. Sdo Paulo: Institute of Biomedical Sciences, University of Sdo Paulo; 2009.

Fatty acids have been studied in various areas of science, because of its ability to
modulate some biological and cellular processes. The Central Nervous System (CNS) is
responsible for controlling the body's vital functions. There are many diseases that may
affect the CNS and Glioblastoma Multiforme (GBM) is one of that, a brain tumor
originated by astrocytic cells with high invasiveness and proliferative characteristic and
difficult treatment. The prognosis of this disease is poor, with survival of up to twelve
months after the surgical. The highly invasive tumor cells, leading to the frequent
appearance of another tumor focus, even after surgery, because it is difficult to remove
completely the tumor cells. gamma-linolenic acid (GLA), has been studied in various
tumor types, including GBM. The GLA operates in inhibiting tumor cell proliferation and
reducing the formation of new blood vessels that nourish the tumor. The aim of this
study was to analyze some of the proteins involved in the process of invasion and
angiogenesis of GBM. Among the proteins studied are: VEGF and its receptors (Flt-1
and Flk-1), the enzymes MMP-2 and COX-2 and extracellular matrix glycoprotein,
tenascin-C. Observed what happened with these proteins after treatment with the GLA
model in vivo. In the ex vivo model we observed the migration of tumor cells, apoptotic
and proliferative index. The results showed that the GLA was able to modify the
expression and location of some of the proteins studied here. The GLA has proven to be
a promising therapeutic agent for GBM, as it was seen after using of GLA in this model
there was a reduction in tumor size and microvessel density. And reduction of the
proliferation and migration distance of the tumor cells, with an increase in the number of

apoptotic cells.

Keywords: C6; Glioma; Acido y-linolénico (GLA); Migration; Angiogenesis; Proliferation;

Apoptosis; Eicosanoids.
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INTRODUCAO



1 INTRODUCAO

1.1 Sistema Nervoso

O sistema nervoso central (SNC) € o sistema que integra todos os tecidos do
organismo entre si e estes com o meio ambiente. O SNC, composto pelo encéfalo e
pela medula espinhal, &€ basicamente formado por dois grupos de células: os neurdnios
e as células da glia. Os neurdnios sdo constituidos de um corpo celular (também
conhecido como pericario) e por seus prolongamentos, denominados dendritos e
ax6nio, porém a sua morfologia varia de acordo com a regido em que se encontra. Sua
principal funcdo é conduzir o impulso nervoso através da geracdo de um potencial de
acao, caracterizado pela despolarizagcdo da membrana plasmatica.

Antigamente as células da glia eram caracterizadas como “cola nervosa”, ou
seja, as ceélulas que mantinham e sustentavam os neurbnios. Sabe-se hoje que as
células da glia exercem outras funcbes que vao além da sustentacdo dos neurdnios.
Por exemplo, essas células sé&o responsaveis pela nutricdo dos neurdnios, formacao
dos pés vasculares e da bainha de mielina ao redor dos axénios, entre outras. As
células da glia também séo importantes na manutencéo da barreira hemato-encefalica
(BHE) e podem modular a resposta sinaptica das células nervosas (Bouzier-Sore et al.,
2002).

As células da glia séo classificadas em 4 tipos distintos: os oligodendrdcitos, a
microglia, as ceélulas ependimarias e os astrécitos, cada qual exercendo funcbes
distintas. Os oligodendrdcitos sédo responsaveis pela mielinizacdo dos axdnios no SNC,
a célula da microglia € um fagdcito e também secreta substancias bioativas, como
substancias reguladoras da inflamacdo. As células ependimarias encontram-se
revestindo os ventriculos e o canal central da medula, sdo responsaveis pela
movimentacao do liquido cérebro-espinal, e nas regides subependimarias essas células
possuem papel importante na maturacao de neurdnios (Hatton, 2004).

Os astrocitos sdo células com diversas fungdes no SNC, entre elas a nutricao
dos neurbnios, pois sdo responsaveis pelo transporte seletivo de glicose do sangue

para estas células (Bouzier-Sore et al., 2002). Os astrocitos interagem de formas



variadas com 0s neurbnios, através de seus pés terminais, que sdo extremidades
dilatadas de seus inumeros prolongamentos. Esta interacdo pode ocorrer em diversas
regides da célula nervosa como nos dendritos, no soma, no axénio e/ou no botdo
terminal. Essa relacdo astrocito/neurbnio pode levar a ativacdo de receptores
especificos nos astrécitos, o que culmina em uma modificagdo morfolégica nos
mesmos, resultando em novos contatos entre os neurénios, por modificacdes fisicas ou
funcionais. Em resposta a outros receptores ou a modificacdes no microambiente
extracelular, os astrécitos podem liberar substancias neuroativas que direta ou
indiretamente podem excitar ou inibir os neurdnios. Sendo assim, os astrocitos séo
capazes de modular a transmissao sinaptica dos neurénios (Hatton, 2004). Além disso,
0s astrocitos estdo envolvidos na manutencdo da BHE, na homeostase idnica e hidrica,
e no metabolismo de neurotransmissores e aminoacidos. De fato, os astrocitos sédo
capazes de manter baixo o nivel de glutamato na fenda sindptica, pois o glutamato é
um aminoacido de propriedades excitatorias do cérebro. Além disso, através de bombas
de Na'/K' presentes na sua membrana plasmaética, os astrécitos mantém o meio

extracelular com baixos niveis de K* (Simard e Nedergaard, 2004).

1.2 Barreira Hemato-Enceféalica (BHE)

O SNC é o sistema mais sensivel do organismo. Devido a esse fato, grande
parte dos metabdlitos, das alteracBes quimicas e ibnicas no sangue e das substancias
provenientes da nossa dieta, é capaz de prejudicar o funcionamento cerebral. Cerca de
20% do oxigénio que consumimos sado utilizados pelo cérebro, e, além disso, 0s ions
Na*, K* e Ca**, devem estar adequadamente balanceados no sistema nervoso, para
que este possa exercer suas funcdes normais. Por isso é essencial que haja um
controle entre a vascularizacéo periférica e a do SNC, exercido pela BHE.

Ehrlich e Goldman observaram que um corante injetado na circulacdo sanguinea
corava todos os tecidos, com excecdo do SNC, e quando este era injetado no canal
central da medula espinal, ocorria o contrario, ou seja, 0 SNC corava-se e o0s tecidos

restante ndo, mostrando que havia alguma estrutura capaz de impedir a entrada/saida
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de substancias da corrente sanguinea para o cérebro e vice-versa (Hawkins e Dauvis,
2005).

Na BHE, os endoteliocitos possuem diversos tipos de proteinas na membrana
plasmatica, entre elas bombas que regulam o fluxo i6nico, auxiliando a manutencao da
homeostase. Também h& proteinas responsaveis pela adesdo célula-célula, pelo
transporte celular, além da presenca de receptores de superficie. Os endotelicitos
encontram-se unidos por juncdes oclusivas, sendo este endotélio caracterizado pela
auséncia de fenestracdo, nivel reduzido de pinocitose e transporte transcelular
altamente especializado (Wagner et al.,, 2003). Ha também a presenca de pericitos,
membrana basal e astrécitos justapostos a membrana basal, formando os pés-
vasculares. Ou seja, essas células envolvem os capilares e dessa forma sao capazes
de selecionar o que entra e o0 que sai através dos vasos do SNC (Esquema 1).

Outra caracteristica importante dos endoteliécitos na BHE é que os mesmos
encontram-se unidos por juncdes aderentes. Os endoteliocitos possuem moléculas de
adesdo denominadas VE-caderinas, uma proteina Ca** dependente que interage de
forma homofilica com a célula adjacente. O dominio citoplasmatico da VE-caderina liga-
se a catenina e placoglobina, e estas se ligam a actina, actinina e vinculina. A vinculina
€ o elo entre a VE-caderina e os filamentos de actina, estabilizando a juncédo aderente.
As juncOes oclusivas sao formadas pelas proteinas claudina e ocludina, que se ligam
de forma homofilica e se fixam ao citoesqueleto através das proteinas ZO (Hawkins e
Davis, 2005). Essas juncdes celulares sdo de extrema importancia para a manutencao
da BHE, pois impedem que haja trafego de qualquer substancia por entre as células
endoteliais. Adicionalmente, as funcdes dessas juncdes celulares sdo também
importantes para outros processos. Por exemplo, a presenca dessas juncdes inibe o
crescimento e a proliferacdo da célula endotelial e previne que a mesma entre em
processo de apoptose (Dejana, 2004). Como as juncdes celulares bloqueiam a
passagem intercelular das substancias presentes no sangue para o SNC e vice-versa,
0os endoteliécitos possuem um mecanismo altamente especifico e selecionado de
transporte, que é denominado transporte transcelular.

O transporte transcelular consiste na difusdo ou pinocitose de algumas

substancias pela célula endotelial, e s6 depois de atravessar o seu citoplasma e a
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lamina basal (LB) que envolve os endoteliocitos, € que chegam ao SNC. Algumas
substancias sdo capazes de penetrar na célula endotelial, porem sdo devolvidas ao
sangue sem que alcancem o SNC. As proteinas responsaveis por essa selecdo sao as
p-glicoproteinas. Essas proteinas tém como funcdo excretar para o sangue novamente
0 que entrou na célula endotelial, mas que ndo deve chegar at¢é o SNC. Um dos
motivos que dificultam o tratamento e a passagem de drogas para o SNC é a presenca
dessas proteinas no endoteliécito. Por isso, ha uma grande dificuldade no tratamento
de tumores que acometem o SNC (Lu e Shervington, 2008).

Em processos patologicos, hd uma desregulacdo de algumas proteinas
envolvidas na manutencdo da BHE. Acredita-se que uma das causas seja a presenca
de fatores inflamatdérios, hipdxia e estresse, levando ao rearranjo das juncdes celulares
e expressdo de proteinas envolvidas na angiogénese, como o VEGF e 0 seu receptor
Flt-1 (Doolittle et al., 2005). Os pericitos parecem estar mais envolvidos com o controle
do fluxo sanguineo do que com a BHE propriamente dita, ja& que essas células ndo
circundam completamente os endoteliécitos, e possuem proteinas contracteis. Outro
importante elemento presente na BHE é a MEC, encontrada na lamina basal. A perda

dessa membrana leva ao rompimento da BHE (Hawkins e Davis, 2005).

Esquema 1- Representacdo da barreira hemato-encefélica: corte transversal mostra o limen
do vaso, com célula endotelial (EC), pericito (PC) na regido abluminal do
endotelidcito, envolvido por lamina basal (LB). Todo o complexo é envolvido pelos
astracitos (AC) formando os pés-vasculares. Adaptado de Hawkins e Davis, 2005.
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1.3 Cancer

Os tecidos biolégicos se comportam como uma sociedade extremamente
organizada, onde as células realizam suas funcbes especificas de acordo com as
necessidades do seu microambiente. Para que haja um controle adequado na
organizacéo, funcdo, sobrevivéncia e multiplicacdo dessas células, diversas proteinas,
receptores e mediadores quimicos estéo envolvidos nos processos normais das células,
sendo de extrema importancia o equilibrio na expressao e atividade destes fatores.
Quando esta homeostasia € abalada, por fatores externos ou por alguma desregulagéo
interna, a célula perde o controle e se modifica, tornando-se distinta da célula normal.
Neoplasia significa um “crescimento novo”, ou seja, uma massa de células que cresce

desordenadamente e de forma anormal.

O céancer resulta do acumulo de alteracdes genéticas e epigenéticas na célula de
origem. Em estagios iniciais da doenca, esses desequilibrios sdo causados
principalmente por agentes toxicos ambientais, e apds sucessivas mutacdes essa célula
€ capaz, de forma autbnoma, de proliferar e migrar, formando o tecido tumoral (Stratton
et al., 2009).

No Brasil a estimativa de casos de cancer em 2008 foi de 466 mil novos
pacientes com algum tipo de cancer. Muitos deles sédo possiveis de cura e em cerca de
metade dos casos, 0s pacientes chegam ao 6bito (World Health Organization, WHO). A
doenca pode ser explicada, de forma simplificada, em trés estégios: (i) a iniciagdo, onde
uma célula fica exposta a um agente carcinogénico capaz de modificar seu DNA. Neste
estagio, porém, ndo ha diferenca visivel entre a célula normal e a célula aberrante. A
célula modificada permanece indetectavel e pode se manter assim por um longo
periodo; (ii) 0 segundo estagio é a fase de promocédo da doenca, devido a capacidade
da célula aberrante sobreviver e proliferar. Neste estagio a célula responde facilmente
aos estimulos mitogénicos e/ou torna-se insensivel aos estimulos anti-mitogénicos,
acumulando assim diversas alteracbes genéticas; (iii) o Ultimo estagio € denominado
fase de progressao, no qual a célula aberrante se prolifera de maneira descontrolada, o
que culmina na formacdo de uma massa de células modificadas, com diversas

alteracdes genéticas, bioquimicas e funcionais (Marks et al., 2000).
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Os tumores no Sistema Nervoso Central (SNC) chegam a quase 2% das
neoplasias malignas que acometem o homem. Sua incidéncia € de 3 a 4 casos a cada
100.000 habitantes, por ano na Europa e nos Estados Unidos. Aproximadamente
metade destes casos tem a sua origem nas células da glia (Katterman e Ranson, 1995).
Os gliomas sdo neoplasias originadas de astrdcitos e/ou oligodendrécitos. Acredita-se
que os gliomas se desenvolvam a partir de células da glia e células do neuroectoderma
no embrido, sendo assim, as células tumorais possuem alto poder migratério e
proliferativo, semelhante as células embrionarias (Tonn et al., 1999). A Organizacdo
Mundial da Saude (WHO, 2007) classifica os gliomas em diferentes graus, de acordo
com suas caracteristicas celulares e sua capacidade de invasdo. O grau | é a forma
“benigna” do tumor, o grau Il possui baixa capacidade invasiva, o grau Il ja € um tumor
com caracteristicas malignas e o grau IV, denominado glioblastoma multiforme (GBM),
€ a forma mais agressiva destes tumores. Dentre os tumores que acometem o SNC o
glioblastoma multiforme é o mais frequente (12-15%) das neoplasias intracraniais,
oriundo de células astrociticas diferenciadas. Suas caracteristicas sdo a atipia nuclear,
pleomorfismo celular, alto poder proliferativo e atividade mitética, proliferacdo endotelial
e trombose vascular, além da presenca de focos de necrose celular (Louis et al., 2001,
WHO, 2007).

Sua histopatologia € bastante variada, como o0 nome sugere, devido ao seu
grande pleomorfismo celular. Alguns gliomas apresentam-se como células
multinucleadas gigantes e podem ser ricamente celularizados. Seu diagnéstico
histopatolégico € melhor caracterizado pelo tecido do que pela morfologia celular, e
este diagnéstico diferencial se da pela alta vascularizacdo, areas necroticas e intensa
atividade mitética (WHO, 2007).

Cefaléia e papiledema s&@o os principais sintomas dos GBMs, sendo muitas
vezes decorrentes do aumento da pressao intracraniana. Crises epiléticas, nauseas e
distarbios de personalidade sdo outros sintomas comuns de pacientes portadores de
GBM (Katterman e Ranson, 1995). Devido ao alto poder infiltrativo, algumas células
neoplasicas sao capazes de invadir o tecido normal, o que faz com que o tratamento

cirdrgico e sua total remocéo sejam praticamente impossiveis, levando a uma sobrevida
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maxima de aproximadamente seis a doze meses apos a cirurgia (Tonn et al., 1999;
Ulrich et al., 2009).

O GBM € um tumor resistente a radioterapia por varios motivos, primeiro porque
o GBM é um tumor com muitas areas hipdéxicas e essas células séo resistentes a
radioterapia; segundo, as células tumorais possuem alta capacidade de repara¢do no
DNA,; terceiro, na radioterapia, as células-alvo sdo as que se encontram na fase G2/M,
e no GBM as células apresentam-se em diversos estagios do ciclo celular e ndo apenas
na fase G2/M (Benouaich-Amiel et al., 2005). Outro fato importante é que a radioterapia
€ um tratamento focal, e 0 GBM por sua natureza invasiva possui células em regides
bem distantes do foco tumoral, fazendo com que essas células ndo sejam atingidas
pela radiacdo. Além disso, a dose de radiacdo necessaria para que as células tumorais
morram, acaba afetando também as células normais.

Além disso, 0 GBM também é resistente a quimioterapia por expressar diversas
proteinas como as p-glicoproteinas e a proteina major-vault (MVP) na membrana
plasmatica, além de proteinas anti-apoptoticas, como Bcl-2, no citoplasma.
Adicionalmente, a presenca da BHE dificulta a passagem de drogas para o tecido
nervoso. A soma desses fatores cria um ambiente celular quimioresistente, o que leva a
quimioterapia a ficar em segundo plano no tratamento dos GBMs (Lu e Shervington,
2008).

Metastases originadas de tumores gliais sdo dificilmente encontradas, devido ao
baixo indice de sobrevida do paciente (0,1 a 0,5%). Quando metastatizados sao
provavelmente decorrentes da manipulacao cirargica (Schweitzer et al., 2001). Tumores
secundarios podem ainda difundir-se, através das fibras mielinizadas, para outras
regides do cérebro, como o corpo caloso, a comissura anterior e o férnix (Kleihues et
al., 1995).

Histologicamente, o GBM apresenta células pobremente diferenciadas
(fusiformes, circulares ou pleomoérficas) e, ocasionalmente, células gigantes
multinucleadas, com grande atividade mitética e reticulo endoplasméatico rugoso
aumentado (Katterman e Ranson, 1995). Além disso, estes tumores apresentam

abundante proliferacéo vascular e areas de necrose.
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Os gliomas apresentam mutac¢des no gene p53 no cromossomo 11 (supressor de
atividade tumoral), e amplificacdo do gene do EGFR (Receptor do Fator de Crescimento
Epidermal) (Louis et al., 2001). Os GBMs que possuem mutacdo no gene p53 incidem
principalmente em pacientes adultos jovens, apresentando células gigantes,
provenientes de uma progressdo maligna de astrocitoma de grau de anaplasia
(desdiferenciacao celular) mais baixo (Parsons et al., 2008). Estes tipos de GBMs séo
denominados glioblastomas secundarios (Schweitzer et al., 2001). Contudo, existem
GBMs que nao sdo decorrentes de astrocitomas de graus baixos. Em geral eles
apresentam uma amplificagcdo do gene EGFR e/ou perda do cromossomo 10, além de
alteracdes nos genes responsaveis pelo ciclo celular, como o p53 e Rb (Franco-
Hernandez et al., 2007). Este ultimo tipo de GBM é denominado primario ou de novo,

sendo o de ocorréncia mais comum (Louis et al., 2002; Parsons et al., 2008).

1.4 Invasao e Migracao Celular

1.4.1 Migracao Celular

A migracdo de uma célula consiste de um processo multifatorial, dependente de
interacdes célula-matriz extracelular (MEC), célula-célula, e processos que ocorrem no
interior da célula, os quais iniciam e mantém a movimentacdo da mesma. A migracao
celular € um processo normal em algumas células, como por exemplo, do sistema
imunologico, e também é caracteristica de processos fisiologicos, como o
desenvolvimento embrionario e a cicatrizacdo. A motilidade celular € um processo
celular extremamente controlado, porém nas células tumorais ocorre perda do controle
celular, da sintese de componentes de MEC que atuam na movimentacdo da célula, e
das vias de sinalizacao que possibilitam a migracdo celular (Demuth e Berens, 2004).

O processo de deslocamento celular pode ser dividido, de forma resumida, em
trés partes:

-a célula desenvolve extensdes na sua regido frontal ou borda anterior;

-as extensdes aderem a superficie sobre a qual a célula esta se deslocando;
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- 0 restante da célula arrasta-se para frente, tracionando o0s pontos de
ancoragem.

Os trés processos supracitados envolvem os filamentos de actina, mas de
maneiras diferentes. Em fibroblastos, por exemplo, o processo migratorio inicia-se com
a polimerizacdo da actina na borda anterior da célula, o que forma extensfes
citoplasmaticas denominadas lamelipddios. Assim como os lamelipddios, as células
podem formar “bracos” finos e rigidos, chamados filopddios. Os lamelipédios e
filopddios consistem em estruturas moveis e exploratérias que se formam e se retraem
com grande velocidade. Presume-se que ambos sejam gerados por um crescimento
local rapido dos filamentos de actina que, por sua vez, estdo ancorados a proteinas
especificas da membrana plasmatica. O balanco de polimerizacdo e despolimerizacéo
dos filamentos de actina é responsavel pelas mudancas conformacionais da membrana
citoplasmatica (Hagihara et al., 1999).

Quando os lamelipédios e os filopdédios tocam em um trecho de superficie
favoravel, aderem-se a ele via diferentes proteinas transmembrana, entre elas, as
integrinas. As integrinas podem ligar-se as moléculas na MEC ou a superficie de outra
célula, formando contatos focais. Enquanto isso, na face intracelular da membrana da
célula migratoria, as integrinas ligam-se com proteinas adaptadoras que fazem a sua
ligacdo com os filamentos de actina, criando no interior da célula uma ancoragem forte
para o citoesqueleto. Através dos filamentos de actina e, também por outros processos
que ocorrem no meio intracelular, a célula é capaz de rearranjar estes filamentos,
gerando forca de tracdo necessaria para arrastar o corpo celular para frente.

A migracéo celular nas células tumorais é realizada através de adesfes pontuais,
ricas em filamentos de actina. O termo mais recente utilizado para essas estruturas sao
podossomos e invadipodia (no caso de células tumorais). Estas estruturas permitem
que a célula se fixe a MEC, degrade a mesma e promova espaco suficiente no qual a
célula possa invadir o tecido. Além disso, a degradacdo da MEC libera citocinas e
fatores de crescimento, culminando na ativacdo de diversas moléculas de sinalizacdo
intracelular, e estimulando a proliferacédo, a degradacdo da MEC, e a movimentacao

celular, entre outros processos (Linder, 2007).

28



Nos gliomas, o processo invasivo caracteriza-se pela perda da adeséo célula-
célula, em seguida pela formacdo de contatos celulares com a MEC e células vizinhas,
degradacédo e remodelacdo da MEC, e invasdo da célula tumoral no tecido nervoso
normal (Stylli et al., 2008)

1.4.2 Moléculas de Adeséao

As células da glia estdo unidas por juncdes aderentes, constituidas por
moléculas denominadas n-caderinas. Estas possuem um dominio hidrofébico, presente
no interior da membrana plasmatica e 4 sitios de ligacdo externa, os quais se ligam com
outras moléculas de n-caderina, promovendo firme adesdo entre as células. Estas
moléculas transmembrana adesivas interagem entre si de forma homofilica em um
processo dependente de Ca?*. Durante o processo migratério, esta ligacdo deve ser
rompida para que ocorra o desprendimento das células, e assim esta seja capaz de
migrar. Esta proteina parece ser capaz de inibir a invasao e a metastase tumoral, pois
aparentemente o potencial metastatico das células € inversamente proporcional a
expressdo de n-caderinas. Em gliomas, podemos verificar também que a baixa
expressao de n-caderinas esta relacionada com o aumento da capacidade invasiva das
células tumorais (Perego et al., 2002).

A adesédo célula-MEC ocorre principalmente pela familia das integrinas. Estas
sdo moléculas de superficie constituidas por heterodimeros localizados na membrana
plasmatica da célula, formados por uma subunidade o e uma 3, que se combinam de
diferentes maneiras, podendo se ligar a diversas proteinas da MEC e também da célula
através das CAMs (molécula de adeséo celular) (Novak e Kaye, 2000; Demuth e
Berens, 2004). Além disso, sdo proteinas que, ao interagirem com o seu ligante
especifico, podem desencadear uma cascata de sinalizacao intracelular, promovendo a
proliferacdo e a migracdo, entre outros fendmenos celulares (Ng et al., 1999). As
integrinas possuem ligacdo com moléculas adaptadoras do citoesqueleto, sendo
importantes para a formagéo de contatos focais da célula com a MEC, estagio essencial

para a movimentacéo da célula (Demuth e Berens, 2004).
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Convém ressaltar que a manutencéo das juncgdes celulares é fisiologicamente
importante, dado que o comprometimento destes contatos consiste numa etapa
importante para o desencadeamento do processo de invasdo tumoral. Essa baixa
adesividade das células tumorais com outras células e/ou com a matriz extracelular,
somada a sua alta motilidade celular, auxilia 0 processo migratério que se inicia com a
perda da adesao intercelular. Sem este contato intercelular, a célula tumoral encontra-
se “livre” e consegue migrar e invadir o tecido subjacente. Normalmente, um dos fatores
gue cessa o crescimento celular € a presenca de contato entre células iguais. No caso
de células tumorais, esta interrup¢do no crescimento ndo ocorre, acarretando desordem

no crescimento e na multiplicagéo celular.

1.4.3 Matriz Extracelular

As células do nosso organismo estdo envolvidas em uma rede macromolecular
complexa, denominada MEC, que ndo é apenas uma estrutura fisica e estatica que
circunda as células. A MEC ¢é capaz de orientar e interagir com diversas funcgdes
celulares através de receptores presentes na membrana plasmatica e dessa forma
controlar a morfologia, a diferenciacéo celular a até mesmo a homeostasia do tecido.

No SNC, a MEC apresenta-se bastante peculiar e difere, em muitos aspectos, da
MEC dos demais tecidos. Essa MEC é sintetizada pelas células presentes no SNC e se
modifica de acordo com o desenvolvimento neurolégico, idade, funcdo neuronal e
processos patologicos. No cérebro normal, a MEC € encontrada principalmente na
membrana basal presente na interface com os vasos sanguineos e na glia limitante
externa, estima-se que essa MEC seja cerca de 20% do volume total do tecido nervoso
(Zzamecnik, 2005). A membrana basal é rica em colageno IV, laminina, fibronectina e
vitronectina. No entanto, pesquisadores ainda questionam a presenca de fibronectina e
vitronectina como constituintes da membrana basal no cérebro. A limitante externa da
glia, que cobre a superficie do cérebro e separa a glia e as estruturas cerebrais da pia-
méater, também é composta por elementos da MEC como os colagenos |, Ill e IV,

fibronectina, laminina e proteoglicanos. A membrana basal dos vasos contém
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proteoglicanos ricos em heparam sulfato, colageno | e IV, fibronectina, laminina e
entactina (Bellail et al., 2004).

Contudo, a MEC do cérebro ndo esta confinada apenas a essas estruturas
anatbmicas. No parénquima cerebral a MEC €& composta principalmente por
glicosaminoglicanos (GAGs), como o &cido hialurénico (HA), o condroitim sulfato, o
heparam sulfato e o queratam sulfato (Goldbrunner et al., 1999). HA é um polimero
linear, formado por repeticbes de N-acetilglicosamina e acido glucurdnico néo sulfatado,
sendo um polimero hidrodindmico (atrai agua) de alta densidade e que promove fluidez
e maleabilidade na MEC, criando assim espacos hidratados (Lynn et al., 2001),
abundantes no cérebro. Esta GAG é produzida pela HAS (sintetase de hialuronan) e o
bloqueio desta proteina diminui a sintese de HA e, conseqtientemente, a proliferacéo, a
angiogénese e o crescimento tumoral (Toole et al., 2002). De fato, alguns estudos in
vitro demonstraram que o aumento de HA na composicdo da matriz aumenta a
capacidade migratoria das células tumorais. Acredita-se que a interacdo célula-HA
aumente a producdo de proteases, como as metaloproteases (Radotra et al., 1997;
Park et al., 2008). A hialuronidase, enzima que degrada HA, ao metaboliza-lo, libera
moléculas de oligossacarideos capazes de estimular a angiogénese e
conseqguentemente o crescimento tumoral (Toole et al., 2002).

Os demais GAGs presentes no cérebro estdo ligados covalentemente ao eixo
protéico de um proteoglicano. Os GAGs sdo compostos polissacarideos nao-
ramificados, formados pela repeticdo de unidades dissacaridicas, uma unidade amino-
ose (N-acetilglicosamina ou N-acetilgalactosamina), geralmente sulfatada, e outra
unidade, um &cido urdnico (glicurdénico ou idurbnico). Os GAGs no cérebro controlam
diferentes eventos morfogenéticos em diferentes periodos do desenvolvimento do SNC.
Por exemplo, o condroitim e o queratam sulfato, quando associados, formam uma
barreira para o alongamento axonal. JA o queratam normalmente torna a MEC
permissivel a migracdo e quando ligado a laminina, forma um substrato ndo migratorio.
Os proteoglicanos sao capazes de interagir com diversas moléculas, como fatores de
crescimento, e promover processos biolégicos como a migracdo, invasao quando se
ligam a receptores de membrana presentes na célula, como as integrinas (Treasurywala
e Berens, 1998).
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A laminina é uma glicoproteina heterotrimérica, formada por cadeias a, f e y, em
forma de cruz, confinada a lamina basal no SNC normal. A laminina serve de
ancoragem para células e outros componentes da lamina basal, sendo importante para
manutenc¢do da estrutura e integridade dos tecidos. A laminina pode se ligar as células
através das integrinas, e assim ativar diversas vias de sinalizagdo intracelular,
modulando a adesé&o e a migracéo celular (Tzu et al., 2008).

A fibronectina é uma molécula assimétrica composta por duas subunidades
capazes de se ligar a varios componentes da MEC. A sua ligacdo com as células ocorre
através da integrina, podendo dessa forma modular o espalhamento celular, a
migracéo, a adeséao e a diferenciagao celular (Clark et al., 2003).

Os colagenos pertencem a uma familia de glicoproteinas constituidas por trés
cadeias a polipeptidicas, organizadas em tripla hélice. Os colagenos podem ser
fibrilares, associados a fibrilas ou de ancoragem. Estas moléculas sdo capazes de
interagirem com diversos componentes da MEC, além de atuarem na comunicacao
celular e em processos biolégicos importantes, tais quais: proliferacdo, diferenciacdo e
migragéao celular (Culav et al., 1999).

O GBM ¢é capaz de sintetizar sua propria MEC, segundo Zamecnik, 2005, estima-
se que aproximadamente 48% do volume total do tumor é formado por MEC. A MEC
sintetizada nessa patologia mimetiza os elementos de matriz presentes durante o
desenvolvimento do cérebro, que € uma matriz altamente permissivel & migragao, pois
nesse periodo ha uma alta formacao de vasos sanguineos, e migracdo de células
precursoras nervosas e gliais, devido ao crescimento do cérebro e o estabelecimento
de sinapses neuronais (Bellail, 2004). As células tumorais sdo também capazes de
induzir as células normais do SNC a sintetizar elementos de matriz que a torne mais
permissivel a migragdo (Goldbrunner et al., 1998, 1999). As regides cerebrais que
ocorrem frequiente migracdo de células tumorais sdo a limitante externa da glia, o
espaco subependimal, os tratos de fibras mielinizadas e na lamina basal dos vasos.
Essa preferéncia das células tumorais por migrar nessas regides tem como causa a
presenca de elementos especificos da MEC capazes de regular processos celulares,
tais como a proliferacdo, sinalizacdo celular, degradacdo da MEC, adesdo a MEC e

invasao celular (Goldbrunner et al., 1998; Novak e Kaye, 2000; Btkel e Brown, 2002).
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A migracdo e invasao pelo tecido adjacente ocorrem ndo apenas devido a
presenca de MEC, mas também de outras moléculas. Uma explicacdo detalhada requer

a compreensao das funcfes de cada uma dessas moléculas.

1.4.4 Tenascina-C

A tenascina-C (TNC) é uma glicoproteina de matriz hexamérica, a qual possui
dominios anti-adesivos adesivos. Suas acfes sobre as células sdo paradoxais, pois de
acordo com o tipo de receptor e de célula, ou de acordo com o tipo de ligacdo com
outro componente de matriz, a TNC promove diferentes processos celulares, como
estimulo & migracao ou inibicdo do espalhamento celular, por exemplo (Jones e Jones,
2000). A TNC esta presente durante a embriogénese no sistema nervoso central, porém
ausente no tecido adulto normal (exceto em regides de migragao celular e neurogénese
secundaria). A TNC é sintetizada no cérebro por astricitos, neurénios e células
endoteliais. Esta glicoproteina é formada por repetidos dominios semelhantes ao EGF,
fibrinogénio e fibronectina (Esquema 2). Estudo de Phillips et al. (1998) mostrou que o
dominio fibronectina € o mais envolvido com a migracdo e a manutencdo do contato
célula-MEC. Além disso, a TNC promove algumas atividades celulares importantes
como, por exemplo, ligam-se a integrinas e ativam as FAKs (quinase de adeséao focal)
(Zagzag et al., 2002), dessa forma participando da ades&o, migracado (Grumet et al.,
1994) e proliferacdo celular através da ativacdo de diferentes vias de sinalizagéo
intracelular, como a via Erk/MAP quinase. Podem ligar-se a outros receptores de
superficie celular, como as moléculas de adesdo celular (CAMs), a familia das
imunoglobulinas, anexina Il, entre outros. Adicionalmente, interagem com diversos
componentes da MEC, como a fibronectina, proteoglicanos e outras proteinas, como a
enzima MMP, modulando diferentes a¢des celulares (Jones e Jones, 2000). Acredita-se
gue a TNC seja capaz de estimular a angiogénese e suprimir 0 sistema imune, pois foi
observada sua co-localizacdo no cérebro com VEGF, MMPs. A presenca da TNC faz
com que a célula endotelial torne-se alongada, semelhante a estrutura tubular dos
vasos (Cowan et al., 2000; Zagzag e Capo, 2002).
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Para compreender essa paradoxal acdo adesiva/anti-adesiva, acredita-se que o
sindecam-4 (um proteoglicano de membrana rico em heparam sulfato), junto a integrina
aSp1, auxilie o espalhamento celular quando se liga a TNC. Entretanto, quando a TNC
esta presente em um substrato rico em fibronectina, essas glicoproteinas interagem
entre si, mascarando o sitio de ligagdo da TNC ao sindecam, impedindo dessa forma

que a célula se espalhe (Salmivirta et al., 1991).

No GBM, A TNC esta presente nas bordas do tumor (Treasurywala e Berens,
1998) em diferentes densidades e acredita-se que esteja relacionada com a
permissividade da MEC. Estudos in vitro com células de glioma (NCH37, NCH82 e
NCH89), utilizando anticorpo para tenascina-C em meio de cultura, mostrou que houve
diminuicdo de cerca de 35% da taxa de proliferacdo e migracdo das células (Mend et
al., 2002). Em carcinoma de endométrio humano, verificou-se através da microscopia
eletrdnica, que a TNC se localiza entre as células epiteliais e o estroma associado as
fibras colagenas, ndo sendo encontrada nas areas distantes da lamina basal. Estes
dados sugerem que a TNC esteja envolvida com a proliferacédo e a invasédo das células
tumorais (Wick et al., 2002).

Em um estudo com 32 pacientes portadores de GBM (Kim et al., 2002),
verificou-se a presenca de TNC através da técnica de imunohistoquimica. Tanto em
vasos como em células de glioma, a sua expressdo aumentava de acordo com o grau
de malignidade do tumor. Além disso, acredita-se que seja uma proteina importante na
angiogénese tumoral, cuja secre¢cdo pode ser realizada pelas células tumorais e
endoteliais. A acdo angiogénica parece estar relacionada com a ligacdo tenascina -
integrina, que ativa a FAK e esta, por sua vez, € capaz de modular a sintese do VEGF
(fator de crescimento para endotélio vascular) (Zagzag et al., 2002).

A TNC contém dominios semelhantes ao EGF (fator de crescimento epidermal),
por isso, acredita-se que essa glicoproteina seja capaz de agir diretamente na
proliferacdo das células, alterando a adeséo celular ao substrato e facilitando a sua
migracdo (Lange et al., 2008). Devido a presenca de sitios de ligacdo para células
endoteliais, acredita-se que essa glicoproteina module a proliferacdo, a adesédo e a

migracdo dos endoteliocitos. E possivel que, tanto as células tumorais quanto as

34



endoteliais, cooperem na remodelacdo e degradacdo da MEC. Sendo assim, sua
atividade facilitaria a invasao celular e a angiogénese (Kim et al., 2000).

Estudos in vitro mostram uma forte correlacdo da TNC com a invasao celular
tridimensional, sendo a presenca de TNC no meio extracelular caracteristica de um
microambiente permissivo a migracdo da célula tumoral. Ainda podemos citar a forte
relacdo entre a TNC e a sintese de MMPs (por exemplo, a MT1-MMP), o que
aumentaria a capacidade invasiva da célula tumoral (Sarkar et al., 2006).

Em estudo anterior com gliomas humanos, utilizou-se um anticorpo radioativo
para TNC injetado no local onde foi removido o tumor. Verificou-se que de acordo com
a dose, houve aumento na sobrevida média do paciente de 61,4 semanas, em
comparacdo com 0 grupo controle que era tratado com radio/quimioterapia, cuja
sobrevida era de 25 semanas. A toxicidade do anticorpo é ausente ou minima para 0s
tecidos préximos a sua area de administracdo, incluindo o endotélio (Reardon et al.,
2002).

TA Domain EGFL Repeats FN-111 Domains FG Globe

—= TN - T

HEPTAD

Esquema 2 - Estrutura da TNC: (A) modelo da estrutura hexamerica (B) representacao
esquemética de um polipeptideo individual de TNC. TA é a regido onde os
polipetideos se unem para formar a estrutura hexamerica. Em seguida, ha 13
repeticbes EGFL (tipo fator de crescimento epidermal) (oval), em seguida a
parte retangular sdo os dominios FN-III (fibronectina). Na regido C-terminal
uma regido fibrinogénio (esfera). Adaptado de Jones e Jones, 2000.
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1.4.5 Metaloproteases

As metaloproteases (MMPs) sdo enzimas de acdo proteolitica que degradam
componentes da MEC, como o colageno, a fibronectina, laminina, elementos da
membrana basal e os proteoglicanos. Também sdo capazes de degradar receptores e
desorganizar as juncdes celulares, facilitando a migracdo celular. Portanto, exerce
papel fundamental na invasdo e migracdo das células tumorais. Além disso, durante o
processo de quebra e digestdo de componentes da MEC, como a laminina e 0
coldgeno-1V, ocorre a exposicao de sitios cripticos, capazes de ligar-se a receptores de
membrana e exercer papel na sinalizacéo intracelular. A degradacdo da MEC pode
também liberar fatores de crescimento, e esses serem utilizados pelas células ao redor,
como um estimulo para a migracdo, a proliferacdo e sinalizacdo celular (Egeblad e
Werb, 2002)

Ha mais de 20 tipos de MMPs descritas e a maioria é secretada como zimogénio
(sob a forma de pré-enzima inativa). Elas possuem um atomo de Zn?* no seu sitio ativo
(Chintala et al., 1999) e a sua atividade é controlada por outras moléculas ativadoras e
inibidoras. As MMPs de membrana (MT-MMP) sao proteinas transmembrana que, ao se
ligarem & MMP, ativa seu sitio de fosforilacdo (Belien et al., 1999). As TIMPs (inibidores
teciduais de MMP), e a a-2 macroglobulina possuem um papel inibitério sobre a
atividade das MMPs (Lampert et al., 1998).

A MMP de maior interesse nesse estudo € a gelatinase A, conhecida também
como metaloprotease-2 (MMP-2), capaz de clivar colagenos I, IV e V, elastina,
proteoglicanos e a laminina. A MMP-2 é secretada numa forma inativa, denominada
como pré-enzima, e para a sua ativagdo é necessario que ocorra a quebra proteolitica e
a exposicdo do dominio catalitico da enzima. A MMP-2 ¢é ativada no meio extracelular
através da formacdo de um complexo multiproteico com a MT1-MMP (conhecida
também por MMP-14) e a TIMP-2. A TIMP-2 se liga a MT1-MMP e a MMP-2, sendo
esta interagdo a causa da mudanca conformacional na molécula, que quebra a
interacdo cisteina-Zn, deixando o Zn livre para participar da catalise (Deryugina et al.,
1998; Chintala et al., 1999). A forma ativa da MMP-2 € liberada no meio extracelular e

essa enzima inicia a degradacao da MEC (Nishida et al., 2008) (Esquema 3). A MT1-
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MMP né&o tem funcéo apenas ativadora da MMP-2, mas possui fun¢ao catalitica, capaz
de degradar fibronectina, vitronectina, laminina, tenascina, proteoglicanos e colageno,
entre outros componentes de MEC. Além disso, tem capacidade de internalizar TIMP
para degradacdo da mesma, entre outras funcdes de sinalizacao intracelular (Fillmore
et al., 2001).

No GBM, ocorre um aumento na expressao de MMP-2 (Komatsu et al., 2004) e
também de MT1-MMP, sugerindo aumento nas suas atividades enzimaticas. Contudo, a
expressao de seu inibidor, o TIMP-2, encontra-se nas mesmas concentracdes do tecido
nervoso normal (Belien et al., 1999). O balanco entre estes compostos determina uma
maior ou menor atividade das MMPs. No GBM, acredita-se que este balanco é perdido,
tanto que sédo encontrados altos niveis de MMPs (Lampert et al., 1998; Komatsu et al.,
2004), e niveis ideais de TIMP-2 para a ativacdo da MMP-2, porém em baixa
concentracéo para promover efetiva inibicdo da mesma (Nishida et al., 2008).

E importante dizer que em tumores com alta capacidade invasiva, observa-se
gue na regido onde as células estdo invadindo o tecido normal, ha um aumento da
expressdo de MMPs, porém estas enzimas nao sao expressas somente pelas células
tumorais (Takahashi et al., 2002). As células do sistema imunoldgico, endotelidcitos e
as demais células presentes no tecido subjacente ao tumor sdo estimuladas por fatores
inflamatorios, produzidos pelas células tumorais e imunolégicas e também estimulados
pela proteina denominada EMMPRIN (proteina indutora de metaloprotease de matriz
extracelular), que modula a sintese de MMPs pelas células que circundam o tumor.
Outro fato importante € que a degradacdo da MEC libera diversos fatores de
crescimento, incluindo o VEGF (Chang e Werb 2001; Tang et al., 2005).

Por esse motivo, as MMPs sdo importantes para a angiogénese, pois degradam
a membrana basal ao redor dos vasos e a MEC, “abrindo” um espacgo para a invasao
das células endoteliais e a formacdo de novos vasos, e a liberagcdo do VEGF ao meio
extracelular promove a proliferacdo e a migracdo das células endoteliais, culminando no
surgimento de novos vasos sanguineos. Por sua vez, o aporte sanguineo de nutrientes
€ um importante fator para o crescimento e o desenvolvimento do tumor. Relatos de
outros estudos evidenciaram que, no caso do GBM, a alta capacidade angiogénica

desse tumor ndo esta relacionada somente com o crescimento tumoral, mas sim com a

37



alta capacidade invasiva, jA que as células tumorais utilizam a membrana basal dos
vasos sanguineos como substrato para migracao (Farin et al., 2006). Adicionalmente,
como ja foi descrito, o parénquima cerebral normal possue reduzida MEC quando

comparado aos demais tecidos (Zamecnik, 2005).
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Esquema 3 - Mecanismo da ativacdo da MMP-2: (a) MT1-MMP na membrana da célula, age
como um receptor para TIMP-2. A TIMP-2 se liga via regido N-terminal ao sitio de
ligacdo da MT1-MMP, este complexo atua como um receptor para a MMP-2
inativa (pr6-MMP-2). A regido C-terminal da TIMP-2 se liga a regido N-terminal da
pro-MMP-2. Uma outra MT1-MMP livre cliva o pro-peptideo e ativa a MMP-2.
Neste caso deve haver uma concentragédo baixa de TIMP-2, importante para a
ativacdo da pr6-MMP-2. (b) quando a TIMP-2 encontra-se em altas
concentracoes, esta se liga em véarias MT1-MMP, impedindo a clivagem da proé-
MMP-2 e sua posterior ativacdo. Adapatado de Lefleur, 2003.
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1.5 Angiogénese

Sabemos que o crescimento de alguns tumores € dependente da génese de
Novos vasos para a manutencdo do suprimento sanguineo, que leva os nutrientes e o
oxigénio e remove 0s metabodlitos das células. Os capilares sanguineos normais
apresentam-se como um tubulo envolto por lamina basal (LB). Na angiogénese, foi
verificado o brotamento deste tubulo, mostrando que ha a formacdo de um novo vaso
através da ramificacdo do mesmo (Jin et al., 2001). Na microscopia eletrdnica, estes
passos sdo evidenciados de forma mais detalhada. Ap6s dois dias, observa-se a
presenca de macrofagos, fibrilas e eritrocitos, e a divisao celular de fibroblastos, células
endoteliais (CE) e pericitos. A LB pode estar ausente, fragmentada ou em multiplas
camadas abaixo das CEs. A dilatagdo do vaso mde marca o inicio da angiogénese
(Paku e Paweletz, 1991). As CEs migram com extensdes paralelas, conectadas nas
extremidades e sempre ligadas ao vaso mae. Estas migracdes sao livres de LB. A
substancia fundamental é depositada ao redor do vaso neoformado, exceto pela sua
extremidade, que permanece ausente nesta regido. O limen do vaso no terceiro dia
comeca a surgir e ao redor de alguns capilares, a LB comeca a se formar. Neste ponto,
0S pericitos também estéo presentes.

A alteracdo na LB ao redor do vaso mae podera interferir indiretamente na
diferenciagcao, proliferagdo e migracdo da CE, dado que, pesquisas confirmam que
diferentes fatores de crescimento sdo depositados nesta regido da LB durante o
processo angiogénico. Portanto, a consisténcia da MEC parece ser capaz de interferir
na angiogénese (Kallure, 2003). As MMPs contribuem para alterar a consisténcia da
MEC ao redor da area onde brotam os novos vasos. Diferentes componentes da LB
induzem a formacdo do lumen. O colageno intersticial, por sua vez, € capaz de
influenciar na proliferacio das CEs (Paku e Paweletz, 1991). E comum visualizarmos
uma dilatacdo do limen do capilar separado por uma ponte citoplasmatica, mostrando o
brotamento do novo vaso (Feng et al., 2000).

O VEGF (fator de crescimento de endotélio vascular) € uma glicoproteina
contendo duas cadeias polipeptidicas idénticas, ligadas por pontes dissulfeto, e é capaz

de induzir a permeabilidade vascular associada ao tumor (Mentlein et al., 2004). O
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VEGF é ligante de heparam sulfato, podendo ficar ligado a este glicosaminoglicano
(GAG) na MEC. Quando esta matriz € degradada, séo liberados fragmentos bioativos
do VEGF (Ferrara, 2004), que agem em inumeros processos biologicos, como o
estimulo a proliferacdo e a migracdo de células endoteliais, o aumento da
permeabilidade do capilar, deposicdo de fibrina e formacdo de estroma. Além disso,
estimula a ligagéo de linfocitos ao endotélio do tumor, e exerce efeito quimiotatico para
monocitos (Stefanik et al.,, 2001). O VEGF também permite a formacdo de vasos
fenestrados (Ferrara, 2004), como ocorre, por exemplo, quando cultivadas com células
de adenocarcinoma de pulmao in vitro. De fato, uma exposicao cronica deste fator de
crescimento faz com que, além do crescimento de novos vasos, estes apresentem
fenestracdes, o que € anormal no pulméo (Jin et al., 2001).

Ja sabemos que a expressédo de VEGF em tumores e principalmente em GBM é
alta nas adjacéncias das areas necréticas. A elevada expressao desta molécula esta
relacionada com o grau de malignidade tumoral. Edema cerebral vasogénico € uma
complicacdo comum em pacientes com tumores cerebrais, podendo leva-lo ao 6bito. O
VEGF parece estar envolvido na abertura dos vasos endoteliais, ao promover
fenestracbes dos mesmos, e no aumento da permeabilidade vascular via src, um
oncogene envolvido com diversos processos celulares, como proliferacéo, invasao e
angiogenese (Groot e Milano, 2009). Além das células tumorais expressarem o VEGF,
elas também estimulam as células normais do hospedeiro a produzirem e liberarem
para o meio extracelular o VEGF, intensificando a atividade proliferativa, migratoria e
invasiva das células endoteliais. Os GBMs sintetizam abundantes quantidades de
VEGF, motivo pelo qual este tipo tumoral é bastante vascularizado. De fato, acredita-se
que o VEGF seja capaz de induzir a migracdo e a proliferacdo de células da glia
(Mentlein et al., 2004).

A regulacdo da expressdo de VEGF esta relacionada a concentracdo de O
Quando o gas oxigénio (O,) esta baixo, este nao hidroxila HIF-1 (fator induzido por
hipoxia), fazendo com que o HIF-1 se ligue a elementos especificos, os quais
aumentam a transcricdo génica de VEGF. Alguns tumores, como o GBM, inibem a
sintese de PTEN, um supressor tumoral que regula negativamente o PI13-K (fosfatidil-

inositol-3 quinase)/AKT, resultando no aumento da ativacdo de HIF-1. Sabemos que
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varios fatores de crescimento como o Fator de Crescimento Transformante 8 (TGF-B), o
Fator de Crescimento Derivado de Plaqueta (PDGF), o Fator de Crescimento de
Fibroblastos (FGF) e citocinas provenientes dos processos inflamatorios, como
Interleucina-1 (IL-1) e IL-6, induzem a expressdo de VEGF. Assim como alguns
horménios, também a Prostaglandina E, (PGE,), produto da metabolizacdo do Acido
Araquidénico (AA) pela Cicloxigenase-2 (COX), estimula o seu receptor de superficie
EP2 e induz a producéo de VEGF e a angiogénese (Ferrara, 2004).

O estimulo angiogénico proveniente do VEGF necessita de uma ligacdo ao seu
receptor que culmina com a proliferacdo dos endotelidcitos. O VEGF, além de induzir a
proliferacdo dos endotelidcitos para formacdo de novos vasos, € importante para a
manutencdo dos mesmos, pois previne a apoptose dos endotelidcitos via PI3-K/AKT e
induz a expressao de fatores anti-apoptéticos, como Bcl-2. Possui também efeitos sobre
células hematopoiéticas, como a formacdo de colénias maduras de granuldcito-
macrofago. Estudos in vitro demonstraram a inibicdo do desenvolvimento de células
dendriticas, reafirmando a hipétese de que o VEGF auxilia o crescimento dos tumores e
permite que os mesmo escapem do sistema imune (Ferrara, 2004).

Os receptores de VEGF sédo do tipo tirosina quinase, contendo sete dominios
extracelulares do tipo imunoglobulina (IG), um dominio transmembrana hidrofébico e
um dominio tirosina quinase intracelular, interrompido por um dominio com uma quinase
inserida (Jansen et al., 2004). A ligacdo do receptor ao VEGF induz a autofosforilacdo
dos residuos de tirosina e em seguida a fosforilagdo de outras proteinas intracelulares,
como por exemplo, a proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK) e a PI3-K. Ambos
0S seus receptores sao expressos por endotelidcitos. Alguns outros tipos celulares
especificos, inclusive algumas células tumorais, também expressam estes receptores,
porém em menores quantidades (Mentlein et al., 2004). O Flk-1 (VEGFR2) parece ter
uma alta afinidade por VEGF, levando ao aumento da permeabilidade vascular e a
angiogénese. O Flt-1 (VEGFR1) foi encontrado em capilares adjacentes a epiderme,
lamina prépria gastrintestinal, capilares do SNC, e também nas arteriolas, vénulas e
sinusoides linfaticos. Pela distribuicdo deste receptor, parece que este se localiza nos
pericitos e/ou no lado abluminal das células endoteliais dos vasos sanguineos. O Flk-1

estd localizado semelhantemente ao Flt-1, adjacentes aos epitélios e no sistema
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linfatico, poréem ausente no SNC normal (Witmer et al., 2002). Em células de glioma da
linhagem CB6, foi visto um aumento na expresséao de VEGF, e de seus receptores Flt-1 e
Flk-1 quando comparado com o tecido nervoso normal (Stefanik et al., 2001).

Flt-1 e Flk-1 sdo expressos por células progenitoras hematopoiéticas e células
precursoras de endoteliécitos, respectivamente. O Flk-1 tem atividade quinase
intrinseca forte, sendo o maior mediador de sinalizacdo dos endoteliécitos. O VEGF
ativa a cascata de sinalizacdo para proliferacdo, sobrevivéncia e quimiotaxia dos
endoteliocitos. Parece que estas sinalizacfes iniciadas através da ligacdo do VEGF
com Flk-1 estdo em associacdo com proteinas adesivas de superficie celular, como a
integrina oyBs € a VE-caderina. O rompimento desta interacdo previne que 0sS
endotelidcitos respondam aos sinais de sobrevivéncia resultando numa baixa taxa de
angiogénese (Jansen et al., 2004).

O Flt-1 apresenta fraca autofosforilacdo da tirosina e ndo parece possuir fungao
sinalizadora, porém func¢é&o inibidora, a fim de evitar que o VEGF se ligue a Flk-1. Por
isso, pode ser considerado um regulador da atividade proliferativa dos endoteliécitos.
Ha outra hipotese em que alguns autores acreditam que o Flt-1 amplifica a acao
proliferativa proveniente da sinalizagéo via Flk-1, pois em estudos com PIGF (fator de
crescimento de placenta), quando este se liga a Flt-1, ocorre a transfosforilacdo de Flk-
1, levando a angiogénese (Ferrara, 2004). Em animais com delecdo do gene do flt-1, os
animais ndo chegam a nascer e apresentam alta taxa de proliferacdo de vasos, 0s
quais se encontram desorganizados e morfologicamente alterados (Kerber et al., 2008;
Fischer et al., 2008). Este receptor também foi encontrado em uma forma soluvel (Flt-
1) no meio extracelular. Parece que o Flt-1; estd relacionado com o controle da
atividade do VEGF. Sabemos que a expressao de VEGF esta intimamente relacionada
com o grau de malignidade tumoral, pois € de suma importancia a angiogénese no
desenvolvimento de tumores e sua invasao no tecido normal. Esta forma secretada e
soltuvel de Flt-1 consiste em dominios Ig como no Flt-1 transmembrana com uma
extensdo COOH terminal contendo 31 aminoacidos derivados da sequéncia de introns
do gene de Flt-1. A afinidade deste receptor ao VEGF é dez vezes maior que o Flt-1 de
membrana, porém dezenove vezes menor que a afinidade de FIk-1 (Lamszus et al.,
2003).
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Em GBMs, podemos verificar que ha um grande aumento na expressao, tanto de
VEGF como de seu receptor Flt-15 (solavel), em comparagdo com tumores gliais de
menor malignidade. As duas formas de Flt-1 estdo relacionadas com a hipdxia, assim
como o VEGF. O resultado deste estudo parece contraditério, pois Flt-15, em tumores
de alto grau de malignidade, aparece como um inibidor da atividade de VEGF.
Entretanto, os resultados mostram que este aumento de Flt-1s é de doze vezes e 0
aumento de VEGF de trinta vezes, quando comparado aos tumores de graus mais
baixos de malignidade. Em GBMs, este receptor é expresso ndo somente pelos
endoteliocitos, mas também pelas células tumorais. O Flt-1s parece que age impedindo
a ligacdo de VEGF com a célula endotelial, levando a inibicdo da angiogénese. O
aumento de Flt-1s deve ser interpretado como um mecanismo de retroalimentacéo
negativa. Uma hip6tese para isto € que o Flt-15 age, ndo como um inibidor, mas como
uma forma de balanco da angiogénese. Ora libera o fator de crescimento, ora impede
gue este se ligue na superficie dos endotelidcitos. Outra hipétese é que o complexo Flt-
1s - heparam sulfato - VEGF mantém esta molécula estavel e impede sua degradacao
pelas proteases ao liberar o fator de crescimento no microambiente, quando necessario
(Lamszus et al., 2003). Em estudos utilizando inibidores de Flt-1, houve uma redugé&o
da angiogénese e da migracdo de células endoteliais , e consequentemente reducdo do
tumor (cancer de coélon) (Bae et al., 2005; Fischer et al., 2008).

Nos endoteliécitos, o Flk-1 quando ligado ao VEGF causa desfosforilagdo da
tirosina, resultando em sinais mitogénico, de sobrevivéncia e quimiotético. A fosforilacdo
leva a uma cascata de reagOes que fosforila fosfolipase C, PI3-K, ras e src. Parece que
VEGF leva a ativacdo de PI3-K/AKT em uma via dependente de integrinas,
aumentando a adesdo e migracdo das células, além do efeito anti-apoptético (PI3-K,
AKT). Este sinal anti-apoptético deve ser proveniente de Flt-1. A ativacdo de Flk-1
também esta envolvida com o crescimento dos endoteliocitos via sinalizacdo de Raf-
Mek-ERK (Ferrara, 2004) (Esquema 4).

Durante o processo de angiogénese, algumas enzimas sédo fundamentais para
que este processo ocorra. Sao as enzimas pertencentes a familia das metaloproteases
(MMP) (Mentlein et al., 2004). Estudos de analises de culturas de células endoteliais de

cérebro humano in vitro mostraram a correlagdo entre Flk-1 e o nivel de MMP-2
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secretado no meio, no qual, a utilizacdo de um inibidor deste receptor especifico de
VEGF levou a uma menor expressdo de MMP-2 pelos endoteliécitos na forma pré-ativa
e inexistente na forma ativa. Em ensaio tridimensional de cultura destas células
endoteliais com células de GBM, utilizando este mesmo inibidor, foi evidenciada menor
migracao das células endoteliais e reducdo da expressdo de MMP-2. Acredita-se que a
inibicdo do receptor Flk-1 leva a inibicho de cascatas de sinalizacdo celular,
modificando a expressdo de genes relacionados com a motilidade celular e a
angiogénese (Wagner et al., 2003). Ha também o papel dessas enzimas em degradar a
MEC e dessa forma liberar fatores de crescimento como o VEGF, assim estimulando o
processo angiogénico em diversos tumores (Esquema 5). No GBM, por exemplo, a
MMP-2 é produzida ndo somente pelas células endoteliais, porém por todas as células
préximas ao tumor (Chang e Werb, 2001)

O grau de malignidade dos astrocitomas esta associado também com o aumento
da expressao de VEGF e Flk-1. Tanto o Flt-1, quanto o Flk-1, foram visualizados em
células endoteliais e Flk-1 é freqientemente observado em endotélio tumoral, formando
estruturas glomerulares (Yao et al., 2001; Kerber et al., 2008).

O parénquima cerebral € pouco permissivel a migracdo de células de glioma,
dada a pequena presenca de substratos permissiveis a migracao/invasao. Por esse
motivo, a célula de glioma aparentemente utiliza a lamina basal dos vasos como um
“trilno” para a migragdo. Nesse caso, a angiogénese tem um papel importante n&o so
como fonte de nutrientes, mas principalmente como meio de crescimento, ancoragem e

migracéao celular (Vajkoczy et al., 1999; Farin et al., 2006).
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Esquema 4 - Fosforilacdo de Flk-1 e a transducdo de sinal: Dominios intracelulares da
dimerizacdo e ativacdo do Flk-1. As diferentes regibes do receptor que séo
fosforiladas desencadeiam uma resposta celular diferente (seta continua)
indicadas pelas caixas azuis. Algumas vias ainda ndo se sabem ao certo como
sdo ativadas (setas interrompidas). DAG, diacilglicerol; EC célula
endotelial;eNOS, oxido nitrico sintase endotelial; FAK, quinase de adeséao focal,
HSP27, proteina heat-shock 27; MAPK, proteina quinase ativadora de mitbgeno;
MEK, MAPK e ERK quinase; PI3K, fosfatidil-3-inositol quinase; PKC, proteina
quinase C; PLCy, fosfolipase C-y; TSAd, adaptador especifico de célula T.
Adaptado de Olsson et al., 2006.
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Esquema5 - Processo de angiogénese: (a) a partir de um vaso pré-existente, e sob influencia
de fatores de crescimento e metaloproteases (MMP) provenientes das células
préximas, a lamina basal ao redor do vaso é degradada e os endoteliécitos se
proliferam. (b) a lamina basal inicilamente proviséria, torna-se madura ao redor do
vaso recém formado. A MMP é fator essencial para a angiogénese. VEGF, fator
de crescimento de endotélio vascular; bFGF, fator de crescimento de fibroblasto;
PDGF, fator de crescimento derivado de plaquetas; VBM, lamina basal vascular.
Adaptado de Kallure R, 2003.

1.6 Acidos Graxos Polinsaturados (PUFAS)

Os PUFAs séo acidos carboxilicos de cadeia longa (de 18 a 24 carbonos), com
duas ou mais insaturacdes (ligacdo dupla). Os acidos graxos sdo importantes fontes de
energia, na forma de triglicérides, e substratos para a biossintese de fosfolipides e
colesterol. Estes sdo insoliveis em meio aquoso e sdo carregados no plasma pela
albumina (McArthur et al., 1999). Os acidos graxos sao capazes de penetrar na célula
por difusdo ou por transportadores de membrana (FATP- proteina transportadora de
acido graxo). Os PUFAs, ao entrarem na célula, sofrem o processo de elongacéo e
passam a ser constituintes da membrana fosfolipidica, ou podem ser utilizados como

fonte energética através da sua metabolizacdo pelas mitocondrias e peroxissomos.
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Neste estudo, focamos no &acido y-linolénico (C18:3) (GLA), um acido graxo que faz
parte do grupo conhecido como »-6, devido a sua primeira insaturagao estar localizada
no C6 contado a partir do grupo metil. Os PUFAs vém sendo estudados devido a
importantes funcbes que estes sdo capazes de exercer sob diversos processos
celulares envolvidos na apoptose, transcricdo génica, transformacdo celular,
proliferacdo e modulacdo da resposta inflamatéria (Leaver et al., 2002a, 2002b; Das,
2006; Colquhoun et al., 2009).

O tecido nervoso, em particular, € rico em acido araquidoénico e acido
docosahexaendico, presente nas membranas fosfolipidicas. No cérebro, apesar da
grande necessidade desse tecido por PUFAs, ainda ndo se sabe ao certo como este
atravessa a BHE. Ha controversos estudos que dizem que 0s acidos graxos sao
carreados no plasma através da albumina e difundem na membrana plasmatica dos
endotelidcitos (Hamilton e Brunaldi, 2007). Por outro lado, outros pesquisadores dizem
que os acidos graxos apenas se difundem para o cérebro na presenca de
transportadores especificos presentes na membrana plasmatica dos endotelidcitos e
dos astrocitos (Qi et al., 2002). Na presenca de grandes quantidades de acido y
linolénico (GLA), a célula é capaz de elonga-lo, adicionando dois carbonos pela acao da
enzima A5-desaturase, tornando-se assim o acido Dihomo-y-linolénico (DHGLA- C20:3)
(Yehuda et al., 2005). Devido a competicdo pela mesma enzima que elonga DHGLA
para AA, grande parte do GLA permanece como DHGLA na célula (Fan e Chapkin
1998). Por isso a célula, na presenca de grandes quantidades desse acido graxo, €
capaz de metabolizar o GLA, formando DHGLA e manté-lo no meio intracelular. Os
PUFAs podem agir como segundos mensageiros intracelulares, e dessa forma modular
a sinalizacao e a proliferagdo celular, a transcricdo de genes e a morte celular. Os
PUFAs também podem alterar a sintese de lipides bioativos (como os eicosandides) e
consequentemente, modular a resposta inflamatéria (Pham et al., 2006; Das, 2006)

(Esquema 6).
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Omega-6 PUFAs and their derivatives | l Omega-3 PUFAs and their derivatives

Sources: Sources:
Safflower and —>| Linoleic acid ]» —i a-Linolenic acid |¢— Flaxseed, rapeseed,
sunflower oils hempseed,

l l walnuts, canola oil

Sources:

Borage, »| y-Linolenic acid ‘ -—‘ Eicosapentanoic acid |¢—‘ Sources: Fish oils
blackcurrant,
evening primrose l
oils
| Dihomo-y-linoleic acid l _~>| Docosahexanoic acid |
| Arachidonic acid ]‘-
Inflammatory mediators: Inflammatory mediators:
Prostaglandins, L Prostaglandins,
thromboxanes, thromboxanes,
leukotrienes leukotrienes
Products that promote Products that promote
resolution resolution
of inflammation: of inflammation:
Lipoxins Protectins, resolvins

Possible effects on inflammation:
Reduce IFN-y production  Inhibit arachidonic acid
Reduce IL-2 production Reduce TNF levels
Increase TGF activity PPARYy agonist
Increase PGE; activity NFkB expression

Esquema 6 - Omega-6 3 omega-3 (PUFA) suas respectivas fontes e metabolitos. Apés o
consumo, os PUFAs podem ser metabolizados em compostos ativos envolvidos
na inflamacgao. Os possiveis efeitos na inflamagé&o estéo listados na caixa inferior.
IFN-y, interferon-y; IL-2, interleucina-2; NFxB, fator nuclear x B; PGEZ2;
prostaglandina E2; PPARYy, receptor ativado de proliferacdo de peroxissomo v;
TNF, fator de necrose tumoral; TNFB, fator de crescimento transformador (.
Adaptado de Mehta, 2009.

1.7 A Utilizag&o dos Pufas no Tratamento de Gliomas

Baseado nos fatos relatados acima, os PUFAs passaram a ser um importante
foco de estudos correlacionando a sua ingestdo com algumas patologias, nas quais o
sistema imunoldgico esta envolvido, como o cancer.

Em todos os tipos de tumores que acometem o homem, o tratamento € sempre

baseado no balanco entre morte e proliferacdo das células tumorais, ou seja, 0s
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tratamentos visam a diminuir ou preferencialmente inibir a proliferagdo das células
tumorais, aumentar o numero de células que entram em processo de morte celular e
dessa forma controlar o crescimento tumoral, causando o minimo, ou nenhum dano as
células normais. No caso dos gliomas, diversos estudos observaram que os PUFAs
eram capazes de induzirem a apoptose, a inibicdo da proliferacdo das células tumorais
e a angiogénese (Leaver et al., 2002; Benadiba et al., 2009; Miyake et al., 2009). Os
mecanismos de acdo desses acidos graxos sobre as células e o metabolismo das
mesmas, tém sido alvo de estudos nas ultimas décadas, na tentativa de compreender
como as ceélulas tumorais sobrevivem em diferentes condi¢cdes de oxigénio, suporte
sanguineo, exposicdo hormonal e na presenca de células do sistema imunoldgico.
Visando a utilizacdo dos acidos graxos, como um novo tratamento, diversos resultados
mostraram gue esses sdo capazes de modular e modificar o metabolismo das células
tumorais.

As células tumorais possuem um fendtipo enzimatico bastante limitado e
apresentam deficiéncia no numero de mitocondrias e defeitos na cadeia de transporte
de elétrons para producgéo energética. Devido a esse fato, sua principal via energética é
a glicolise aerdbia (Podo, 1999; Colquhoun, 2002; Ramos e Colquhoun, 2003; Elstrom
et al., 2004). Um dos motivos da existéncia de diversos estudos utilizando PUFAs no
tratamento de alguns tumores € devido a dificuldade que as células tumorais possuem
em lidar com altas taxas de lipides intracelulares, o que desencadeia diversas reacoes,
como algumas alteracbes no metabolismo celular, que acarretam na célula altas
concentracfes de espécies reativas de oxigénio (ROS), além da ativacdo de
mecanismos pro-apoptoticos e a reducdo na sintese de lipides bioativos (Hrelia et al.,
1996; Vartak et al., 1998; Shono et al., 2001; Cao e Prescott, 2002). Como foi
observado no trabalho de mestrado de Karina L. Ramos (Ramos, 2002; Ramos e
Colquhoun, 2003), a suplementacdo com os PUFAs (os &cidos vy-linolénico e
eicosapentaenodico) em cultivo de células C6 in vitro ndo apenas modulou o
metabolismo das células, como também reduziu em 30% a capacidade migratéria das
mesmas.

O cérebro é um tecido rico em PUFAs e estes sdo encontrados incorporados nas

membranas plasmaticas das células sob a forma de fosfolipides. A manutencédo de

49



exatas quantidades de PUFAs no tecido cerebral € de suma importancia, pois as
membranas plasmaticas das células possuem um papel essencial na transmissao
sinaptica, e essas membranas estdo em constante renovacao (Nathoo et al., 2004).

E interessante ressaltar que as a¢des dos PUFAs sobre diferentes mecanismos
celulares ainda sé&o discutidas e acredita-se que os PUFAs sejam capazes de modificar
a permeabilidade e a fluidez da membrana plasmaética, de interferir no metabolismo
mitocondrial e de induzir a peroxidacao lipidica. Além disso, estes acidos graxos
também sdo capazes de alterar a expressdo génica de algumas proteinas, podendo
levar a uma diminuicdo da capacidade migratéria e invasiva de células tumorais,
induzindo até mesmo sua apoptose (Colquhoun et al., 2009).

Outras acdes dos PUFAs relacionam-se com a apoptose, o aumento na
producdo de ROS e na metabolizacdo do AA. Os PUFAs podem modificar também
varios processos celulares, como a angiogénese, a sinaliza¢do celular, a alteracdo na
expressdo de proteinas, entre outros. Porém, o mecanismo especifico destes
fendbmenos ainda é desconhecido.

No caso da apoptose, foi observado que em carcinosarcoma (Walker 256) os
PUFAs foram capazes de modular a atividade da CPT-I (carnitina palmitoiltransferase-
), influenciando assim a oxidac&o de acidos graxos, que por sua vez, pode interferir na
capacidade proliferativa e até mesmo no processo apoptotico tumoral (Colquhoun e
Schumacher, 2001; Colquhoun, 2002).

Em gliomas (36B10) cultivados in vitro e tratados com GLA, as células utilizaram
o GLA para formar DHGLA e AA, mostrando que estas células tém alta capacidade de
elongar e dessaturar o GLA. Enzimas anti-oxidativas, como a superéxido dismutase
(SOD), catalase e glutationa peroxidase, sdo os primeiros mecanismos celulares para
“eliminar” radicais livres nas células normais. Porem, nas células de glioma foi
observado que ha uma quantidade diminuida destas enzimas (Vartak et al., 1997).

Em estudo feito com implante de células de glioma C6 no cérebro de ratos, apos
8 dias da cirurgia o GLA foi injetado diretamente sobre o tumor através de bombas de
infusdo. Em alguns ratos, apenas era injetada solucéo salina, e posteriormente eram
tratados com GLA. Minimas alteracGes histologicas foram verificadas no tecido

circundante, como uma reacao inflamatoria decorrente do trauma, o que ndo causou
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injaria ao tecido normal. Nos ratos com glioma que foram tratados com GLA, foi
observado que havia células onde a cromatina e 0 ndcleo encontravam-se
condensados, uma caracteristica do processo apoptotico (Leaver et al., 2002a).

O fato de o GLA ser seletivamente téxico para as células tumorais e ndo para 0s
astrocitos (Jiang et al.,, 1998) chama a atencdo para este acido graxo. Esta acao
seletiva deve-se a reduzida protecdo que as células tumorais apresentam contra a
peroxidacao lipidica e/ou formacao de radicais livres (Vartak et al., 1998). Os PUFAs
também auxiliam na sensibilizacdo das células de glioma a outras terapias, incluindo
quimioterapia e radioterapia (Vartak et al., 1997; Preuss et al., 2000).

Em experimentos utilizando cachorros com gliomas, foi injetado 1mg/dia de GLA
durante 10 dias no local onde se encontrava o tumor, e verificou-se que ocorreu
induc&o a necrose das células tumorais e endoteliais e a degeneracao cistica do tumor.
No mesmo trabalho, foi injetado 0,25 mg/dia deste PUFA em cachorros normais durante
6 dias, e notou-se que ndo houve mudanca nas células (Das et al., 1995). Em outro
experimento, 0 mesmo grupo de autores injetou 1mg/dia de GLA no local de remocéao
do tumor em humanos, ap6s 10 dias da cirurgia e durante 10 dias consecutivos. Dos
seis pacientes que receberam o tratamento, trés tinham cateter implantado no cranio.
Nos outros trés, o GLA era injetado diariamente em condi¢cBes estéreis, procedimento
monitorizado por tomografia computadorizada. Os resultados mostraram que houve
aumento na sobrevida média dos pacientes de 6 meses para 2 anos, independente da
técnica utilizada (Das, 2004). Estes estudos evidenciam que o GLA é capaz de
aumentar a sobrevida dos pacientes com glioma, podendo ser assim utilizado como um
tratamento adjunto.

Outro aspecto interessante desse acido graxo é a capacidade de diminuir a
angiogénese tumoral. Em estudos com pacientes diagnosticados com glioma, cateteres
foram implantados na cavidade deixada apés a cirurgia de remoc¢ao do tumor. O GLA
foi injetado numa concentracdo de 1lmg/dia, por 7 dias consecutivos, e 0S pacientes
eram monitorados através de exames de ressonancia magnética e tomografia
computadorizada. Verificou-se uma reducédo de até 60% no contraste, sugerindo uma
acao anti-tumoral e anti-angiogénica. A sobrevida estimada para estes pacientes era de

4-6 semanas, pois estavam em estagio final da doenca, sem possibilidade de terapia
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coadjuvante como radio/quimioterapia. Apos o tratamento com GLA, alguns pacientes
viveram mais de 4 meses, sem alteracdo no quadro psicolégico (Bakshi et al., 2003).

Como descrito acima, os PUFAs sdo capazes de modificar diversos processos
celulares, inclusive modificar ou modular a resposta do sistema imunoldgico. De fato, o
suprimento de PUFAs é capaz de alterar a composi¢cdo da membrana fosfolipidica, pois
é incorporado nas mesmas. Os PUFAs, ao serem metabolizados, sdo capazes de
alterar a sintese de eicosandides. Os produtos da metabolizacdo dos PUFAs séo
importantes mediadores inflamatérios e estdo envolvidos em diversos processos
celulares como a proliferacdo celular, o estimulo angiogénico e migratorio, a sintese de
fatores de crescimento, entre outros (Naidu et al., 1992; Leaver at al., 2002a,b; Das,
2006; Miyake et al., 2009).

1.7.1 Eicosandides

Os eicosanoides pertencem a uma familia de compostos lipidicos ativos de vinte
carbonos, oriundos da metabolizagdo de alguns acidos graxos, como AA, EPA, GLA,
entre outros PUFAs. Esses mediadores sdo capazes de promover a sobrevivéncia, a
proliferacdo e a motilidade celular. S&o capazes de modular a angiogénese, a adesao
celular, a permeabilidade vascular e a inflamacdo. Acredita-se que a sua producéo
possa estar relacionada com a transformacgéo celular e a promocéo do cancer (Nathoo
et al., 2004).

Nos mamiferos, os eicosanoides séo sintetizados por todos os tipos celulares, e
guando ligados aos seus receptores desencadeiam cascatas de sinalizacao intracelular,
como a liberacdo de um segundo mensageiro que pode ser AMPc, diacilglicerol (DAG)
e inositol 1,4,5 trifosfato. A partir dai, uma gama de processos celulares pode ocorrer,
dependendo do tipo de complexo ligante-receptor que foi estimulado (Marks et al.,
2000).

O mediador lipidico sintetizado a partir do PUFA depende da enzima que o
metabolizou e de qual acido graxo € originado (Esquemas 7, 8). A sintese dos
prostandides, por sua vez, da-se a partir da enzima ciclooxigenase; Os acidos

hidroxieicosatetraenéicos (HETES) e leucotrienos sdo metabolizados pelas

52



lipooxigenases; E os hidroxi-eicosandides a partir da enzima P450 monooxigenase
(Marks et al., 2000). Esses mediadores lipidicos estdo associados a resposta
inflamatoria do tecido, mediante injuria, trauma e/ou patologia, desde o inicio da
inflamacédo até a formacao do tecido tumoral. Ha relatos que mostram a associacdo de
inflamacé&o crbénica com o céancer, sendo alguns exemplos: a hepatite B, a presenca de
Helicobacter pylori e a pancreatite cronica estéo relacionadas com o aumento do risco
de aparecimento de cancer no figado, no trato gastrointestinal e no pancreas,
respectivamente (Furstenberger et al., 2006).

Devido a essa correlacdo entre eicosandides e cancer, surgiram alguns estudos
gue mostraram que a sintese de eicosandides e leucotrienos tem papel importante na
proliferacdo e metastase, estimulando ou inibindo esses processos na célula tumoral.
Na presenca do acido dihomo-y-linolénico (DHGLA), substrato para a biossintese de
prostaglandinas (PGs), verificou-se que, tanto o GLA quanto outros PUFAs aumentaram
a sintese de prostaglandinas em células tumorais (Vartak et al., 1998), o que evidencia
que esses acidos graxos sao capazes de modificar a sintese desses compostos

lipidicos.

1.7.2 Prostanoides

Os prostandides sdo um grupo de lipidios bioativos provenientes da
metabolizacdo dos PUFAs pelas ciclooxigenases. O primeiro passo para a sintese de
prostaglandinas (PGs) é a hidrolise de fosfolipidios da membrana plasmatica para
produzir araquidonato livre, em uma reacéo catalisada pela fosfolipase A, (secretada ou
citoplasmatica). Em seguida, o araquidonato livre é oxigenado pela ciclooxigenase e
produz uma substancia instavel intermediaria, a PGG, (Wang et al.,, 2007), a qual
rapidamente é convertida em PGH,. A PGH, serve como substrato para diversas
enzimas denominadas PG sintases, responsaveis pela producao das PGs (D, E;, Foq €
I, — também conhecida como prostaciclina), e tromboxano sintase (TXA;) (Hinz e Brune,
2002). Apdés a sintese, a maioria dos eicosandides € liberada pela célula (pelo
transportador de prostaglandinas - PGT) e atuam em receptores especificos presentes

na superficie celular e/ou em receptores nucleares (Esquema 7). Os receptores de
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membrana pertencem a familia de receptores acoplados a proteina G e sao designados
PR (receptor de prostaglandina), e seu nome varia de acordo com o tipo de PG a que é
capaz de se ligar. A primeira letra é proveniente da familia da PG ligante desse
receptor. Por exemplo, DPR é receptor da PGD, EPR é receptor da PGE, e 0 mesmo
raciocinio segue para os outros receptores, como FPR (PGF), IPR (PGI) e TPR (TXA).

A PGE; é o metabdlito mais frequente produzido através da COX-2 e esta
presente em diversos tipos tumorais. Os receptores EPR, que se ligam as PGEs séo de
uma familia de receptores subdividida em 4 subtipos, denominadas EP1 — EP4. EP1 e
EP4 tém menor afinidade pela PGE;, e EP2 e EP3 possuem alta afinidade pela mesma
(Wang et al.,, 2007). O EP1 esta localizado no envelope nuclear de alguns tipos
celulares, e encontra-se acoplado a proteina G. Quando EP1 é ativado através da
fosfolipase C (PLC) ocorre a mobiliza¢do do calcio intracelular e isso leva & modificacédo
em diversos processos celulares, como estimulo proliferativo via EGFR (Zhang et al.,
2007). O EP2 e 0 EP4 estao acoplados também a proteina Gs (estimuladora), mas sua
sinalizacdo se faz através da elevacdo do AMPc e posterior ativacdo da proteina
quinase A (PKA). O EP3 quando ativado diminui o nivel de AMPc via proteina Gi
(inibidora) através da inibigcdo da enzima adenilato ciclase (Loffler et al., 2008).

A ativacdo de EP2 e EP4 leva a translocacdo da B-catenina ao nucleo que
promove a ativacdo de genes como ciclina D1, c-myc, COX-2 e EGR-1 (do inglés early
growth response factor), este Ultimo por sua vez estimula a transcricdo de TNF-beta,
ciclina D1 e PGE; sintase. A PGE; estimula também a sinalizacdo de EGFR (receptor
para fator de crescimento epidermal), um potente fator de crescimento que atua na
resposta proliferativa, migratoria e modula a apoptose nas células tumorais (Telliez et
al., 2006). Sabemos que a PGE;, é capaz de estimular diversos processos celulares
como a angiogénese, migracéo e invasao celular, em diversas linhagens tumorais como
de prostata, colon e mama (Attiga et al., 2000; Sheng et al., 2003; Timoshenko et al.,
2003).

A PGE; é capaz de aumentar a expressdo de MMP-2 e CD44, aumentando a
invasao celular através da degradacao da matriz extracelular e interferindo na adeséo
célula-matriz, assim permitindo que a célula possa migrar de maneira mais eficiente

(Telliez et al., 2006). A inibicdo da COX-2 e a diminuicdo da PGE, em tumores de
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prostata promovem uma invasdo menos eficiente e migracdo reduzida das células,
provavelmente devido a reducéo da sintese de MMP-2 (Attiga et al., 2000). Em tumores
de mama, a inibicdo da COX-2 causa uma drastica redu¢cdo da MMP-2, diminuindo a
viabilidade das células tumorais e reduzindo a migracao celular (Larkins et al., 2006).
Além disso, a PGE; estimula a sintese de fatores de crescimento envolvidos na
angiogénese (VEGF), via EGFR-MAPK, via GTPases (CDC42 e RAC), e desta forma
auxilia na migracdo, no espalhamento da célula endotelial e na formacédo da estrutura
tubular dos vasos (Cao e Prescott, 2002).

Acredita-se que a ligagdo da PGE; ao receptor EP1 é capaz de transativar o
receptor de EGF via Src, que posteriormente levaria a sinalizacdo da via AKT. A
estimulacdo do EGFR pode causar aumento da ativacdo de MMPs, o que leva a uma
maior invasao celular e ao aumento de MMP, importante no processo de angiogénese.
A estimulacdo desse receptor também leva a uma maior migracao e proliferacdo das
células tumorais (Buchanan et al., 2003). Experimentos com células tumorais
estimuladas com PGE, mostraram aumento da ativacdo da via Akt/PKB que esta
envolvida na motilidade celular e na organizagdo da actina, processos relacionados a
migracdo celular. Sheng et al (2003) observaram esse fendbmeno em cultura de células
de tumor de colon, no qual as células apresentavam morfologia sugestiva de células em
processo de migracdo. Esse fendbmeno foi explicado pelo aumento da fosforilacdo de
AKT/PKB.

Outra molécula estudada e que também sofre influéncia dos prostandides € a
tenascina-C. Alvarez-Dolado et al. (1999) verificaram em cultivo de C6 que a presenca
de PGD, foi capaz de alterar a expressdo do RNAmM da TNC nessas células tumorais.
As células foram incubadas com PGD,, e observou-se que a expressdo do RNAm da
TNC havia diminuido, e também havia um menor crescimento das células tumorais. Os
mecanismos para esses resultados ainda sdo obscuros, mas esses efeitos sobre a
inibicdo da proliferacdo celular foram observados em outros tipos de cancer, como
cancer de ovario e leucemia (Su et al., 2003; Chen et al., 2005).

Podemos perceber que os prostandides estdo envolvidos em diversos processos
celulares, e parece haver uma correlacdo desses com os receptores de VEGF Flt-1 e

FIk-1. Aparentemente, estes receptores interferem na sintese e na liberacdo da PGl,
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(He et al., 1999), como observado por Neagoe et al. (2005), no qual a presenca de
VEGF-A em cultura de células endoteliais de aorta bovina (BAEC) era capaz de induzir
a sintese de PGI, (mediu-se o metabdlito estavel de PGl,, o 6-keto PGF,,). Acredita-se
gue essa estimulacdo ocorra via receptores Flt-1 e Flk-1. A transfosforilacdo dos
receptores de VEGF ocorre em tirosinas especificas que desencadeiam uma cascata
de sinalizacdo mediada por MAPK e PLA, citosélica, a qual culmina na ativacdo da
PGI, sintase. Porém, este estudo (Neagoe et al., 2005) mostra que, quando o0s
receptores Flt-1 ou Flk-1 se ligam ao VEGF de forma homodimérica, ndo ocorre
aumento na sintese de PGl..

A PGE; é capaz de modular a expressao de NF-kB e Mcl-1, via PI3K/AKT. Isso
leva a uma diminuicéo de proteinas como da familia Bad e Bcl-2 que inibem a apoptose
e promovem a sobrevivéncia celular. A expressdo de muitas proteinas anti-apoptoticas
diminui a expressdo das proteinas pro-apoptoticas, e esse desbalanco ocorre com
frequéncia nas células tumorais, levando a diminuicdo na taxa de apoptose (Telliez et
al., 2006).

Uma das causas dos altos niveis de prostandides em células tumorais ocorre
pela atividade da enzima COX-2, responsavel pela metabolizacdo de AA. A COX-2 esta
superexpressa em diversos tumores e estimula a angiogénese e a inflamacgéao, a
invasao celular, a mitose e a producéo de citocinas e fatores de crescimento (Shono et
al., 2001). Ha varios estudos que demonstram a relacdo entre altos niveis de COX-2
com a transformacdo de células tumorais, angiogénese, modulacdo da resposta
imunoldgica, invasdo celular e metastase (Trifan e Hla, 2003). Esses efeitos
supracitados correlacionam o aumento da COX-2 com o aumento da expressao de
MMP-2, a diminuicdo de caderinas (Cao e Prescott, 2002), 0 aumento na expressao de
VEGF (Perdiki et al., 2007), entre outros.

Através de imunohistoquimica, verificou-se que em cérebro humano normal ha
presenca de COX-2 nos neurbnios, mas esta esta ausente nas células da glia e do
endotélio. Ja na presenca do glioma, a COX-2 esta presente nas células tumorais (Joki
et al., 2000) e nos vasos que nutrem o tumor. Por isso, acredita-se que esta enzima

esteja em intima relacdo com a angiogénese (Dohadwala et al., 2001).
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As areas de necrose levam a hipoxia, o que aumenta os niveis de HIF-1 e junto
com esse, parece ocorrer um estimulo para a sintese de COX-2. Por esse motivo,
acredita-se que haja uma relacdo intima da COX-2 com a angiogénese, ja que a
presenca de altos niveis de HIF-1 na célula estd em associacdo com a sintese de
VEGEF (Trifan e Hla, 2003).

Na revisdo de Cao e Prescott (2002), observou-se que ao utilizarem um
antiinflamatorio ndo esterdide como tratamento de diversas linhagens celulares de
cancer (mama, prostata, célon e glioma) ocorreu aumento do AA intracelular, causando
indugdo da caspase-3, aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial e
acumulo de ceramida, outro indutor de apoptose. Houve também diminuicdo da sintese
de PGE; e da atividade da bcl-2 (proteina anti-apoptotica). Existem evidéncias de que a
presenca de COX-2 e PGE; aumenta a sintese de DNA, a proliferacdo e o crescimento
de células normais e tumorais, através da ativacdo da proteina G, 0 que causa um
aumento na expressdo de EGF. A PGE; € indutora também do aumento da expressao
de COX-2, servindo como feedback positivo para sua sintese (Matsuo et al., 2001). Um
outro estudo com gliomas humanos mostrou uma forte relagdo com a expressao de
COX-2 e o grau de malignidade do tumor, ou seja, quanto maior a expressao de COX-
2, pior o prognostico do paciente (Shono et al., 2001).

Como descrito anteriormente, ha uma intima relacdo entre os PUFAs e as
enzimas envolvidas na sua metabolizagdo. O GLA , assim como o AA, é substrato
dessa enzima. Por simples competicdo com a COX-2, o GLA é capaz de modificar a
sintese dos prostandides. O GLA, apos ser elongado e dessaturado, origina 0 DHGLA,
o qual compete com o AA. Quando DHGLA é metabolizado pela COX-2, forma PGE;
(Masoodi e Nicolaou, 2006), que possui efeitos semelhantes a PGE,, porém menos
eficiente. A PGE;, aparentemente, ndo apresenta efeito mitogénico, sua atividade é
mais branda na inducdo da inflamacdo e menos agressiva que a PGE,, além de ter
acdo diminuta como mediador quimico e como indutor no aumento da expressdo de
COX-2 (Hrelia et al., 1996).

Como foi visto, os prostandides estdo envolvidos em diversos
processos celulares. Nos gliomas, a alta capacidade proliferativa, angiogénica e

invasiva, e a sua resisténcia aos tratamentos convencionais, dificultam um progndstico
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satisfatorio dessa patologia. Foi observado que as células de glioma na presenca do
GLA reduzem sua taxa proliferativa e migratéria, aumenta o numero de células em
apoptose, e induzem a diminuicdo da angiogénese. Uma das hipoteses que tentam

7

explicar essas mudancas é a modificacdo da sintese dos prostandides, através da

presenca do GLA (Pham et al., 2006; Das, 2006).
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Esquema 7 - Esquema mostrando os prostandides e isoprostanos derivados do acido
araquidénico (AA), acido eicosapentaendico (EPA) e é&cido dihomo-y-linoleico
(DHGLA) via ciclooxigenase (COX) ou radical livre catalisado. Adaptado de
Masoodi e Nicolaou, 2006.
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2 OBJETIVOS

Avaliar no modelo in vivo de glioma de rato (C6) o grupo controle e o

grupo taratdo com o &cido y-linolénico:

1- a morfologia do tumor

2- a expressédo do VEGF e seus receptores (Flt-1 e Flk-1)
3- a expressao das enzimas COX-2 e MMP-2

4- a expressao da Tenascina-C

5- a composicao lipidica e a incorporagédo do GLA no tumor

Avaliar no modelo de esferdides de células C6 sobre tecido cerebral

fresco ap0s o tratamento com acido y-linolénico:

6- a proliferacao e apoptose das células tumorais
7- a distancia de migracao das células tumorais
8- a sintese de PGE; in vitro
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultivo de Células

As células C6 de glioma de ratos foram obtidas no ATCC e mantidas congeladas
em nitrogénio liqguido em meio suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e
20% de glicerol. Apds serem descongeladas foram cultivadas em Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) com 10% de SFB e antibidticos (penicilina - 50 U/ml /

estreptomicina — 50 pg/ml) e deixadas em estufa a 37 °C com 5% de CO; e 95% de ar.

3.2 Implante Estereotaxico das Células C6 em Ratos Wistar

Os ratos Wistar foram anestesiados via intra-muscular com quetamina:xilazina
(10 mg:1,5 mg/100 g de peso corporal). O osso craniano foi perfurado com broca
odontolégica e injetadas 5x10° células C6 (em um volume méximo de 5 ul)
esteriotaxicamente no Striatum esquerdo dos animais. As coordenadas da injecdo séao:
Antero-posterior +0.48 mm (bregma), médio-lateral, 3 mm, dorso-ventral 5.4 mm. O
tempo de crescimento do tumor foi de 14 dias. Apds este periodo os animais foram
anestesiados novamente, e implantado no seu dorso a bomba osmotica (Figura 1). Os
animais foram divididos em dois grupos: GLA (acido y-linolénico) que infunde uma
concentragédo de 5 mM 0,5 pul/h e outro grupo CSF (liquor artificial) que contém 150 mM
Na‘, 3,0 mM K*, 1,4 mM Ca*, 0,8 mM Mg?, 1,0 mM P, 155 mM CI e 150 mg/L de
albumina. Apdés o tratamento de 14 dias dias os animais foram anestesiados e
sacrificados por perfusdo transcardiaca; os animais usados para IHQs foram
perfundidos com uma solucdo de formaldeido 4% em tampéao fosfato 0,1 M (pH 7,2) e
0s animais usados para MET foram perfundidos com uma solucao de formaldeido 4% e
diferentes concentracdes de glutaraldeido (0 a 0,5%) em tampao fosfato 0,1 M (pH 7,2).
Para as andlises dos eicosanodides os animais foram anestesiados e removidos 0s
tumores, com o auxilio de um microscépio cirurgico, e congelados em N, Todos 0s
procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal
(CEEA) do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP (protocolo nimero 116/08).
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3.3 Cromatografia a Gas Acoplada a Espectrometria de Massas (GCMS)

Os animais foram sacrificados por dose letal de anestésico e seus tumores foram
removidos por disseccdo sob lupa microscopica. Os grupos CSF e GLA foram
analisados apdés a implantacédo do tumor e tratamento por 14 dias. Para a extracdo dos
lipides seguiu-se o0 método de Folch (1957), utilizando butil-hidroxitolueno (0,1%). Os
acidos graxos foram metilados utilizando o acido sulfurico/metanol (Kitson et al., 1996),
e separados em colunas DB-23 no cromatografo a gas sobre injecdo de 220 °C, e
interface coluna-espectrometro de massa 250 °C, carreados por gas hélio (99,99%) no
aparelho Shimadzu GCMS QP5050. As temperaturas foram 150 °C por 2 minutos ap6s
a injecdo. Em seguida a temperatura sobe a 200 °C sendo 10 °C/min; 230 °C sendo 1,3
°C/min; 250 °C a 10 °C/min. Os &cidos graxos individualmente foram identificados por
espectrometria de massas e tempo de retencdo, a partir do uso dos padrdes. O acido
heptadecandico (17:0) foi utilizado como padréo interno das amostras e para curva de

calibracdo, enquanto o acido heneicosandico (21:0) foi utilizado como padrao externo.

3.4 Anticorpos

Os anticorpos policlonais usados neste trabalho sdo: MMP-2 (8B4) obtido em
cabra, VEGF (C1) obtido em camundongo, VEGF (A20) obtido em coelho, Flt-1 (C17)
obtido em coelho, Flk-1 (C1158) obtido em coelho, COX-2 (H62) obtido em coelho,
BrdU (IIB5) obtido em camundongo, GFAP (C19) obtido em cabra e mono nuclear
phagocyte obtido em camundongo.

Todos os anticorpos primarios usados neste trabalho foram obtidos da Santa
Cruz Biotechnology com excessao do mono nuclear phagocyte (BD Biosciences). Os
anticorpos secundarios biotinilados (anti-cabra, anti-coelho e anti-camundongo) usados
para as analises das IHQs em microscopia de luz foram obtidos em burro (Santa Cruz
biotechnology). As IHQs em microscopia de luz usaremos ainda streptavidina biotinilada
conjugada com HRP (horseradish peroxidase) — Amershan Biosciences. Os anticorpos
secundarios usados para as analises IHQs em MET sao: goat anti-mouse conjugado
com particula de ouro (10nm) e goat anti-rabbit conjugado com particula de ouro
(15nm). Ambos foram obtidos da Electron Microscopy Science (Tabela 1).
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3.5 Andlises das IHQs em Microscopia de Luz

Para os cortes em congelacdo os encéfalos foram crioprotegidos em sacarose
20% (em tampao fosfato 0,1 M — pH 7,2) “overnight”. Os cérebros foram cortados em
um microtomo de congelacdo (Leica SM 2000R) e montados sobre laminas
gelatinizadas. As laminas montadas com criocortes foram hidratadas por 40 minutos. O
bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado por 30 min com H;0, (2%) em
metanol/H,0O (1:1) seguido por lavagens em PBS. O bloqueio dos sitios inespecificos foi
feito com uma solugédo 2% BSA, 2% do soro do animal onde foi feito o anticorpo
secundario em PBS —Triton X-100 (0,2%). Os cortes foram incubados “overnight” com
0S respectivos anticorpos primarios (MMP-2 1:100, VEGF 1:200, Flt-1 e flk-1 1:100 e
COX-2 1:200) diluidos em PBS-Triton 0,2% a temperatura ambiente. Apos este tempo,
as laminas foram lavadas 3 vezes (PBS) e em seguida, incubadas por 90 min com o
anticorpo secundario biotinilado (concentracdes entre 1:500 e 1:1000) e entéo
novamente lavadas com PBS e PBS-Triton 0,2%. Segue-se a incubagdo com um
complexo streptavidina-biotinilada horseradish peroxidase (numa concentragdo entre
1:100 e 1:200 por 60 minutos) e novas lavagens antes da revelacdo das laminas com
3,3'- diaminobenzidina (DAB) 40 mg/100 ml + 1 ml H,O, 3%. Apds a revelacdo com
DAB foi realizado a intensificagdo da rea¢do IHQ em uma solugéo de 6smio (0,04% por
30 minutos) e contra-coradas (nucleos) com metil-green 0,1%, desidratadas e montadas

com Permount®.

3.6 Andlises das ICQs em MET

Foram efetuadas diversas técnicas de imunocitoquimica até chegarmos em uma
técnica em que todas as moléculas de escolha fossem observadas tanto no tumor per
se, quanto apos o tratamento proposto. Abaixo encontram-se as diversas técnicas
realizadas:

Free-floating: Apds a perfusdo, os encéfalos foram extraidos e o material foi pés-
fixado por 3 horas na mesma solucdo de perfusdo a 4 °C. Em seguida, foram feitos
cortes de 50 um em um Vibratome serie 1000 em PBS 0,02 M, pH 7,4. Apés a obtencao

dos cortes, os mesmos foram lavados 3 vezes por 5 minutos em PBS 0,02 M, pH 7,4. e
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a imunocitoquica foi entdo realizadas em placas contendo 24 wells, durante todo o
processo 0s cortes foram manipulados com pincel. Foram utilizadas diversas
concentracfes de glutaraldeido, 2%, 1%, 0,5% e 0,2%. Algumas moléculas marcaram
outras ndo. Além das diversas concentracdes de glutaraldeido o tipo de revelacao
também foi variado, entre o DAB, intensificacdo pela prata e anticorpo secundario
conjugado com ouro.

Freeze-cracking: uma outra tentativa realizada foi a técnica de freeze-cracking,
na qual foi adicionado a etapa de congelacdo dos cortes, que consiste em colocar o
espécime em crioprotetor (25% sacarose, 6% glicerol em tampdo P(K) 0,05 M)
‘overnight’, apos esse periodo o material foi cortado em vibratomo (30 um) e imerso em
nitrogénio liquido, colocado em PBS e posterior a esse processo fez-se a
imunocitoquimica dos cortes idéntica a técnica previamente descrita; o free-floting. A
intencdo de utilizar esse técnica foi devido a auséncia de marcacéo para as moléculas
que se encontravam no espaco intra-celular, apds seu congelamento, pensou-se que
essa etapa aumentaria a permeabilidade da célula ao anticorpo.

Ao final de tantas tentativas frustradas, foi decidido excluir as moléculas intra-
celulares do projeto inicial, porém surgiu um outro problema. Apés o tratamento dos
animais com o GLA, ndo era possivel obter um corte uniforme dos cérebros dos
animais, o tumor se desprendia do resto do cérebro normal, e ao final da
imunocitoquimica ndo havia mais tumor para ser analisado. Foi resolvido entdo
comecar tudo de novo, ou seja, padronizar todos 0s anticorpos novamente em uma
técnica de possivel realizacdo em todos 0s grupos que seriam analisados. A técnica de
escolha foi a imunocitoquimica post-embedding. Mesmo nessa técnica as moléculas
intra-celulares ndo eram evidenciadas, iniciou-se novamente modificagdes no protocolo
para tentar marca-las, inclusive as modificagBes nas concentracdes de glutaraldeido,
porém, apenas quando foi eliminado o mesmo, houve imunomarcacao intra-celular.
Devido a todos esses percalgcos a técnica de escolha foi a imunocitoquimica post-
embbeding, com fixador 4% de formaldeido em tampéao P (K) 0,1 M (pH 7,2). Apesar da
morfologia ndo ser boa, o que seria muito interessante observar cortes com uma 6tima
fixacdo para microscopia eletronica; o principal objetivo era visualizar a real localizac&o

intra-celular e extra-celular das moléculas analisadas.
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3.6.1 Pre-Embedding

Apbs a perfuséo os encéfalos foram extraidos e o material foi pos-fixado 3 horas
na mesma solucdo de perfusdo a 4 °C. Em seguida foram feitos cortes de 50 um em um
Vibratome serie 1000 em PBS 0,02 M, pH 7,4. Apés a obtencéo dos cortes, 0S mesmos
foram lavados 3 vezes por 5 minutos em PBS 0,02M, pH 7,4. Toda a reagédo IHQ em
MET foi realizada pelo método de “free-floating”. Em alguns espécimes foram aplicados
a técnica de ‘freeze-cracking’, no qual consiste de colocar o material em crioprotetor
(25% sacarose, 6% glicerol em tampao P(K) 0,05 M) ‘overnight’, apds esse periodo o
material foi imerso em nitrogénio liquido e colocado em PBS, posterior a isso foram
cortados em vibratomo e seguiram para a ICQ.

O bloqueio dos aldeidos do fixador foi feito com solucdo de PBS com glicina a
0,1 M, pH 7,2, por 10’. Os cortes foram lavados 3 vezes em PBS 0,02 M, pH 7,4, por 5’.
O bloqueio dos sitios inespecificos foi feito com o soro do animal doador do anticorpo
secundario a 5% em PBS 0,2% Triton, 0,02 M, pH 7,4 por 1 hora.

Os cortes foram colocados em contato com o anticorpo primario (MMP-2, VEGF,
FIt-1 e FIk-1) “overnight” em PBS 0,2% triton, 0,02 M, pH 7,4 (1:200) a temperatura
ambiente. Apds o periodo de incubacéo, foram feitas 4 lavagens em PBS 0,2% Triton,
0,02 M, pH 7,4 por 10’ cada. Em seguida, incubou-se os cortes com 0s anticorpos
secundarios conjugados com ouro (1:50) em PBS 0,2% Triton, 0,02 M, pH 7,4 por 1
hora e 30’. Os cortes foram lavados em PBS 0,02 M, pH 7,4 por 10’ cada. O material foi
pés-fixado novamente em solucdo de formaldeido 4% e glutaraldeido 2% em PBS 0,02
M, pH 7,4 por 10’, e lavados 2 vezes em PBS 0,02 M, pH 7,4 por 5. Apds a conclusao
da imunohistoquimica os cortes foram re-fixados em tetréxido de ésmio 1%, pH 7,4 por
1 hora e desidratados em gradiente de etanol. Foram ent&o infiltrados em resina Epon
812 (Electron Microscopy Science, Inc) e polimerizados a 60°C por 16 horas sobre
laminulas plasticas. Os cortes foram colocados em formas de silicone, preenchidos com
a mesma resina Epon 812 e polimerizadas a 60 °C por 16 horas. A laminula foi
removida por imersdo em nitrogénio liquido. O bloco foi cortado em microtomo com

lamina de diamante, coletado em grade de “200-mesh” e contrastado com acetato de
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uranila e citrato de chumbo. Os cortes foram visualizados em microscopio eletrénico
Jeol (JEM 1010).

3.6.2 Post-Embedding

Os animais foram anestesiados, em seguida, perfundidos pela técnica
transcardiaca com solucédo de formaldeido 4% em tampéo fosfato 0,1 M (pH 7,2). Apds
a pos-fixacdo do material na mesma solucdo fixadora por 3 horas, o material foi
desidratado através de gradiente de etanol e posterior infiltracdo na resina LR/White:
alcool absoluto por 1 hora (1:1) a 4 °C. Apds esse periodo o material continuou ser
infiltrado com 2 banhos “overnight” de resina a 4°C. Em seguida, o material foi incluido
em resina LR/White em capsulas de gelatina e levado para estufa a 37 °C por 72 horas.
ApoOs a polimerizagdo da resina foram feitos cortes semi-finos em micrétomo e o
material trimado até atingir o tecido tumoral. Em seguida foi feito o corte ultrafino com
lamina de diamante. O material foi colocado em telas de Au para evitar precipitacdo de
particulas de Au do anticorpo secundario. Para a imunocitoquimica o material foi
hidratado em H,O destilada por 5. Em seguida, fez-se o bloqueio dos aldeidos com
glicina 0,02 M em TBS (pH 7,3) por 15’. Lavaram-se as telas com TBS (pH 7,3) por 3
vezes de 5’ e fez-se o bloqueio dos sitios inespecificos por 30’ com soro do animal
doador do anticorpo secundario (1:1), 1% de BSA, NaN3 0,05% em TBS (pH 7,3). Apos
decorrido o tempo de incubacdo, o material foi incubado com o anticorpo primario
(1:50), 0,6% de BSA, NaN3 0,05% em TBS (pH 7,3) “overnight” a 4 °C. Apds esse
tempo, o material foi lavado 5 vezes por 5 cada banho em TBS (pH 7,3) e 1 lavagem
de 5 em TBS (pH 8,0) para seguir o processo imunocitoquimica. A incubag¢do do
anticorpo secundario (1:10) foi feita por 2 horas com 0,6% de BSA, NaN3; 0,05% em
TBS (pH 8,0) a temperatura ambiente. Posteriormente, o material foi lavado 1 vez por 5°
em TBS (pH 8,0) e 4 vezes por 5 em TBS (pH 7,3). Foi feito em seguida a fixacdo da
reacdo com 2,5% de glutaraldeido em TBS (pH 7,3) e lavado por 3 vezes de 3’ cada
lavagem. Apds as telas estarem secas, foi feito a contrastagdo do material com acetato
de uranila 2% e citrato de chumbo. O material foi visualizado no microscopio eletrénico
JEOL (JEM1010).
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3.7 Incorporagéo de Bromodesoxiuridina ao DNA celular (BrdU)

Para estudo de proliferacao/reparacao de DNA foi feita a incorporacdo de BrdU.
A BrdU é um andlogo da timidina, que pode ser utilizado como um marcador de células
em sintese (fase S) que posteriormente pode ser visualizado através de
imunohistoquimica convencional.

Seguindo a técnica de Guo et al. (2003) injetamos 100mg/kg de BrdU
intraperitoneal em ratos Wistar 90 minutos antes da perfusdo trancardiaca com
formaldeido 4% em tampéo fosfato 0,1 M (pH 7,2). Os animais foram divididos em 2
grupos, controle com CSF e GLA. Os encéfalos foram crioprotegidos em sacarose 20%
(em tampéo fosfato 0,1 M — pH 7,2) “overnight”. Os cérebros foram cortados em um
microtomo de congelagédo (Leica SM 2000R) e montados sobre laminas gelatinizadas.
Seguiu-se o protocolo de IHQ utilizado nos outros estudos de microscopia de luz
citados anteriormente, porem adicionou-se uma etapa seguindo o trabalho de Ngwenya
et al., 2005, que consiste na utilizacdo de HCI 2 M em 0,5% Triton apds o bloqueio da
peroxidase enddgena, para que ocorra a abertura da fita dupla de DNA e o anticorpo

primario possa ligar-se a BrdU.

3.8 Zimografia in vivo

Para a analise da atividade da MMP-2 e MMP-9 foi realizada a técnica de
zimografia (Clark, .M, 2000, Hawkes et al., 2001) que consiste na separacéo
eletroforética de proteinas desnaturadas em gel de poliacrilamida 7,5% contendo 1
mg/ml de gelatina (substrato da MMP-2). As enzimas sao renaturadas e incubadas para
agir na degradacéo da gelatina. O material biolégico utilizado foi o tumor fresco e seu
correspondente contra-lateral do hemisfério cerebral oposto. Ambos espécimes foram
homogenizados em tampao PBS 1% Triton. A quantidade de amostra foi de 10 e 20ul
em tampéao Tris-HCI 0,125 M, 4% SDS, 20% glicerol e 0,04 % bromofenol azul em pH
6,8. As amostras foram corridas a 200 mV por 1 hora em tampé&o Tris-HCI 0,25 M
glicina 1,92 M, 1% SDS em pH 8,3 a 4 °C. Em seguida o gel foi lavado 2 vezes por 15

min. em 2,5% Triton, em seguida, H,O e colocado em tampéao Tris-HCI 0,05 M, CaCl, 5
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mM, 0,02% NaN3z; em pH 8,8 para que a enzima possa agir na degradacéo da gelatina,
o gel foi colocado em estufa a 37 °C por 18 horas. Ao gel controle foi adicionado EDTA
5 mM para inibir a atividade enzimatica de MMP-2. Apés o periodo em estufa, o gel foi
corado com 0,1% Coomassie Blue em metanol, acido acético e agua (4,5:1:4,5) por 2
horas. Em seguida o gel foi colocado na solucdo metanol, acido acético e 4gua para

descorar.

3.9 Cultivo de Células Tumorais sobre Tecido Cerebral Fresco

Foi observado no trabalho de mestrado de Karina Lawrence Ramos, que apés a
utilizacdo de GLA em cultivo de células C6, havia reducdo na migracao das células. Nos
estudos in vivo, utilizando cortes histologicos do tumor, foi dificil observar se havia
mesmo essa reducao da migracdo das células tumorais. Devido ao tumor crescer de
forma heterogénea, e os cortes obtidos serem de diferentes regides do tumor. Foi
decidido entdo utilizar a cultura de células novamente, porém sobre o tecido cerebral, ja
gue o matrigel é rico em colageno e o tecido nervoso normal ndo €. Utilizando o tecido
nervoso fresco, tentou-se mimetizar o microambiente tumoral in vivo, e dessa forma
analisar a migracao das células tumorais.

Foi feito o cultivo de células C6 em frascos de 25cm®, em DMEM, 10% SFB em
estufa a 37 °C com 10% CO,, ap0s o crescimento exponencial das células cerca de
80% do frasco, elas foram raspadas e contadas em camara de Neubauer. Em placas de
Petri foram colocados 10 pl do meio de cultivo contendo 5 X 10* células, a placa foi
deixada na estufa de forma que o peso das células pela gravidade formam esferdides
de células. Esses esferbides foram deixados por 24h. Apds esse periodo os ratos foram
anestesiados com quetamina:xilazina (10 mg:1,5 mg/100 g de peso corporal)
intraperitoneal, removeu-se o encéfalo dentro de fluxo de ar com material esterilizado,
para evitar contaminacédo. Os encéfalos foram cortados com laminas no sentido dorso-
ventral, formando fatias de cérebro fresco que imediatamente foram colocados em
pocos estéreis contendo membrana millicell 0,4 pum 30 mm em 1 ml DMEM com 10%
SFB. Apés uma hora foram colocados os esferdides sobre os encéfalos por 24 horas.

Apos esse periodo de 24 horas, o meio foi removido e colocado DMEM enriquecido
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com GLA 150 uM ou BSA 10% como controle. Apés dois dias de tratamento os
cérebros foram removidos e fixados em formaldeido 4% em tampé&o fosfato 0,1 M (pH
7,2) overnight, e desidratados com gradiente de etanol. Apds a desidratacao do
material, estes foram incluidos em parafina e cortados em microtomo Leica (RM2145) e
corados com hematoxilina-eosina (H&E). Os cortes foram analisados em microscopio
de luz Nikon Optiphot-2, as imagens coletadas foram aleatérias para contagem de
células em processo de mitose. Outra regido analisada foi a borda dos esferoides e a

distancia das células que migraram na direcdo oposta ao esferdide de células tumorais.

3.10 Coloragdo com Hematoxilina- Eosina

As laminas foram colocadas em xilol por 30 minutas a 60 °C, depois 20 minutos
em xilol temperatura ambiente (TA) para remocdo da parafina e hidratadas em
gradiente de etanol. Em seguida, as laminas foram colocadas em agua corrente, 2
minutos na hematoxilina, lavadas em agua corrente por 2 minutos, lavadas em
diferenciador (alcool-acido). Em seguida, colocadas na agua corrente por 5 minutos e
coradas na eosina por 2 minutos. Por fim as laminas foram lavadas em 100% etanol 3
vezes e colocadas em trés banhos de xilol, montadas com resina Permount e

protegidas com laminulas.

3.11 TUNEL

Para analise de células em apoptose foi utilizado o kit da Calbiochem “TdT-
fragEL DNA fragmentation detection”, que marca a regiao fragmentada do DNA celular
em nucleo apoptotico, podendo ser utilizado em cortes incluidos em parafina ou
criocorte. Nesse kit o terminal desoxinucleotidil transferase (TdT) liga-se ao final do
DNA fragmentado em apoptose 3'-OH que depois foi evidenciado com reacdo de
estreptavidina-HRP/ DAB. As laminas foram desparafinizadas (no caso de laminas
incluidas em parafina) e hidratadas (incluidas em parafina ou criocorte), as proteinas
(histonas) foram digeridas com proteinase K 20 ug/ml em tampéo Tris 10 mM (pH 8,0)

por 20 min. Em seguida, os cortes foram lavados em TBS e incubados em 3% H,0, :
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Metanol (1:10) por 5 minutos para o bloqueio da peroxidase endégena, lavados em TBS
e colocados em tampéo para equilibrar a reacdo por 10 minutos (1 M cacodilato de
sodio, 0,15 M Tris, 1,5 ml/ml BSA, 3,75 mM CoCI2 (pH 6,6). Em seguida as laminas
foram incubadas em TdT (marcador de DNA fragmentado) + enzima TdT por 90
minutos a 37 °C. Apds o periodo de incubacéo a reacédo foi bloqueada com um tampéao
0,5 EDTA (pH 8,0) por 5 minutos e, em seguida, os cortes foram lavados em TBS. Os
cortes foram incubados com BSA (4%) e estreptavidina conjugado com peroxidase por
30 minutos. Em seguida os cortes foram lavados em TBS e revelados com DAB e
H,O,/uréia por 10 minutos. As laminas foram contra-coradas com metil verde,
desidratadas e montadas com Permount. Os cortes foram analisados e contados em

microscopio de luz Nikon Optiphot-2.

3.12 ELISA PGE; (enzyme-linked immunosorbent assay)

Para este ensaio foi utilizado o kit da Cayman Biochemical PGE,- monoclonal.
Este ensaio € baseado na competicdo entre a PGE, e a PGE, conjugada a
acetilcolinesterase (AchE). A PGE, compete com a AchE para se ligar ao anticorpo
monoclonal (anti-PGE;) presente no poco. Apos a lavagem do poco, para remover o
reagente que ndo se ligou ao anticorpo, adiciona-se uma solucéo (Ellman) que contem
0 substrato para AchE. Essa reagdo colorimétrica € medida por absorbancia e de
acordo com a quantidade de AchE reagido podemos determinar a concentracao de
PGE; presente na amostra, através de uma curva padrao. Utilizamos meio de cultura de
células C6 (2 X 10* células por frasco de 25cm?) tratadas com BSA (10%) como grupo
controle, tratadas com GLA em duas concentragdes 75 uM e 150 uM, e um grupo no
qual foi adicionado ionéforo de Ca®* (A23187) 1 uM que tem funcdo de estimular a
producdo de PGs. Pois 0 aumento de Ca**, no interior da célula, aumenta a atividade
das fosfolipases, dessa forma, aumenta a liberagdo de AA da membrana plasmatica. O
AA livre permite a enzima COX de metaboliza-lo e produzir PGs.
3.13 Analise dos Dados
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Todos os dados obtidos nos ensaios de migracao, proliferacdo e apoptose estéo
apresentados como media + erro padrdo (SE). Os resultados foram submetidos a
analise de variancia seguida de teste-t ndo pareado ou one-way ANOVA. As diferencas
foram consideradas significantes com p<0,05.

Os resultados provenientes do ensaio de zimografia foram analisados por
densitometria de acordo com a intensidade das bandas presentes no gel.

Os dados de imunohistoquimica foram coletados pelo software Image-Pro-Plus e
analisados no proprio programa. Nas moléculas que tiveram grande diferenca na
marcacgao imunohistoquimica, entre o grupo tratado e controle, foi feito uma mascara no
qual marcava a quantidade da area de imunoreacdo. Sendo assim, foi possivel
comparar 0s grupos entre si, algumas moléculas tiveram uma marcacdo bastante

heterogénea dificultando essa comparacao.
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4 RESULTADOS

4.1 Morfologia

Os resultados serdo apresentados divididos em 3 grupos distintos:

O primeiro grupo analisado foi o grupo de animais no qual foram injetadas
células tumorais C6 no striatum dos ratos, e assim permaneceram por um periodo de
28 dias (CON). No segundo grupo (CSF), os animais foram tratados durante 14 dias
com fluido cerebroespinhal artificial, no qual foram colocadas as bombas osmoticas,
apos 14 dias da cirurgia de implantacdo do tumor, sendo este um dos grupos controle
do tratamento proposto. O terceiro grupo (GLA), também de animais tratados, porém
com acido y-linolénico (5 mM), por um periodo de quatorze dias.

Nos resultados de analise morfoldgica dos diversos grupos, foram observadas
caracteristicas peculiares em cada grupo. No G1, relatamos na microscopia de luz que
o tumor € capaz de desenvolver-se no periodo proposto de 28 dias, e dessa forma ser
utilizado como um tipico modelo de GBM de ratos. Sendo assim, o GBM ja maduro
apresentava as caracteristicas tipicas do tumor, ou seja, células atipicas, intensa
proliferacdo celular e vascular, areas de necrose com células em palicada,
caracteristico de processo necrotico e bordas difusas infiltrativas. As células tumorais
migravam ativamente através das fibras de mielina e sobre a membrana basal dos
capilares e vasos sanguineos (Figuras 2A e B).

Quando o grupo CON foi analisado por MET, observamos que o0 GBM é um
tumor rico em células. As mesmas apresentam caracteristicas de células proliferativas:
pequenas, pouca quantidade de citoplasma, abundante reticulo endoplasmatico rugoso,
ribossomas livres e nucleo bastante desenvolvido, ocupando grande parte do corpo
celular. Em diversas células tumorais pdde-se observar abundancia de pseudépodes, o
gue sugere alta atividade migratoria .

A MEC do tumor é abundante quando comparada com o tecido nervoso normal.
De fato, neste é dificil a visualizacgdo da MEC, mesmo em MET, no qual sé
conseguimos visualizar os componentes celulares, ou seja, 0s neurdnios e as células

da glia. No tumor, a MEC distingue-se nitidamente em dois tipos, fibrilar e ndo-fibrilar, e
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encontra-se ao redor das células e vasos tumorais. Esses resultados mostram a alta
capacidade de producédo/inducdo de elementos da MEC pelas células tumorais e/ou
endoteliais.

Como ja descrito, o GBM utiliza a membrana basal dos vasos para migracao de
suas células, sendo importante ndo apenas para nutricdo e sim para a invasao tumoral.
Prova disso € que observamos facilmente uma grande quantidade de células tumorais
proximas aos vasos, além de um grande numero de capilares sanguineos no interior da
massa tumoral e, mesmo assim, grandes areas de necrose. Tais dados nos levam a
crer gue mesmo com a alta angiogenese, ocorre necrose em algumas regiées do tumor
devido ao alto poder proliferativo das células tumorais (Figuras 3A e B).

No grupo CSF, o tumor encontra-se semelhante ao grupo CON, tanto na
microscopia de luz (Figura 2C e D) quanto na MET (Figura 3C e D), ou seja, rico em
células tumorais. Estas células apresentam-se com caracteristicas proliferativas e
migratorias como citadas acima. Na MEC podemos observar a presenca de
componentes fibrilares e nao fibrilares. Os vasos sanguineos do tumor apresentam-se
integros, geralmente h& células tumorais ancoradas nos mesmo, e h4 presenca de
focos de necrose.

No grupo GLA, encontramos resultados morfologicos bastante distinto dos outros
grupos. Quando visualizado em microscopia de luz, observamos reducdo no tamanho
da massa tumoral e um grande namero de células picnéticas. Havia areas vazias, sem
presenca de células. Observou-se também grande quantidade de células do sistema
imunoldgico e reduzido tamanho do tumor quando comparado com 0S Outros grupos
(Figuras 2D e E).

Na MET, observamos que a quantidade de células foi drasticamente reduzida,
sendo de dificil localizagdo. Havia um grande numero de células em processo de
apoptose, nas quais foram identificados nucleo picnético, auséncia de organelas
celulares e membranas em “blebbing”. A MEC ja nao era vista em abundancia, como no
grupo CON, e seu componente fibrilar estava reduzido (Figuras 3E e F) . O namero de
vasos também se encontrava reduzido, com presenca de alguns capilares, muitos deles
com uma morfologia alterada. De fato, havia alteracdo na estrutura dos vasos,

mostrando abertura/espaco e areas de desunido entre as ceélulas. Estes dados nos

75



levam a crer que houve rompimento da BHE, pois havia hemécias extravazadas na
MEC tumoral. Por fim, foi evidenciado que havia aumento no numero de focos
necroticos quando comparados ao grupo CON.

Através de reacao de imunohistoquimica para GFAP (glial fibrilary acid protein),
uma proteina que marca astrocitos, foi possivel medir a area do tumor, devido a
presenca da cicatriz glial que circunda o tecido tumoral (Figura 4A). Essa reacdo do
organismo fez com que fosse possivel medir a area tumoral no sentido dorso-ventral. E
a partir do niumero de cortes seriados do grupo CSF e GLA foi possivel calcular a
extensdo rostral-caudal do tumor. O tamanho do tumor entre os grupos CSF (10,87
mm? + 0,89) e GLA (2,72 mm? + 0,32) houve reducéo de 75% p<0,0001. J4 a extens&o
(rostral-caudal) do tumor no grupo CSF (2,19 mm + 0,08) e o grupo GLA (1,38 mm =+
0,19) teve reducéo da extensao de 38% p<0,001 (Figura 4B).

. O célculo do volume aproximado do tumor foi feito seguindo a féormula de
volume tumoral esferéide (Horowitz et al., 1969) V = d1 x d2 x d3 xn/6 que evidenciou
que apos o tratamento com GLA houve uma reducgéo de 85% do volume do tumor, em
relacdo com grupo controle (CSF 12.60 mm?® versus GLA 1.97 mm?®) p<0,0001.

Em relacdo a angiogenese, os resultados analisados mostraram uma reducao
conspicua da densidade de microvasos no grupo CSF (9,77 + 0,20) e o grupo GLA
(5,45 £ 0,23) de 44% apods o tratamento com GLA p<0,0001 (Figura 4D-F). Para esta
analise, foram considerados microvasos aqueles que apresentavam diametro de até 14
um, segundo Pistolesi et al. (2004).

Para comprovar qual o tipo celular encontrado em abundancia em diversos
cortes histologicos, foram realizadas imunohistoquimicas para imunomarcar fagocito
mononuclear de rato, 0 que comprovou a presenca de células do sistema imunologico

inflitrada no tecido tumoral (Figura 4C).
4.2 Cromatografia a Gas Acoplada a Espectrometria de Massas

Para determinar se havia a incorporacdo do GLA pelas células presentes no
tumor foram utilizados tumores do grupo CSF e GLA . Os resultados obtidos foram que,

o GLA foi incorporado pelas células, pois o grupo CSF ndo pode ser observado a

76



presenca desse acido graxo e ap0s o tratamento de 14 dias, havia o &cido y-linolénico
(0,63% = 0,03). Devido o processo de elongacdo e saturacao do GLA, no grupo CSF
havia 1,25% * 0,35 do &cido docosapentaendico (22:5, »-6) e ap0s o tratamento

observamos o aumento desse &cido graxo (3,54% * 0,83) p<0,0001 (Figura 20A e B).

4.3 Imunohistoquimica e Imunocitoquimica

4.3.1 MMP-2

Em microscopia de luz o MMP-2 foi fortemente expresso em todos os animais do
grupo CON e sua expressao foi encontrada principalmente no tumor e em células de
glioma em sitios distantes do tumor. Essa expressao foi particularmente alta nas células
de glioma que migravam pelos vasos peritumorais. Além disso, o padrdo de marcagéo
de MMP-2 apresentou uma particularidade, sua expresséo pode ser observada tanto na
superficie das células, quanto na MEC que as circundava (Figuras 4A-D).

Nas analises em MET, a MMP-2 mostrou-se imunomarcada nas proximidades da
superficie celular, na MEC que circunda essas estruturas. Na MEC encontra-se
associada a matriz fibrilar e néo fibrilar (Figuras 7A e B). A MMP-2 também foi
observada na propria superficie das células de glioma e tanto nas proximidades quanto
na superficie dos endotelidcitos dos vasos peritumorais. O que sugere a producédo e
liberacdo dessa enzima pelas células tumorais e pelos endoteliocitos (Figura 8).

Segundo analises feitas com RNA-m (Miyake et al., 2009, Anexo B), h& reducao
da expressdo do RNA-m de MMP-2 apés o tratamento com GLA de 35 + 6,8% p<0,001.

Esses dados foram confirmados com a zimografia.

4.3.1.1 Zimografia

Para confirmar a presenca da MMP-2 na forma ativa, foi feito o ensaio de
zimografia com extrato de tumores de rato controle e tratados com GLA. Os resultados
da zimografia confirmaram que o GBM in vivo mostrou ter atividade de MMP-2, e

auséncia de MMP-9, pois se houvesse seria evidenciado no mesmo gel. Esse resultado
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corrobora com os resultados do doutorado do Marcel Benadiba e da Karina Lawrence
Ramos, em experimentos feitos no laboratorio com expressdo de RNA-m (RT-PCR) e
por imunodeteccéo da proteina (por imunohistoquimica), no qual ndo havia a expressao
de MMP-9 no modelo de GBM C6. Os géis foram analisados por densitometria e 0
grupo CSF (122,90 + 2,26) comparado ao grupo GLA (83,81 £ 9,24) houve reducéo de
32 + 8,5% p<0,004 da atividade proteolitica da MMP-2 detectado pela zimografia
(Figura 6E).

4.3.2 VEGF

O VEGEF foi intensamente expresso no modelo C6 in vivo no CON. Observou-se
uma forte marcacéo principalmente na regiao das células em palicadas e nas bordas do
tumor, sitio de alta neoangiogénese. Uma forte expressdo de VEGF também foi
encontrada nas areas de necrose dos tumores. A expressdo de VEGF também foi
intensa nos vasos tumorais e em vasos de tecido normal adjacente ao tumor. A
expressdo deste fator de crescimento endotelial nas adjacéncias do tumor,
principalmente na predita cicatriz glial, sugere uma acdo do VEGF muito além dos
limites do tumor. Em todos os animais foi observada uma forte marcagédo em todo o
tecido normal que circundava o tumor. Ja no tecido normal do hemisfério cerebral que

nao recebeu o tumor a expressao de VEGF foi muito mais fraca.

No grupo CSF observamos intensa marcacao de VEGF distribuidos por toda a
area tumoral, algumas células do sistema imunolégico também encontram-se
imunomarcadas, e também células endoteliais. Areas da MEC apresentam-se
imunoreativas a VEGF e em algumas regides onde observamos intensa proliferacao
celular podemos distinguir area imunomarcadas (Figura 9A e B). No grupo GLA tratado,
observamos reduzida &rea de marcacdo para o VEGF quando comparados 0S grupos
CSF (3,67um’+ 627) e GLA (1,14 pm? + 239). Essa reducdo da é&rea de
imunomarcacéo foi de 71 + 16% p<0,01, dados confirmados com a redu¢do do RNA-m
de 38 * 5,8% p<0,001 (Miyake et al.,, 2009, Anexo B) (Figura 9B-F). Porém a

imunomarcacdo segue o padrdao semelhante ao grupo CSF, ou seja, células
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imunomarcadas nas areas de borda do tumor, algumas células endoteliais, grande

quantidade de células do sistema imunolégico fortemente marcadas e areas da MEC.

Quando visualizado na MET o padrao de marcacao foi semelhante a microscopia
de luz. O VEGF foi observado proximo as regides necréticas, vasos e ha MEC tumoral.
Essas areas de necrose foram alvos para a localizacdo do VEGF, em geral as células
de glioma proximas as células necréticas eram as mais imunomarcadas para VEGF.
Também foi evidenciado a imunolocalizacdo de VEGF na superficie das células
endoteliais constituintes dos vasos tumorais e nas regioes de sua proximidade. O VEGF
também foi observado na superficie das proprias células de glioma. A MEC apresentou-
se como um arcabouco para o VEGF, dado que esse foi imunomarcado associado tanto
a provavel matriz amorfa que circunda o tumor, quanto a matriz fibrilar constituida pelas

fibrilas de colageno (Figura 10A-C).

4.3.3 Flt-1

O Flt-1, tanto o receptor quanto o Flt-15, por sua vez foi fortemente
imunomarcado no centro e na borda do glioma no grupo CON, mas a sua expressao
em sitios de alta proliferacao foi fracamente observada. Tanto os vasos peritumorais,
qguanto os vasos normais foram fortemente imunomarcados para Flt-1. A regido de
cicatriz glial, por sua vez, apresentou imunodetec¢cdo bem mais fraca do que no tumor e
no tecido normal adjacente a esse. O Flt-1 foi imunomarcado na MEC, o que mostra a
presenca desse receptor também na forma soltvel no GBM. Foi observado também
esse receptor na superficie das préprias células tumorais, o que nos faz sugerir que o
proprio fator de crescimento para endotélio vascular, possa estar auxiliando ou até
mesmo sendo um estimulante para o crescimento das células tumorias.

O grupo CSF apresentou imunomarcagdo para este receptor nas células
tumorais em diferentes areas do tumor, algumas regides de intensa proliferacdo celular,
areas de borda tumoral e células do sistema imunolégico também apresentaram
imunomarcacao. Alguns endotelidcitos apresentaram forte imunomarcacao para o Flt-1,

e na MEC havia marcacéo para esse receptor na forma soltuvel (Figuras 11A e B).
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O grupo GLA mostrou reducédo da area de imunomarcacdo de Flt-1 entre os
grupos CSF (5,19 um? + 4,77) e GLA (2,25 pm? + 3,11). Com reducao de 57 + 5,8%
p<0,01 da area imunomarcada. Esses dados foram confirmados pela reducdo do seu
RNA-m em 77 + 16% p<0,001 (Miyake et al.,2009, Anexo 2), porém a sua localizacao
permaneceu semelhante ao grupo CSF (Figura 11D-F).

Em MET o Flt-1 foi observado na superficie das células endoteliais dos vasos
peritumorais (Figura 12 e 13A), como esperado, porém observou-se a sua
imunomarcacdo na superficie da célula tumoral. O mesmo receptor também pdde ser
imunodetectado na matriz extracelular do tecido tumoral. E este fato evidenciou a
presenca também da forma sollvel desse receptor no modelo de glioma estudado.

Esse receptor soltvel na MEC estava associado com a matriz fibrilar (Figura 13B).

4.3.4 Flk-1

O receptor Flk-1, analisado através da microscopia de luz no grupo CON, foi
imunodetectado tanto nas células de glioma da regido central do tumor, quanto na sua
borda. Apesar de os vasos peritumorais expressarem pouco o Flk-1, os vasos do
tecidos normal apresentaram uma expressao muito diminuida desse receptor. Um fato
interessante foi que na regido da cicatriz glial a imunomarcacdo de FIk-1 foi
heterogénea e, em algumas regides, muito fraca; contrastando fortemente com a
expressado tumoral. Além disso, a imunomarcacdo de Flk-1 foi muito fraca tanto no
tecido normal adjacente ao tumor, quanto no tecido normal do encéfalo dos animais
analisados (Figura 14A). Nos grupos CSF (1,73 um® + 1,2) e GLA (1,43 um? + 88,2)
p<0,115, ndo houve alteracdo na marcacdo de Flk-1 quando comparados entre si
(Figura 14D). A imunomaracacdo para Flk-1 foi evidenciada em algumas células
tumorais marcadas de forma bem distribuida por toda a area tumoral. Muitas células do
sistema imunologico apresentaram imunoreacao para o Flk-1 e alguns endoteliécitos. O
FIk-1 foi observado em algumas células tumorais proximas aos vasos sanguineos. O
gue sugere uma relacdo entre Flk-1 com a migracédo dessas células pela lamina basal

dos vasos (Figura 14B).
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Quando observado no MET, o Flk-1 foi localizado na superficie de algumas
células de glioma e também, como esperado, na superficie de algumas células
endoteliais do tumor (Figura 15). A imunomarcacéo de Flk-1 foi de dificil localizacéo e

sua presenca ndo pode ser observada na matriz extracelular tumoral.

4.3.5 Tenascina-C

Na TNC no grupo CON, foi evidente a sua marcacdo de forma bastante
heterogénea e ndo seguiu um padréo especifico em regifes do tumor. Algumas células
encontram-se marcadas de forma pericelular, podendo ser encontrado este padrao de
marcacdo nas bordas do tumor, mas também em regides mais profundas. Na MEC
também foi vista uma marcacdo para a TNC de forma difusa (Figura 14E). Algumas
células endoteliais presentes na massa tumoral apresentaram-se imunomarcadas para
TNC. No grupo CSF o padrédo de marcacao foi semelhante ao grupo CON, as regides
mais imunomarcadas foram nas bordas do tumor, e auséncia de marcacdo em regifes
de intensa proliferacdo celular e no tecido normal quando analisado as células, ja na
MEC a imunomarcagéo para TNC encontra-se difusa.

Ja no grupo GLA a imunomarcacao para a TNC apresenta-se de maneira difusa
e heterogénea, porém nitidamente mais fraca e em menor nimero de células quando
comparado ao grupo CSF, algumas células tumorais apresentam-se marcadas, e
também células do sistema imunolégico. Algumas células endoteliais também se
encontram imunomarcadas. As regides de borda do tumor sdo as areas celulares mais
imunorreativas. Na MEC a imunomarcacéao apresenta-se difusa (Figura 14F).

Quando a TNC foi analisada pela MET pbéde-se visualizar as particulas de ouro,
proximas & membrana plasmatica de algumas células tumorais. Estas particulas se
encontravam no citoplasma e também na matriz pericelular, sugerindo que a sintese
dessa glicoproteina é feita pela célula tumoral. Ja na MEC, a TNC encontrou-se difusa
associada, ora a MEC fibrilar, ora a nao-fibrilar, 0 que nos levou a crer que essa
glicoproteina realmente pode se associar a outras moléculas da MEC. As células
endoteliais também apresentaram TNC proxima a sua membrana plasmatica, mas este

padrdo foi observado apenas em algumas células. Como na MET a area analisada é
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bastante pequena, em conjunto com o0 baixo namero de células endoteliais que
expressam a TNC, ao contrario do que foi evidenciado na microscopia de luz, ndo foi
possivel visualizar imunomarcacao para TNC em células endoteliais, ou préoximos a

essa (Figura 16).

4.3.6 COX-2

A cicloxigenase-2 teve sua imunomarcacao semelhante ao VEGF no grupo CON,
quando visto na microscopia de luz. Uma forte marcacao foi observada nas células em
palicada, ou seja, na regido que circunda a area necrotica. Nas areas de intensa
proliferacédo celular e intensa angiogénese também foi encontrada essa enzima, porém
de forma mais moderada. Péde-se observar um grande namero de células tumorais
com intensa imunomarcacdo na regido perinuclear. Alguns vasos tumorais
apresentaram imunomracagcao para a COX-2. Algumas células do tecido nervoso
normal apresentavam imunomarcacao para COX-2, pois no sistema nervoso a COX-2 é
constitutiva, e essa enzima foi imunomarcada em algumas células nervosas normais no
tecido préximo ao tumor (Hoffmann, 2000).

No grupo CSF observou-se imunomarcacdo para a enzima COX-2 em células
tumorais e endoteliais de forma heterogénea e em areas diversas do tumor, como nas
areas de borda e areas de intensa proliferacdo celular (Figura 17A), além de células do
sistema imunolégico. Em areas de tecido nervoso normal, algumas células foram
imunomarcadas para a COX-2

No grupo GLA, o padrdo de marcacdo € semelhante ao grupo CSF, ou seja,
células tumorais e endoteliais imunomarcadas, porém parece haver maior quantidade
de células do sistema imunolégico, as quais apresentam forte imunoreacdo a COX-2.
As areas de borda do tumor ndo séo tdo imunoreativas quando comparado com o0 grupo
CSF, o mesmo ocorre com as areas de intensa proliferacdo celular (Figura 17C e D).
Ha mudanca na expressdo de COX-2 visivel, porém bastante heterogénea, dificultando
assim a quantificacdo dessa enzima. Dado esse que corrobora com analises feitas no
RNA-m de COX-2, pelo aluno de doutorado Marcel Benadiba. No tecido normal,

podemos encontrar regides imunorreativas fora da area tumoral.
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A imunolocalizagdo da COX-2 em MET observada em algumas células tumorais,
em regifes semelhantes as citadas na microscopia de luz, ou seja, proximo as regides
necroticas, alguns endoteliécitos, algumas células no interior da massa tumoral e do
sistema imunolégico. O padrdo de imunomarcacdo da COX-2 segue o que ja foi
descrita por outros autores (Morita et al., 1995; Grewal et al.,, 2005), a enzima se
encontra no reticulo endoplasmatico rugoso, e na membrana nuclear externa e interna
das células tumorais, endoteliais e/ou algumas células nervosas normais, em geral,
estudos mostram que uma co-localizacdo da enzima COX-2 com a fosfolipase A,
(Figura 18).

4.5 Bromodesoxiuridina (BrdU)

Foram utilizadas laminas dos animais do grupo CON e GLA que sofreram
incorporacao de BrdU ao seu DNA, e posterior reacao imunohistoquimica para BrdU. As
imagens coletadas foram de diversas regides do tumor e contadas as células marcadas
na regido nuclear. Os resultados foram que o grupo CON teve 56,6 células marcadas
por campo, enquanto o grupo tratado com GLA tinha 36,5 células, sendo assim, houve
uma reducéo de 31,9% p<0,0001 (Figura 17E-F).

4.6 Ensaio de Migragao

Com os resultados das imunohistoquimicas e imunocitoquimicas, somado aos
resultados dos trabalhos in vitro de outros alunos do laboratério, foi decidido utilizar
uma outra técnica de cultivo para analisar a capacidade do GLA de inibir a migracao da
células tumorais sobre o substrato cerebral. Foram feitos esferéides de células tumorais
C6 e estes cultivados sobre tecido cerebral fresco (Del Duca et al., 2004). Esta técnica
foi escolhida para tentar mimetizar o microambiente in vivo, no qual sabemos que a
MEC pode influenciar alguns processos celulares, e dessa forma verificar se ocorriam
diferencas na migracdo das células tumorais apés o tratamento com GLA.

O grupo CON teve uma média de migracédo de 147,56 um, enquanto as células

apos serem tratadas com GLA migravam em média 100,4 um, ou seja, houve uma
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reducao de 32% p<0,001. Aproveitamos e contamos 0 numero de células que estavam
migrando, e ndo encontramos diferencas significativas quando comparado o grupo CSF
(63,6 £ 11) com o GLA (55,8 £ 4,4) (Figura 19).

4.7 Ensaio de Proliferacao

Devido ao niamero de células em proliferacdo observado apds a coloracdo do
H&E, foi decidido contar essas células no grupo CSF com o GLA, e comparar com 0
namero de células em processo de apoptose. As mesmas laminas analisadas para o
ensaio de migracdo foram utilizadas para contar o niumero de células tumorais em
processo de mitose. Foi considerado célula em proliferacdo as quais se encontravam
em estagio de profase, metafase, anafase ou teléfase. Os resultados obtidos foram:
grupo CON (16,4 cél. + 0,6) quando comparado ao grupo GLA (9,9 cél. + 0,5) houve
uma redugao de 39,5% p<0,0005 no numero de células em processo de mitose (Figura
20A-C).

4.8 Ensaio de Apoptose

Para os resultados obtidos no ensaio de apoptose, utilizamos o kit da
Calbiochem. Nos cortes oriundos também de esferdides de células C6 sobre tecido
cerebral de ratos ex vivo foram realizadas as reacdes de TUNEL, as imagens foram
coletadas em areas aleatorias utilizando o mesmo software (Image Pro-Plus) e contado
0 numero de células reativas ap0s a utilizacédo do Kit. Os resultados foram: grupo CON
(104 cél. £ 1,1) e grupo GLA (151 cél. £ 2,1) um aumento de 44,7% (p = 0,001) no
namero de células em apoptose (Figura 19D-F).

4.9 ELISA PGE,

O kit de ELISA para PGE;, detectou que in vitro que todos os grupos, a PGE;, é
sintetizada pelas células tumorais C6. O grupo COM apresentou 1,91pg/ul = 0,34 de

PGE,. Ap6s o tratamento com o GLA nas diferentes concentracdes mostrou um
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aumento da sintese da PGE,, GLA 75 uM (18,95 pg/ul + 0,29) e GLA 150 uM (35,15
pg/ul + 0,70). No grupo utilizado o ion6foro de Ca** (A23187) havia 20,51 pg/ul + 1,19
de PGE,. Cabe aqui dizer que o kit utilizado n&o distingue os tipos de PGEs que séo

sintetizados pela célula entre a PGE;, a PGE, e a PGE3 (Figura 21).
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Figura 1 — Cirurgia para o Implante das células tumorais e da bomba osmética — (A)
Animal posicionado na mesa esteriotaxica, com incisao na pele do animal. (B)
Localizacdo do sitio de injecdo. (C) Injecdo das células tumorais. (D) Bomba
osmotica contendo o GLA. (E) Colocacdo da bomba osmotica no dorso do
animal. (F) A canula da bomba osmética na posicao correspondente ao local
onde foi injetado as células tumorais.







Figura 2 - Morfologia do tumor visualizado por microscopia de luz, corado com
H&E - (A e B) Tumor grupo COM (n = 12), observe a presenca de area
necrética, intensa proliferacéo celular e vascular. (C e D) Tumor grupo CSF
(n = 12), com grande quantidade de células, vasos semelhante ao grupo
CON. (E e F) Tumor grupo GLA (n = 12), observe que a quantidade de
células encontra-se bem reduzida quando comparado com 0s outros
grupos, exceto por uma pequena area proxima ao tecido nervoso normal
(setas). Barra de escala 100 um.






Figura 3 - Morfologia do tumor observado por microscopia eletrénica de
transmisséao - (A e B) Tumor grupo COM (n = 6), observar o nimero de
células tumorais, a presenca de células proximas a vasos sanguineos e
MEC. As células tumorais apresentam ndcleo com abundante
eucromatina, pouco citoplasma, caracteristicas de célula em intensa
atividade (C e D). Tumor grupo CSF (n = 8), observe a semelhanca no
namero de células tumorais e morfologia semelhante ao grupo CON e
presenca de vasos sanguineos. (E e F) Tumor grupo GLA (n = 8),
apresenta-se com reduzido numero de células tumorais, com
caracteristicas de célula em processo de apoptose (blebbing). Presenca
de células de morfologia diferente quando comparado aos outros grupos,
0s vasos apresentam alteracdo morfoldgica e espacos vazios em seu
citoplasma. As escalas encontram-se nas micrografias.
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Figura 4 — Imunohistoquimica para GFAP, fag6cito mononuclear e contagem de
microvasos em cortes corados por H&E - (A) imunohistoquimica para
GFAP (n = 12), o que possibilitou delimitar a area do tumor. (B) Grafico
mostrando a area (mm?) e a distancia rostro-caudal do tumor entre os
grupos CSF e GLA (n = 12), com reducéo de 75% e 38% respectivamente.
(C) Imunohistoquimica para macréfago (n = 12), mostrando a grande
guantidade dessas células no tumor dop grupo GLA. (D) Grupo CSF e (E)
grupo GLA, corados por H&E para contagem da densidade de microvasos
(n = 10). (F) Grafico mostrando a densidade de microvasos entre 0s grupos
CSF e GLA, para andlise estatistica foi utilizado o teste-t de estudante
p<0,05. As escalas encontram-se nas figuras.
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Figura 5 - Cromatografia a gas e espectrometria de massa — (A e B) perfil lipidico do
tumor comparacao entre o grupo CSF e GLA (n=12), observar que o GLA
(18:3) foi incorporado pelas células apés o tratamento com GLA, e ocorre o
aumento do acido docosapentaendico (22:5) pela elongacéo e saturacdo do
GLA. Para analise estatistica foi utilizado o teste-t de estudante p<0,05.
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Figura 6 — Imunohistoquimica para MMP-2 revelado com DAB - (A) Grupo CSF
Observe que a imunomarcacdo encontra-se por todo o tumor, algumas
células tumorais estdo mais imunomarcadas, e ha imunomarcacao em
células endoteliais (seta). (B e C) Grupo GLA, observe a reduzida
imunomarcagdo comparado ao grupo CSF, porém ha algumas células
tumorais e endoteliais imunomarcadas para MMP-2. (D) controle negativo.
(E) Grafico mostrando a atividade proteolitica da MMP-2, observada por
zimografia entre os grupos CSF e GLA (n = 11). Para a analise estatistica
foi utilizado o teste-t de estudante p<0,05. Barra de escala 50 um (D) 100
pm.
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Figura 7 — Imunocitoquimica para MMP-2 — (A) Observar que a MMP-2 encontra-se
associada a matriz extracelular, fibrilar e nao fibrilar (seta azul). (B)
Imunolocalizagdo da enzima na MEC e préximo a membrana plasmética da
célula tumoral (seta vermelha). Barra de escala 200nm. (n = 16).



Figura 8 - Imunocitoquimica para MMP-2 — Observar uma célula tumoral utilizando a
lamina basal para migrar, pode -se visualizar a presenca da MMP -2 préxima a
membrana plasmatica da célula tumoral, e também no endotelidcito (seta
vermelha). Barra de escala 200nm. (n=16).
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Figura 9 — Imunohistoquimica para VEGF revelado com DAB — (A e B) Grupo CSF
observe a intensa marcagdo proxima aos vasos sanguineos, proximo a
areas de intensa proliferacdo celular e nas areas proximas ao tecido normal.
(C e D) Grupo GLA, marcacéao reduzida quando comparada ao grupo CSF,
porém ha imunomarcacao em regides proxima a vasos e a células tumorais.
(E) controle negativo da reacdo. (F) Grafico mostrando a area (um?) de
marcacgao entre os grupos CSF e GLA (n = 20), para analise estatistica foi
utilizado o teste-t de estudante p<0,05 . Barra de escala 50pum. (n = 16).






Figura 10 - Imunocitoquimica para VEGF — (A) O VEGF encontra-se na proximidade
da membrana plasméatica de um endoteliécito (seta azul) e de uma célula
tumoral, (B e C) e associado a matriz extracelular (seta vermelha). Barra de
escala 200nm. (n = 16).
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Figura 11 — Imunohistoquimica para Flt-1 revelado com DAB — (A e B) Grupo CSF,
observe a imunomarcacédo do Flt-1 distribuida pelo tumor, exceto em
areas de intensa proliferacdo celular. Algumas células tumorais
encontram-se fortemente marcadas e também células endoteliais.
(C e D) Grupo GLA mostra reduzida imunomarcacdo para Flt-1
guando comparado ao grupo CSF. Poucas células encontram-se
imunomarcadas, e também € possivel observar essa imunoreacéo
em células endoteliais. (E) controle negativo. (F) Grafico mostrando
a area (um?) de marcacao entre os grupos CSF e GLA (n = 11), para
analise estatistica foi utilizado o teste-t de estudante p<0,05. Barra
de escala 50 um.
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Figura 12 - Imunocitoquimica para Flt-1 — A micrografia mostra a presencga do receptor
FIt-1 no endotelidcito e proximo a sua membrana plasmatica (seta azul) e sua
imunolocalizagdo na matriz extracelular (seta vermelha). Barra de escala
200nm. (n=10).







Figura 13 - Imunocitoquimica para FIt-1 — (A) O Flt-1 encontra-se proximo a
membrana plasmética do endoteliécito (seta azul), (B) e associado
a matriz extracelular, confirmando a presenca desse receptor na
sua forma soluvel (FIt-1;) (seta vermelha). As escalas encontram-se
nas micrografias. (n = 10).
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Figura 14 — Imunohistoquimica para Flk-1 e TNC revelado com DAB - (A e B)
Observe a imunomarcacao para Flk-1 em algumas células tumorais e
células endoteliais, ndo houve diferenca na imunoreacao entre 0Ss grupos.
(C) Controle negativo da imunohistoquimica para Flk-1. (D) Gréfico
mostrando a é&rea de marcacdo de Flk-1 (n = 12). (E e F)
Imunohistoquimica para TNC (n = 30), observe algumas células tumorais
imunomarcadas préximo ao tecido normal e a vasos sanguineos (seta
aberta). Algumas células imunomarcadas em areas de intensa
proliferacdo células (seta aberta). (G) Controle negativo da

imunohistoquimica para TNC. Barra de escala 50 um.
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Figura 15 - Imunocitoquimica para Flk-1 — (A) O receptor FIk-1 encontra-se
imunomarcado na membrana plasmatica do endoteliécito (B) e na
mesma regido da célula tumoral (seta azul). Barra de escala 200 nm. (n
=10).
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Figura 16 - Imunocitoquimica para TNC — (A e B) A TNC pode ser observada na
matriz extracelular, préxima a célula tumoral (seta azul). Barra de escala
200nm. (n = 12).
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Figura 17 — Imunohistoquimica para COX-2 e BrdU revelado com DAB - (A)
Imunohistoquimica para COX-2 (n = 12), grupo CSF, observe células
tumorais e endoteliais imunomarcadas, em uma area proxima ao tecido
normal ha um grupo de células com intensa imunomarcacéo (seta). (B e
C) Grupo GLA, imunomarcacédo fraca para COX-2, observa-se que ha
imunomarcacdo, apenas em algumas células tumorais e células
endoteliais (setas). (D) controle negativo. (E) Imunohistoquimica para
BrdU (n = 16) revelado com DAB, observe a marcacdo nuclear. (F)
Gréfico mostrando o numero de células imunomarcadas entre 0s grupos
CSF e GLA, para andlise estatistica foi utilizado o teste-t de estudante
p=<0,05.






Figura 18 - Imunocitoquimica para COX-2 — (A) Observar que a enzima esta
presente no citoplasma da célula tumoral, préximo ao nucleo e no

reticulo endoplasmatico (seta azul) (B) e também o endoteliécito
expressa a COX-2 (seta azul). (n = 8).
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Figura 19 — Cultivo de esferdides de C6 sobre tecido cerebral corados por H&E
para medir a distdncia de migracdo das células tumorais — (A) Grupo
CON e (B) grupo GLA. (C) Esquema de como foi feito o experimento e a
medida da distancia a partir da borda do tumor. (D) Comparacao entre 0s
grupos controle e GLA, em ralacdo ao namero de células migrando (n =
24). (E) Gréfico mostrando a distancia (i) de migracdo das células
tumorais a partir da borda do esferdide grupo CON e (F) grupo GLA, (G)
comparacao entre os grupos (n = 24). Para andlise estatistica foi utilizado
o teste-t de estudante p=<0,05.



4.50) o'
. m L) [ty
- I A ~ “ 2 . o)
o L B k& =
g Sre »
- “? e * 8 M
\..‘\C g ‘e - 0]
. e o =, - ]
- i e '.‘A_.
o © .
Vs &e A, ¢,
& Py 0-7 o
Soco® &, o
FedadT®. 25 2
TS
A . AR, K
5 s e W W.ﬂu o
.- B s AN L =
R A S
s T A S ©
)
\.‘.l.““. i A "
\‘«\- P W - /|
i S e T e e
73, e ) & F ’ o n o Yol
gl . gV F.Wiatw.,‘u.,u I i =
-4 nlp - zﬁ...e.! apl10.a}sa Jod seanoldode L
: Se|n[@2 ap oJawnN x <
o
< o
] |~
o 5
o
I T 1 T
o To} o Lo o
N — —

9s01IN:9s01dody ap ogzey G

—_
Control

T 1 T
L0 o Te} o
— —

aploJajsse Jod

sasoyw sp osownN



Figura 20 — Cultivo de esferbides de C6 sobre tecido cerebral corados por H&E e
reacdo de TUNEL e razdo mitose X apoptose — (A) células em mitose
grupo CON e (B) grupo GLA. (C) Grafico mostrando o numero de células
tumorais em processo de mitose entre os grupos CON e GLA (n = 24). (D)
Reacao de TUNEL no grupo CON e (E) grupo GLA. (F) Gréafico mostrando
0 numero de células tumorais em apoptose entre 0os grupos CON e GLA
(n = 36). (G) Razdo mitose X apoptose enre os grupos CON e GLA (n =
65). Para analise estatistica foi utilizado o teste-t de estudante p<0,05.
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Figura 21 - ELISA para PGE2 - ELISA pra PGE2 in vitro apds o tratamento com GLA nas
diferentes concentragdes e utilizando o ionoforo de Ca2+ (A23184). Obeserve
gue houve aumento da liberacdo da PGE2 em todos os grupos. Para analise
estatistica foi utilizado o teste-t de estudante p<0,05.
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5 DISCUSSAO

5.1 Angiogénese

O prognostico de pacientes com GBM esta intimamente relacionado com a
invasdo das células tumorais (Binder e Berger, 2002). Para que as células sejam
capazes de invadir o tecido normal do hospedeiro sdo necessarios fatores permissivos
a este evento bioldgico, entre eles encontram-se: a composi¢ao da matriz extracelular,
a presenca de receptores especificos localizados na membrana plasmatica das células,
e a sintese de diversos tipos de proteinas, incluindo fatores de crescimento, proteinas

envolvidas na sinalizac&o intracelular, enzimas, entre outros.

Outro aspecto que podemos evidenciar neste tipo de tumor é o seu rapido
crescimento devido a proliferacdo das células tumorais, a qual leva a formacao de areas
necroticas nas regibes onde 0s vasos sanguineos ndo estdo presentes. De fato, as
células tumorais necessitam de nutrientes provenientes do sangue. Sabemos que a
baixa quantidade de O, inibe a hidroxilagdo de HIF-1 (fator induzido por hip6xia), um
heterodimero constituido de duas partes, HIF-1o, e HIF-B. Na falta de O,, 0 HIF-1a ndo
€ ubiquitinizado e se liga a elementos responsivos de hipdxia, que sdo promotores de
diversos genes, entre eles o gene do VEGF (Harris, 2002; Jansen et al., 2004). Tal fato
explicaria a forte marcacdo encontrada para o VEGF nas areas necréticas do modelo

de GBM aqui descrito.

A maior expressédo de VEGF, no nosso modelo, foi encontrada em regides peri-
necroticas formadas pelas células em palicada, como foi descrito por outros autores em
astrocitoma maligno humano (Plate et al., 1992; Plate et al., 1994; Brat et al., 2004).
Neste contexto, as analises dos resultados obtidos em MET mostraram que a
expressdo de VEGF estava associada as células endoteliais, sendo que sua
imunomarcacdo pbéde ser observada, como esperado, na superficie destas células
(Mentlein at al., 2004). O VEGF também foi imunolocalizado na matriz extracelular
desses tumores, préximo aos componentes fibrilares e aos componentes néo fibrilares
dessa matriz. Como revisado por lazzo e San Antonio (2001), o VEGF pode ser

sequestrado por componentes da matriz, como por exemplo, proteoglicanos de
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heparam sulfato, que sé@o capazes de agir liberando gradativamente o VEGF ao meio
extracelular. Outro fato interessante ressaltado pelos autores € que as vias de
sinalizacao ativadas por VEGF sdo dependentes de heparam sulfato. Além de ter sido
localizado na superficie das células endoteliais, o VEGF também foi imunomarcado na
superficie das células de GBM. Podemos sugerir trés hipGteses para este padrdo de
marcacado: (i) o VEGF estaria sendo produzido e secretado pela célula tumoral para
exercer seu papel em células endoteliais adjacentes; (i) o VEGF poderia estar
associado a um proteoglicano de heparam sulfato pericelular; (iii) este fator de
crescimento poderia estar associado a membrana da célula tumoral por um receptor
especifico, o que conotaria um papel desse fator de crescimento sobre as células

tumorais.

Segundo Plate et al. (1992, 1995), células que expressam VEGF poderiam ter
uma vantagem em seu crescimento, pois a ligacdo do VEGF ao seu receptor gera uma
sinalizacao intracelular. Como foram observadas nos resultados, as células tumorais
foram capazes de expressar VEGF e seus receptores (Flt-1 e Flk-1) na sua membrana
plasmatica. Este fato nos leva a crer que poderia haver uma sinalizagéo intracelular nas
células de glioma, provenientes da ligacdo do VEGF aos seus receptores. Dessa forma,
o VEGF estaria estimulando a proliferacéo, a migracdo e a invasao da célula tumoral,

assim como ocorre com o0s endoteliécitos (Olsson et al., 2006; Ruoslahti, 2002).

Os receptores de VEGF Flk-1 e Flt-1 tém sido analisados em outros trabalhos, e
correlacionados com o grau de malignidade dos tumores cerebrais. Como mostrado nos
resultados, o receptor Flk-1 foi uniformemente imunomarcado no tumor estudado, e sua
expressdo também pdde ser observada nos vasos peritumorais. Por outro lado, a
expressao de Flk-1 nos vasos normais e no tecido normal circundante ao tumor foi
muito diminuida quando comparados com o tumor, o que corrobora outros trabalhos
gue mostram a regulacdo negativa da expressdo desse receptor no tecido cerebral
normal adulto (Yao et al., 2001). As andlises do GBM estudado através da MET por sua
vez mostraram que, ndo apenas as células endoteliais expressaram esse receptor em
sua superficie, mas também as préprias células C6. Yao et al. (2001) relacionaram o
aumento da expressédo de Flk-1 com uma baixa sobrevida dos pacientes, sobretudo em

tumores que expressavam altos niveis de VEGF e Flk-1 concomitantemente.
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Ja o Flt-1 foi amplamente encontrado nas células de glioma dos tumores
analisados e sua expressdo também foi muito forte nos vasos peritumorais, o que
conota um papel importante desse receptor no processo angiogénico. Plate et al.
(1994), analisando a expressao de Flt-1 por hibridizac&o in situ em tumores humanos,
observaram a presenca desses receptores apenas nas ceélulas endoteliais e néo
tumorais. Por outro lado, outros pesquisadores evidenciaram a expressdo do RNAm
e/ou proteina de Flt-1 em células tumorais (Graeven et al., 1999; Boocock et al., 1995;
Zhang et al., 2002). No nosso estudo, o Flt-1 foi fortemente expresso no tecido normal
circundante ao tumor, e em MET, esse receptor foi observado na superficie das células
endoteliais e também na superficie de algumas células tumorais. De fato, diferentes
trabalhos mostram a expressdo desses receptores “endoteliais” também em células
tumorais, como cancer de mama e de prostata (Price et al., 2001; Jackson et al., 2002).
Nossos dados mostram que as células tumorais C6 sédo capazes de expressar ambos
os receptores de VEGF, e dessa forma, poderiam tirar proveito das vias de sinalizacao

induzidas por esse fator de crescimento para estimular sua propria proliferacao.

Enquanto o papel de Flk-1 na proliferacdo endotelial e na permeabilidade
vascular é frequentemente abordado, o papel de Flt-1 é menos conhecido. Esse Ultimo
pode estar presente, tanto na forma soltvel, como na forma transmembrana e essas
variantes séo resultados do splicing alternativo do RNAm que os codifica (Ferrara et al.,
2003). Apesar de apresentar dez vezes mais afinidade pelo VEGF que o Flk-1, o Flt-1
apresenta dez vezes menos atividade tirosina quinase. Assim a maior parte da
atividade biolégica de VEGF seria mediada por Flk-1 (Ferrara e Davis-Smyth, 1997).
Alguns trabalhos sugerem que o Flt-1 solivel desempenharia papel inibitério ao
sequestrar o VEGF, controlando assim a sua disponibilidade para outros receptores
(Ferrara, 2004). Além disso, o Flt-1 pode heterodimerizar com o Flk-1, inibindo a sua

autofosforilacdo e a consequente sinalizacao intracelular (Kendall at al., 1996).

A expressao do Flt-1 pode parecer paradoxal, mas Lamszus et al. (2003)
mostraram que em astrocitomas humanos a expressao de Flt-1 sollvel apresentava
uma forte correlagdo tanto com a densidade dos vasos, quanto com a sobrevida dos
pacientes. Os autores sugeriram que o Flt-1 ndo teria, necessariamente, uma acao
inibitéria na angiogénese de GBMs por trés motivos: (1) A sua acgédo inibitoria estaria
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relacionada com o balango das expressdes de VEGF versus Ftl-1 soluvel; (2) O Flt-1
soluvel poderia se ligar ao VEGF, protegendo-o da degradacao pela via das proteases,
(3) O receptor poderia ser expresso pelas proprias células tumorais (0 que nao foi
evidenciado por Lamszus et al., 2003) e agir diferencialmente na regulacdo da
angiogénese desses tumores. Como foi observado nos resultados desse trabalho, as
células tumorais expressam o Flt-1, e quando ligado ao VEGF pode ativar o HIF-1q,
agindo como um regulador autocrino para transcricdo de VEGF e outras proteinas

importantes na angiogénese (Das et al., 2005; Kerber et al., 2008;).

Sabe-se que 0 processo angiogénico presente no GBM é importante ndo so6
para a nutricdo das células tumorais, mas também para a migracdo das mesmas. Isso
pode ser observado em diversas micrografias apresentadas nos resultados desse
trabalho, ja que as células tumorais utilizam a lamina basal dos vasos para migrar (Farin
et al., 2006).

No modelo de estudo aqui apresentado observamos que a localizacdo de VEGF
e MMP-2, encontram-se nas mesmas areas, mostrando a relacdo entre a degradacéao
da MEC e a posterior invasao das células tumorais no tecido adjacente, e préximo a
capilares sanguineos. De fato, no processo de angiogénese é necessario que ocorra
degradacdo da MEC e da lamina basal que envolve os vasos sanguineos. Ha trabalhos
que correlacionam a expressao de MMP-2 com aumento da sintese de VEGF. Um dos
mecanismos que estariam envolvidos nesse aumento de MMP-2 e VEGF seria através
da atividade dupla de MT1-MMP. Este seria capaz de ativar a MMP-2 e aumentar a
expressdo de VEGF (Manuat et al., 2003). Outros estudos observaram que os
endotelidcitos, quando cultivados com células de glioma em situacbes de hipoxia,
induziam a expressao de MMP-2, posteriormente secretada no meio, e a inibicdo de
caspases, diminuindo o niumero de células em apoptose, via HIF (Ezhilarasan et al.,
2007).

Como mostram os resultados, a MMP-2 apresentou distribuicdo difusa, ora na
matriz extracelular, préxima aos endoteliécitos ou a massa tumoral, ora proxima a
membrana plasmatica de ambas as células. Cabe aqui lembrar que para a MMP-2
tornar-se ativa, € necessaria a sua ligacao a TIMP-2 e a MT1-MMP, ou a integrina o3,
0 que explicaria a presenca da MMP-2 proxima da membrana plasmatica das células
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tumorais e endoteliais, como observado nesse estudo e em outros (Bjorklund e
Kovuinen, 2005; Skuli et al., 2009).

Outros trabalhos mostram altas concentracdes de TIMP-2 no glioma, um dado
que seria contraditério, ja que este inibe a acdo da MMP-2. Porém, deve haver um
desbalanco na quantidade de MMP-2 e TIMP-2 para que ocorra o seu efeito inibitorio
(Figueira et al., 2009; Chang e Werb, 2001). No caso dos gliomas, h4 um aumento de
ambas, porém muito maior de MMP-2, pois o tumor, além de promover a sintese da
enzima, € capaz de estimular as células do hospedeiro (principalmente os astrécitos

reativos que circundam o tumor) a produzir ainda mais MMP-2 (Takahashi et al., 2002).

Observamos a expressdo de MMP-2 na MEC e nas areas préximas ao tecido
cerebral normal. Acreditamos que as células tumorais, por estarem préximas das
células normais, seriam capazes de induzir a sintese de MMP-2 nas células normais,
via proteina indutora de MMPs, denominada EMMPRIN (extracelular matrix
metalloproteases inducer) (Chang e Werb, 2001), que encontra-se aumentada em

gliomas quando comparada com o tecido nervoso normal (Sameshima et al., 2000).

Como j& foi descrito, a TNC é capaz de induzir o brotamento de células
endoteliais, e dessa forma aumentar a migracao e o espalhamento destas células. Esse
processo pode estar relacionado com a perda da adesao focal das células endoteliais
(Behrem et al., 2005). Esse fenbmeno poderia estar relacionado com o aumento da
sintese de TNC e de MMP-2, observado por Ruiz et al. (2004). A relagdo da TNC com a
angiogénese poderia ser explicada de seguinte forma: a TNC promoveria a motilidade
das células endoteliais e auxiliaria na degradacdo da MEC, inclusive da lamina basal
dos vasos sanguineos, através da inducédo da sintese de MMP-2 (Leins et al., 2003).
Além disso, a TNC possui sitios de ligagdo com capacidade adesiva/antiadesiva,
modulando assim a agregacao dos endoteliécitos via integrina a,B3 (Skuli et al., 2009).
Nos GBMs, as regides onde a MEC perivascular é rica em TNC apresentam evidéncias
de aumento da angiogenése local (Behrem et al., 2005). Além disso, a TNC foi
encontrada em locais de neoformacgé&o vascular na embriogénese do SNC, aumentando

a migragdo de outros tipos celulares, devido a suas caracteristicas antiadesivas e por
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estimulacdo de genes relacionados com as MMPs (Zagzag et al., 2002; Ruiz et al.,
2004).

A expressédo de VEGF, de TNC e da MMP-2 nesse estudo nos faz acreditar que
estas moléculas estejam envolvidas com o crescimento e a invasao tumoral, através da
sintese de enzimas, fatores de crescimento, além dos estimulos proliferativo e invasivo
das células tumorais e endoteliais. Os resultados mostram que estas moléculas podem
estar envolvidas com a angiogénese e com a migracdo das células tumorais pela
lamina basal dos proprios vasos neoformados, correlacionando as mesmas a um
prognaostico desfavoravel.

O grupo tratado com GLA, em relacdo ao grupo CSF, mostrou que houve uma
diminuicdo de VEGF, Flt-1 e MMP-2, e isso explicaria a diminuicdo da densidade de
microvasos encontrados apés o tratamento, observada nos nossos resultados. Ja se
sabe que o GLA é capaz de inibir a angiogénese (Cai et al., 1999a,1999b), porém o
mecanismo exato permanece obscuro. Observamos que houve, na presenca de GLA,
diminuicdo do receptor Flt-1, o qual tem sido descrito como um “protetor” da
degradacdo de VEGF (Lamszus et al., 2003). Sendo assim, no nosso modelo, apds o
tratamento com GLA, o VEGF poderia estar sendo degradado mais rapidamente, e
dessa forma diminuindo sua acdo sobre a angiogénese tumoral. Além disso, a
diminuicdo das proteinas VEGF e Flt-1, apds o tratamento com GLA, poderia estar
reduzindo a ativacdo de HIF-1a, e dessa forma inibindo a transcricdo de VEGF (Das et
al., 2005). Foi observado nos presentes resultados que houve uma diminuicdo de MMP-
2 e VEGF ap06s o tratamento com GLA. Como ja foi descrito, um dos mecanismos para
tal seria através do desbalanco entre MMP-2 e VEGF, pois acredita-se que um estimula
a sintese do outro (Manuat et al., 2003; Ezhilarasan et al., 2007).

O GLA foi capaz de modificar a expressao de diversas moléculas envolvidas no
ciclo celular, quando comparadas com sua expressao no grupo CSF. Entre elas, houve
diminuicdo das proteinas ERK-1 e ERK-2, que sdo proteinas intracelulares da familia
das MAPK. Essas proteinas estdo envolvidas na sinalizagdo do VEGF com o seu
receptor. A diminuicdo das proteinas, VEGF, ERK-1 e ERK-2 sugere que o GLA module
a proliferacdo das células tumorais e/ou endoteliais que ocorre durante a angiogenése
(Miyake et al., 2009).
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Além da diminuigdo da vascularizagdo do tumor, também ocorreu uma drastica
alteracdo da morfologia dos vasos, pois 0 GLA é capaz de alterar a expressdo de
moléculas envolvidas na formacdo de complexos de adeséo célula-célula, como por
exemplo, o aumento da expressao de ocludina e VE-caderinas (Jiang et al., 1998; Cai
et al.,1999b). Como visto em estudo de Jiang et al. (1998) utilizando células endoteliais
humanas (ECV 304), as caderinas e as ocludinas, quando aumentadas, dificultam o
processo de migracdo celular. Também foi observado um aumento na expressao de
ocludinas em cultura de células endoteliais de cérebro apés o tratamento com GLA
(Yamagata et al., 2003). Devido a este fato, acredita-se que as células endoteliais
estariam presas umas as outras, estando assim impedidas de migrarem e formarem um
novo vaso (Jiang et al., 1998; Yamagata et al., 2003).

Por outro lado, Cai et al. (1999b) verificaram que apés o tratamento com GLA
havia uma diminuigdo na expresséo de VE-caderina, quando comparado ao controle. A
gueda na expressao destas proteinas envolvidas na adeséo célula-célula leva a uma
desorganizacao dos vasos, com posterior morte das células endoteliais, pois as células
endoteliais necessitam de contato célula-célula e quando este contato é perdido, a
célula entra em processo de apoptose (Dejana E, 2004). O que sugere um dos
mecanismos do GLA na diminuicdo da angiogénese.

Um outro fato para explicar a diminuicdo dos vasos no GBM tratado com GLA é
gue este acido graxo é capaz de induzir apoptose também nos endotelidcitos. Acredita-
se que isso ocorra devido ao acumulo de espécies reativas de O,, que levaria a
liberacdo do citocromo c, e assim desencadearia a cascata apoptética da célula,
levando a sua morte programada (Artwohl et al., 2004).

O HIF-1a, como ja foi dito, esta envolvido com a hipodxia local e dessa forma
quando ndo hidroxilado pelo O, se liga ao HIF-1, que transloca para o nucleo e ativa a
transcricdo de genes, como o VEGF e MMP-2. O aumento do VEGF aumenta o
estimulo para a proliferacdo e a migracdo do endoteliécitos, e assim, a formacdo de
novos vasos sanguineos. ApOs o tratamento com GLA, observamos que ocorreu
aumento da proteina p53 e diminuicdo de VEGF em relacdo ao grupo CSF (Miyake et
al., 2009). O p53, um supressor tumoral, € capaz de aumentar a degradacdo por

ubiquitinacdo de HIF-1a, via proteina Mdm2 (murine double minute 2) (Ravi et al.,
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2000). Sendo assim, acredita-se que esse seja um dos mecanismos que o GLA utilize
para diminuir a expressdo de VEGF e MMP-2, quer seja pelas células tumorais e/ou
pelas células endoteliais.

Outras moléculas que estdo envolvidas com angiogénese também tiveram
alteracdo na sua expressao apos tratamento com o GLA, como a MMP-2 e a COX-2. A
COX-2 estimula a sintese de prostandides e estes, quando se ligam aos seus
receptores especificos, podem estimular a sintese de VEGF, de MMP-2, de proteinas
envolvidas na inibicdo da apoptose, entre outras.

Outra maneira de compreender essa reducdo na angiogénese é através da via
dos eicosanodides, que sdo capazes de modular a expressdo de COX-2 e MMP-2
(Dohadwala et al., 2001; Telliez et al., 2006). O acumulo de GLA na célula levaria a
uma diminuicdo da PGE, e esta, quando acoplada ao seu receptor, desencadeia
inUmeras acdes intracelulares, e por via autocrina induz a sua proépria sintese. O GLA
em altas concentracbes na célula é elongado para acido dihomo-y-linolénico (20:3), e
esse quando metabolizado pelas enzimas da familia das COXs produz PGE;, a qual
apresenta reduzido efeito inflamatério (Das, 2006). A PGE; por ser menos agressiva e
apresentar menor capacidade quimiotatica e mitogénica que a PGE; (Hrelia et al.,
1996) Esse poderia ser uma das maneiras que o GLA estaria influenciando a redugao
da vascularizacdo do tumor pela diminuicdo da PGE,, apesar sos resultados aqui
apresentados mostrou in vitro que a presenca do GLA aumentou a sintese de PGE..
Uma explicacdo para esse fato, que parece contraditério, € devido o kit utilizado, que
nao diferencia os tres tipos de PGE. Por isso, acredita-se que o aumento observado da
PGE apo0s o tratamento com GLA nas duas diferentes concentracdes, seja um aumento

de PGE;, ap0s a incorporagdo do GLA pelas células tumorais.

5.2 Apoptose

Durante o desenvolvimento e ao longo da vida do individuo, a divisdo celular é
um evento de extrema importancia para diversos processos biolégicos, como o
crescimento, a cicatrizacdo, entre outros. A divisdo da célula deve seguir uma

sequéncia de eventos que sdo sistematicamante controlados. O ciclo celular segue uma
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ordem de acontecimentos intracelulares, os quais se iniciam com a sintese de proteinas
(fase G1) e de DNA (fase S). ApGs esse processo, a célula entra na fase de mitose
(fase M), na qual ocorre a separacdo das cromatides filhas, originando duas células.
Entre essas duas fases encontram-se as fases G1 e G2 (conhecidas como “gap”),
importantes para o controle do ciclo celular (Van den Heuvel, 2005).

Uma famila de enzimas bastante estudadas é a das quinases dependentes de
ciclina (CDKs). A CDK € um mondmero inativo que ao se ligar com as ciclinas tornam-
se proteinas chaves, importantes na passagem de G1 para S, e de G2 para M. As
CDKs atuam como catalizadores que estimulam a célula a passar para a fase seguinte
do ciclo celular. Porém, as células sintetizam proteinas que sdo capazes de inibir a
acdo das CDKs, chamadas de CDKIs (inibidor de quinase dependente de cliclina),
controlando, dessa forma, o ciclo celular (Park e Lee, 2003).

O ciclo celular € um processo complexo, que pode ser resumido em: fase G1, na
qual ocorre 0 aumento na sintese de Ciclina-D, que se associa a Cdk4 ou Cdk6. Este
complexo € um sinal para a passagem do ciclo para a fase S, na qual ocorrera a
duplicacdo do DNA. Na fase S ocorre a ativagao do complexo Ciclina-E com Cdk2, o
qual fosforila a proteina retinoblastoma (pRb). O pRb fosforilado libera um fator de
transcricdo E2F (1 e 2), que € a chave para a sintese de DNA (Stevens e Fields, 2002)
e de ciclina B.

Com o aumento de ciclina B na célula, esta molécula forma um complexo com
Cdkl1. O complexo ciclina B-Cdk1l é fosforilado e a célula entra na fase M, que resultara
na divisdo celular, originando duas células filhas. O controle do ciclo celular envolve a
protedlise e a transcricdo de proteinas diversas. No caso de algum problema envolvido
com o ciclo celular, onde ndo ha condi¢cbes de reparo do DNA ou da célula, esta entra
em um processo de morte celular programada, também conhecido como apoptose
(Steinbach e Weller, 2004; Bras et al., 2005).

A checagem da replicacdo correta do DNA e a verificacao das diversas proteinas
envolvidas nesse processo ocorrem entre as fases S e M. Dentre as proteinas
responsaveis por essa checagem, encontra-se a proteina p53. A p53 é responsavel
pela verificagdo do DNA. Se este apresenta alguma quebra ou erro, a célula inicia o

processo de apoptose, e por isso é conhecida como uma proteina supressora tumoral.
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Em diversos tipos de cancer o seu gene encontra-se mutado ou ausente (Parsons et
al., 2008; Duan et al., 2009; Kumar et al., 2009).

No cancer ocorrem diversas alteracdes na transcricdo e sintese das proteinas
envolvidas na progresséo, inibicdo e checagem do ciclo celular (Duan et al., 2009;
Kumar et al., 2009; Parsons et al., 2008). Com inUmeras alteracbes genéticas, a célula
tumoral consegue “escapar’ dos mecanismos de checagem e apoptose. Isso faz com
gue a célula tumoral seja capaz de continuar o ciclo celular e originar células com
inUmeras alteracfes genéticas.

Como foi observado nos resultados, o tumor apresenta grande quantidade de
células tumorais e MEC, quando observado pela microscopia de luz e eletrdnica (Figura
2 e 3). Apés o tratamento com GLA, as micrografias mostraram um aumento
significativo no ndamero de células em processo de apoptose. Este dado foi
complementado pelos ensaios de TUNEL in vitro, e in vivo com a imunohistoquimica de
BrdU, no qual observou uma reduc¢do no numero de células tumorais na fase S apés o
tratamento com GLA .

O GLA foi capaz de aumentar o numero de células tumorais em processo de
apoptose (Bell et al.,, 1999). Este fato se confirma pela morfologia das células
observadas ao MET, ou seja, nucleo celular picnético com cromatina condensada,
célula diminuta e presenca de “blebbing” na membrana plasmatica (Adbel Wahal et al.,
2009). Como pbde ser observado nas imagens, havia uma grande quantidade de
macréfagos (Zubkov et al., 2000), que séo recrutados para remover 0s restos celulares.
Os mecanismos de acao do GLA sobre a apoptose ainda ndo estao elucidados, porém
acredita-se que esteja envolvido com diversas vias de sinalizacdo, reparacdo de DNA,
alteracbes na composi¢cdo das membranas lipidicas, formacdo de ROS, entre outras
(Leaver et al., 2002; Ramos e Colguhoun, 2003; Colquhoun et al., 2009; Benadiba et
al., 2009; Miyake et al., 2009).

Quando a célula incorpora altas concentracdes de GLA, esse acido graxo é
utilizado para a formacdo de membranas, em um primeiro estagio. A mitocdndria
também sofre modificacdo na sua composicao estrutural. Sabe-se que a mitocéndria é
importante para diversos mecanismos celulares, como a formacdo de ATP,

metabolismo de lipides e também esta intimamente relacionada com o processo de
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apoptose. A mitocondria € uma organela formada por duas membranas fosfolipidicas,
uma externa lisa e outra interna que se dobra formando estrururas, chamadas cristas
(Bras et al., 2005). Dentre as inUmeras proteinas presentes na mitocondria, gostaria de
chamar a atencéo para as proteinas da familia Bcl-2 (como Bax e Bak) e citocromo c.

Na presenca de GLA, ocorre uma alteragdo no potencial da membrana
mitocondrial, e isso leva a uma alteragdo na permeabilidade desta membrana. O
extravasamento de proteinas da familia Bcl-2 e citocromo ¢ para o citosol ativa a via
das caspases que culmina na morte da célula (Colquhoun e Schumacher, 2001;
Benadiba et al., 2009). As proteinas da familia Bcl-2 sdo divididas em pro-apoptoticas e
anti-apoptoticas. Bcl-2-associada a proteina X (Bax) e Bcl-2 antagonist/killer-1 (Bak) séo
proteinas pré-apoptoticas presentes na membrana externa da mitocondria. Quando a
célula sofre algum estresse ou injaria ou alguma modificacdo na estrutura da
mitocondria, como por exemplo, alteracdo no seu potencial de membrana, ocorre a
ativacdo de Bax e Bak, e isso gera abertura de poros na membrana mitocondrial
externa através da homo-oligomerizacdo dessas proteinas. Em seguida ocorre a
liberacdo de proteinas mitocondriais envolvidas com a ativagdo da via das caspases,
como o citocromo ¢ e Smac (segundo ativador de caspases derivado de mitocondria)
para o citoplasma da célula, desencadeia o processo de morte da célula (Brunelle e
Letai, 2009) (Esquema 9).
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Esquema 8 - Mecanismo de ativacdo da apoptose pelas proteinas da familia da Bcl-2. O
quadro amarelo mostra os estimulos apoptéticos; o quadro verde, mostra os
ativadores de Bax e Bak; o quadro azul mostra os estimuladores de Bax e Bak. A
ligacdo dos ativadores a Bax e Bak causa a oligomerizacdo das proteinas,
formando um poro no qual ocorre a liberacdo do o citocromo c. Adaptado de
brunelle e Letai, 2009.

Outro mecanismo em que o GLA esta envolvido com a apoptose € através da
formacao de ROS (espécies reativas de oxigénio), sendo os mais comuns o peréxido de
hidrogénio (H.0O,), o ion superoxido (02, e o radical hidroxila (OH") (Seifried et al.,
2007). A principal fonte de superéxido em uma célula é proveniente da cadeia
respiratéria da mitocéndria (Susnow et al., 2009). A célula tumoral produz poucas
quantidades de ATP através da respiracdo celular. Sua principal via energética €
proveniente da glicolise aerobica (Grandemange et al., 2009). A enzima responsavel
pela metabolizacdo da glicose para glicose-6-fosfato € a hexoquinase, que nas células
tumorais encontra-se na membrana externa da mitocondria, associada com a VDAC
(canal anidnico voltagem dependente) (Ramos e Colguhoun, 2003). Na presenca de
GLA, devido a alteracdo na composicao lipidica das membranas plasmaticas, ocorre

uma alteracdo de diversas vias energéticas para a obtencdo de ATP, ja que as
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membranas e as proteinas associadas a essa ndo se encontram mais nos seus sitios
corretos. Além disso, ap0s a incorporacdo de grandes quantidades de GLA na célula,
ocorrem modificagbes nos complexos I, Il e IV (diminuicdo de NADH, citocromo ¢
oxiredutase e citocromo ¢ oxidase) da cadeia respiratoria da mitocéndria e aumento na
liberacdo de ROS (Colquhoun e Schumacher, 2001; Schonfeld e Wojtczak, 2008).

Em células de gliomas tratados com GLA é fato que ocorre aumento da producao
de ROS e uma das vias é através da peroxidacdo lipidica nos peroxissomos
(Colquhoun e Schumacher, 2001). Como observado por Leaver et al. (1999), as células
de glioma produzem quantidades pequenas de enzimas anti-oxidativas, e 0 aumento de
ROS no interior da célula leva a uma reacao em cadeia que oxida o GLA e isso gera
mais ROS. O ROS é capaz de oxidar os aminoacidos das proteinas e causar quebra de
DNA, principalmente quando encontrado em altas taxas na célula (Zhang et al., 2009),
levando a morte celular.

Outro fato importante € que o aumento de p53 parece estar relacionado com o
aumento de ROS, como observado por Johnson et al. (1996). Miyake et al. (2009)
observaram que, na presenca de GLA, o GBM de rato expressava maior quantidade de
p53, quando comparado ao grupo controle. Sabemos que em diversos tumores esse
supressor tumoral encontra-se em baixos niveis. A presenca do GLA pode levar ao
aumento de p53, e uma das hipoOteses para que isso ocorra seria via ROS. Sendo
assim, o aumento de ROS e de p53, apds o tratamento com GLA, poderia ser um dos
mecanismos para explicar a apoptose das células e diminui¢cdo do tumor e dos vasos
tumorais (Johnson et al., 1996; Lebedeva et al., 2009; Miyake et al., 2009). O GLA foi
capaz de induzir a apoptose nas células tumorais, porém 0s mecanismos ainda nao

foram esclarecidos e devem ser estudados.

5.3 Migracao/invasao

Uma das principais dificuldades de cura do GBM é a alta reincidéncia dos
tumores apés a cirurgia, pois as células tumorais possuem alta capacidade invasiva.
Como ja foi descrito, as células invasivas migram principalmente pelas estruturas

mielinizadas do cérebro e pela lamina basal dos vasos sanguineos. Como discutido
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acima, a reducdo da angiogénese levaria a uma reducdo de substrato (membrana
basal) para a migracdo das células tumorais. Além disso, através da observacao das
células sobre o tecido cerebral fresco (ex vivo), foi verificado que, apds o tratamento
com o GLA, houve reducéo da distancia de migracao das células.

Uma das explicagBes para essa reducdo é a diminuicdo da expressdao de MMP-
2. Como sabemos, a MMP-2 é importante para degradacdo da MEC e dessa forma
possibilita que as células possam invadir o tecido normal. A utilizacdo de inibidores de
MMPs através da infusdo de TIMP-1 e TIMP-2 em gliomas de rato in vivo (via bombas
osmaticas no cérebro), mostrou uma reducdo no tamanho do tumor, com destruicao e
degeneracdo de vasos (Takahashi et al., 2002). Além disso, a inibicdo da MMP-2 é
capaz de diminuir o volume do tumor cerebral e a invasdo das células tumorais
(Lampert et al., 1998). Figueira et al. (2009) observaram que, em tumores de mama de
caracteristicas metastaticas e invasivas, havia uma maior expressdo de MMP-2, o que
evidencia que a expressao desta enzima de degradacdo da MEC esta relacionada com
a capacidade invasiva das células tumorais. Desta forma, o GLA estaria diminuindo a
migracdo das células tumorais por diminuir a expressdo de MMP-2, observado no
presente estudo pela expressédo protéica e pela zimografia.

Uma possivel explicacdo para a diminuicdo da MMP-2 é através da acao das
enzimas COX-2 e PGE, como descrito anteriormente. A PGE, esta relacionada com a
expressao de MMP-2 na endometriose, via COX-2, levando ao aumento da invasao das
células endometridticas. Isso foi observado utilizando inibidores de COX-2 (RNAI) e os
dados mostraram diminuicdo da sintese de PGE; e MMP-2 (Banu et al.,, 2008). A
inibicdo da COX-2 e a diminuicdo da PGE; em tumores de prostata e mama mostraram
reduzida invasdo e migragcdo das células, e uma das causas atribuidas foi a reducéo da
sintese de MMP-2 (Attiga et al., 2000; Larkins et al., 2006).

Por isso a diminuicdo da COX-2, no nosso modelo de estudo, pode estar
envolvida, de uma forma indireta, com a reducdo da capacidade migratoria das células
apos a utilizagdo do GLA.

A reincidéncia do tumor apoés a cirurgia é freqlente e as células que migram no
parénquima normal que séo responsaveis pela formacédo do tumor apds a resseccao

cirdrgica. A possibilidade de minimizar a distancia que as células tumorais migram pelo
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tecido nervoso normal faz com que o GLA seja um interessante tratamento, uma vez

que foi observada diminuicdo da capacidade invasiva das células tumorais.
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6 CONCLUSAO

De acordo com as diversas analises feitas neste trabalho foi concluido que:

O modelo C6 de glioma de rato apresentou caracteristicas morfolégicas do
glioblastoma multiforme como: alta capacidade proliferativa das células tumorais, e a
invasdo destas pelo tecido normal, grandes areas de necrose e alta capacidade
angiogénica.

Apos o tratamento com o GLA, observou-se uma menor quantidade de células
tumorais com reducdo do tamanho do tumor, e modificagcdo na morfologia dos vasos
tumorais, incluindo a reducéo da densidade de microvasos.

Nesse modelo de GBM de rato observamos a imunomarcacdo do VEGF e seus
receptores (Flt-1 e FIk-1) nos endotelidcitos e nas células tumorais. Dessa forma
acredita-se que as proprias células tumorais possam se beneficiar com a presenca do
VEGF, que se encontra em altos niveis no tecido tumoral.

As enzimas MMP-2 e a COX-2, e a glicoproteina TNC também séo expressas
no modelo estudado.

O tratamento com o GLA, ndo modificou a imunomarcacao do receptor Flk-1 e da
glicoproteina TNC.

O GLA foi capaz de modular a expressao de algumas dessas proteinas como o
VEGF, o Flt-1 e a MMP-2, e dessa forma, acredita-se ser um dos mecanismos que
levaram a diminuicao do tumor e da angiogénese quando comparado ao grupo controle.

O GLA foi incorporado pelas células constituintes do tumor estudado, levando
também ao aumento do acido docosapentaendico (22:5 n-6).

O GLA causou apoptose das células tumorais nos modelos in vivo e ex vivo.

O GLA diminuiu a proliferacdo das células tumorais e a distancia de migracao
das células no modelo ex vivo. Porém, ndo alterou o niumero de células migratorias,
apos o tratamento com o GLA.

O GLA foi capaz de modular a expressédo da PGE; nas analises in vitro.
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Gamma-linolenic Acid Alters Ku80, E2F1, and Bax Expression and
Induces Micronucleus Formation in C6 Glioma Cells In Vitro
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Summary

Gamma-linolenic acid (GLA) is an inhibitor of tumor cell
proliferation in both ir vitro and in vivo conditions. The aim of
this study was to investigate the effects of 150 M GLA on the
expression of E2F1, cyclin D1, bax, bcl2, Ku70, and Ku80 in C6
rat glioma cells. The Ku proteins were chosen as previous stud-
ies have shown that loss or reduction in their expression causes
increased DNA damage and micronucleus formation in the
presence of radiation. The fact that GLA exposure is known to
enhance the efficacy of radiation treatment raised the question
whether the Ku proteins could be involved in this effect as seen
for other molecules such as roscovitine and flavopiridol. GLA
altered the mRNA expression of E2F1, cyclin D1, and bax, but
no changes were found for bcl2, Ku70, and Ku80. Alterations
in protein expression were observed for bax, Ku80, and E2F1.
The 45% decrease in E2F1 expression was proportional to
decreased cell proliferation (44%). Morphological analysis
found a 25% decrease in mitotic activity in the GLA-treated
cells, which was accompanied by a 49% decrease in S-phase by
FACS analysis. A 39% increase in the number of micronuclei
detected by Hoechst fluorescence points to GLA’s effects on cell
division even at concentrations that do not produce significant
increases in apoptosis. Most important was the finding that
Ku80 expression, a critical protein involved in DNA repair as a
heterodimer with Ku70, was decreased by 71%. It is probable
that reduced Ku80 is responsible for the increase in micronu-
cleus formation in GLA-treated cells in a similar manner to
that found in Ku80 null cells exposed to radiation. The
decreased expression of Ku80 and E2F1 could make cells more
susceptible to radiotherapy and chemotherapy. © 2009 ITUBMB
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INTRODUCTION

Gliomas are the most common form of central nervous sys-
tem tumor, and high-grade gliomas (WHO III-IV) are notori-
ously difficult to treat. Although standard treatment involves
surgical resection and radio/chemotherapy, the incidence of re-
currence is very high because of the diffusing nature of these
tumors. Previous studies have shown that polyunsaturated fatty
acids such as gamma-linolenic acid (GLA) and eicosapentaenoic
acid are cytotoxic to tumor cells both in vitro and in vivo (1-4).
GLA can alter tumor cell metabolism and proliferation through
the production of lipid peroxides and reactive oxygen species,
changes in mitochondrial membrane lipid composition, loss of
mitochondrial membrane potential, induction of apoptosis, and
cell cycle arrest (3-5). Several PUFAs including GLA have
been reported to alter bcl2 expression thereby inducing apopto-
sis (6). GLA also has synergistic effects on both radiotherapy
and chemotherapy (7). The difficulty in treating patients with
gliomas has led to the proposed use of GLA as an adjuvant
therapy (7, 8). However, the mechanisms by which GLA causes
its antitumor effects remain largely unknown in gliomas (5, 7).
At subcytotoxic concentrations, GLA reduces both rates of
glioma cell proliferation and migratory capacity (9), without
inducing the apoptosis typically seen with higher concentrations
of GLA (2, 5, 8). This study aimed to identify the possible mo-
lecular targets of GLA treatment to provide a better understand-
ing of the mechanisms behind these previous findings in glio-
mas. Because GLA may alter DNA cell cycle, control and
repair mechanisms was analyzed as lipid peroxides can cause
substantial DNA and protein damage (6). The expression of
E2F1, cyclin DI, bax, bcl2, Ku70, and Ku80 and the effects of
the natural antioxidant vitamin E on expression were analyzed.
The Ku proteins were chosen as previous studies have shown
that loss or reduction in their expression causes increased DNA
damage and micronucleus formation in the presence of radiation
(10). The fact that GLA exposure is known to enhance the effi-
cacy of radiation treatment raised the question whether the Ku
proteins could be involved in this effect as seen for other mole-
cules such as roscovitine (/0) and flavopiridol (/7).
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MATERIALS AND METHODS

Cell Culture

C6 rat glioma cells were obtained from the ATCC and
grown in DMEM containing 10% fetal calf serum and antibiot-
ics (penicillin 50 U/mL, streptomycin 50 ug/mL). Cells in the
exponential phase of growth were used, growing in 75 cm?
flasks in a humidified atmosphere of 5% CO,, 95% air at 37°C.
Cells were exposed to 150 uM GLA complexed with 0.5% al-
bumin (9), whereas the control cells were exposed to 0.5% al-
bumin. Cell proliferation and viability assays followed standard
methods (/2). The concentration of 150 uM was chosen based
on the previous studies allowing inhibition of cell proliferation
without extensive cytotoxicity and apoptosis (9). This concen-
tration is clinically relevant as it can be readily achieved by die-
tary supplementation with fatty acids. A recent study in preg-
nant women detected plasma EPA concentrations of 41.5 =*
17.8 mg/L after 17 weeks supplementation (/3). Cell prolifera-
tion and gene expression studies were also performed in the
presence or absence of 10 uM vitamin E as a natural antioxi-
dant.

FACS Analysis

Control and treated cells were prepared and collected follow-
ing standard procedures for FACS analysis after 24 hours =
150 uM GLA (3).

Immunohistochemical Analysis

The cells were grown on glass cover slips =150 uM GLA
for 24 hours before fixation with ice-cold 4% formaldehyde in
0.1 M phosphate buffer. Standard immunohistochemical meth-
ods were used following the sequence: primary antibody, biotin-
ylated secondary antibody, and streptavidin-Alexa 488 (9). All
cells were triple-labeled for the respective protein of interest,
actin (rthodamine-phalloidin) and nucleus (Hoechst 33342), and
mounted with Vectashield (Vector Labs, USA).

Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction
GLA-exposed and control C6 cells were used for total RNA
extraction by Trizol (Life Technologies, USA). The first strand
of complementary DNA (cDNA) was generated from 1 pug
RNA as previously described (/2). PCR amplification cycle:
1 min at 94°C, 1 min at primer-specific temperature (55°C for
Ku80; 60°C for E2F1, Ku70, GAPDH; 65°C for p53, cyclin
DI, bcl-2, c-myc; and 68°C for bax), and 1 min at 72°C. To
ensure the exponential phase of amplification, the number of
PCR cycles was determined and optimized for each of the pro-
teins. Controls for nonspecific amplification showed no bands
on gel (data not shown). Semiquantitative gene expression data
was calculated by the ratio of respective gene/GAPDH density
after ethidium bromide staining. GAPDH expression remained
unchanged after GLA exposure. Primers used were as follows
(sense/antisense): cyclin D1 (435 bp): 5-TGTTCGTGGCC
TCTAAGATGA-3, 5-GCTTGACTCCAGAAGGG CTT-3;

E2F-1 (143 bp): 5'-ACGCTATGAAACCTCACT AAA-3, 5'-
AGGACATTGGTGATG TCATA-3; Bax (352 bp): 5'-
GCAGGGAGGATGGCT GGGGAGA-3', 5-TCCAGACAAGC
AGCCGCTCACG-3'; Bel-2 (780 bp): 5'-GCGAAGTGCTATTG
GTACCTG-3', 5'-ATATT TGTTTGGGGCAGGTCT-3’; Ku70
(414  bp): 5'-AAGAGGATCATGCTATTCACCAA-3, 5'-
TCCTTGTCTTAGTTTTCACTGG-3'; Ku80 (433 bp): 5'-GAT-
GAGGCAGCAGCTGTT-3, 5-CAAAATGTGCTGCTGAAT-
3’; GAPDH (306 bp): 5'-GTCGGTGTGAACGGATTTG-3,
5'-ACAAACATGGGGGCATCAG-3'.

Western Blotting Analysis

Twenty micrograms of sample proteins were electrophoresed
through 7.5% SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose
membranes (Hybond ECL membrane, Amersham Pharmacia
Biotech). Immunoblotting followed standard methods (9), and
fluorescent bands (Alexa-488 label) were visualized in an image
system (Molecular Dynamics Typhoon 8600 Variable Mode
Imager). The antibodies used in this study were as follows:
E2F-1 (H-137, rabbit), GAPDH-—as internal control (V-18,
goat) (Santa Cruz Biotechnology, USA). Bcl-2 (ab7973-1, rab-
bit), bax (ab16837-100, rabbit), and cyclin D1 (ab31450-250,
rabbit) were purchased from Abcam, USA. Ku70/80 (ab1358,
rabbit) was obtained from Chemicon International, USA. Sec-
ondary antibodies conjugated with Alexa-488 (anti-goat, anti-
mouse, and anti-rabbit) used were produced in donkey (Invi-
trogen—Molecular Probes).

Statistical Analysis

The semiquantitative analysis of reverse transcriptase-poly-
merase chain reaction (RT-PCR) products was performed using
a Molecular Dynamics Typhoon 8600 Variable Mode Imager.
All data are presented as the mean * standard error (SE). The
results were submitted to analysis of variance followed by the
unpaired 7-test to compare gene expression results between
treated and untreated cells. Differences were considered signifi-
cant at P < 0.05.

RESULTS

After 24 hours of growth in the presence of 150 uM GLA,
C6 cells were counted, and then a 44% inhibition of cell prolif-
eration was seen without inducing significant apoptosis. A 49%
decrease in S-phase was found in the GLA-treated cells with no
significant changes seen in sub-G1, G1, and polyploid phases
(Fig. 1). Hoechst labeling of DNA highlighted a significant
decrease (25%) in mitotic index in the GLA-treated cells with-
out a significant change in apoptosis (Fig. 1). However, the
most important finding in the morphological analysis of DNA
was the 39% increase in micronucleus formation in the GLA-
treated cells. Examples of micronucleus formation and cyclin
D1 staining of these structures can be seen in Fig. 1.

The effects of 150 uM GLA on mRNA expression of E2F-1,
cyclin D1, Ku70, Ku80, bax, and bcl2 were analyzed during a
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Figure 1. Effect of 24-hour exposure to 150 uM GLA on cell cycle distribution, mitosis, apoptosis, and micronucleus formation in
C6 glioma cells. (A) FACS analysis on RNase-treated, propidium iodide-stained cells, 10,000 events per sample (n = 3). (B-D)
Analysis of Hoescht labeled cells performed with Image Pro Plus software on 5,556 control and 4,473 GLA-treated cells (n = 6).
(E) Immunohistochemical labeling for cyclin D1 in GLA-treated cells. Note localization in both the nuclei and micronuclei of the
cells. Arrows indicate micronuclei, arrowheads indicate apoptosis, and * indicates abnormal mitosis; cyclin D1 labeling in green,
actin in red (rthodamine phalloidin), and DNA in blue (Hoechst). Statistical significance, * = P < 0.001. [Color figure can be
viewed in the online issue, which is available at www.interscience.wiley.com.]
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Figure 2. mRNA and protein expression of E2F1, cyclin D1, Ku70, and Ku80 after 24-hour exposure to 150 uM GLA. mRNA
expression by RT-PCR normalized against GAPDH expression at 0, 1, 2, 3, 6, 12, and 24 hours after addition of GLA (n = 5).
Striped bar: control; black bar: GLA-treated. Protein expression by Western blotting normalized against GADPH expression at 24
hours after addition of GLA. In B, D, F, and H: lanes 1-4: control; lanes 5-9: GLA. Upper lane: protein of interest, lower
lane: GAPDH. Statistical significance, * = P < 0.001. [Color figure can be viewed in the online issue, which is available at

www.interscience.wiley.com.]
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24-hour period, at intervals of 0, 1, 2, 3, 6, 12, and 24 hours
(Figs. 2 and 3). Protein expression was determined at the end of
the 24-hour period (Figs. 2 and 3). The expression of cyclin D1
mRNA was seen to increase only after 1 hour of GLA exposure

and remained higher than the control value until the end of the
24-hour period (Fig. 2). However, no significant alteration in
protein levels of cyclin D1 was observed by Western blot analy-
sis (Fig. 2). In contrast, E2F1 mRNA started to decrease at



EFFECTS OF GLA ON THE EXPRESSION OF Ku80, E2F1, AND Bax 249

1 hour of treatment and E2F1 protein expression was seen to
decrease by 45% after GLA exposure (Fig. 2).

The mRNA expression of bcl2, Ku70, and Ku80 were unal-
tered by GLA (Figs. 2 and 3). In contrast, Ku80 protein expres-
sion was decreased by 71% after 24 hours GLA treatment (Fig.
2). The high concentration of Ku70/80 immunolabeling in mi-
totic cells can be seen in Fig. 2, and loss of Ku80 expression
may affect cell proliferation as well as DNA repair. Both
mRNA and protein expression of the bax monomer and dimer
was increased after treatment (Fig. 3). The bax/bcl2 ratio
increased in the GLA-treated cells for bax 21 kDa, bax 50 kDa,
and total ratio (217%) in relation to the control group (Fig. 3).
The presence of the natural antioxidant vitamin E did not sig-
nificantly alter the mRNA expression patterns of the proteins
studied although it did partially reverse the effects of 150 uM
GLA on cell proliferation (Fig. 4). The effects of GLA are
therefore only, in part, dependent on peroxidation, confirming
previous findings in this cell line where 150 uM GLA causes
only a small increase in reactive oxygen species generation and
TBARS formation (9).

DISCUSSION

In this study, 150 uM GLA treatment for 24 hours in vitro
caused a downregulation of E2F1 mRNA and protein expression
showing a rapid response of mRNA, starting only after 1 hour of
treatment and lasting until the end of the 24-hour period (Fig. 2).
Because of the importance of E2F1 in the control of S-phase
entry, significant decreases in its expression may directly influ-
ence cell proliferation. Recent studies with Minerval (2-hydroxy-
9-cis-octadecenoic acid), a derivative of oleic acid, showed that
this drug induced cell cycle arrest before entry into S phase, caus-
ing human lung adenocarcinoma (A549) cells to arrest in the GO/
G1 phase. This cell cycle arrest was associated with a marked
decrease in the expression of E2F1 (/4), in a similar manner to
our present findings in GLA exposed C6 glioma cells.

GLA increased the expression of bax 21 kDa and 50 kDa,
and the bax/bcl-2 ratio was altered demonstrating the higher
levels of bax in relation to bcl-2 levels after treatment. How-
ever, at 150 uM, GLA did not increase apoptotic rates in C6
cells in vitro, Fig. 1 and (9). Although these results suggest that
bax would stimulate the apoptotic response, other proteins also
form heterodimers with bax and can thus modulate or inhibit
the apoptotic response. In neuroblastoma cells, bax associates
with cytoplasmic Ku70, blocking apoptosis in response to cer-
tain chemotherapeutic agents (/5, /6). Ku70 can also function
as a physiological inhibitor of bax-induced apoptosis (/7).

A single report showed that Ku proteins can bind to the E2F
motif thereby regulating the cell cycle response to DNA damage
and other insults (/8). High levels of the DNA repair proteins
Ku70 and Ku80 are related to hyperproliferation and carcinogene-
sis, and the heterodimeric Ku70/Ku80 protein complex is impor-
tant for DNA repair in resistant tumor cells (/6). Ku70/Ku80 het-
erodimers represent the regulatory subunit of DNA-dependent
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Figure 4. Cell proliferation and mRNA expression after 24-
hour exposure to GLA = 10 uM vitamin E. (A) Cell prolifera-
tion expressed as cells/mL, n = 6. Cells treated with GLA at
75 or 150 uM = 10 uM vitamin E. Note dose-dependent inhibi-
tion of cell proliferation by GLA, partially reversed by vitamin
E. mRNA expression of E2F1 (B), cyclin D1 (B), Ku70 (C),
Ku80 (C), Bcl-2 (D), and Bax (D) after 24-hour exposure to
150 uM GLA. mRNA expression by RT-PCR normalized
against GAPDH expression at 24 hours after addition of GLA
(n = 3). Statistical significance, * = P < 0.05.

protein kinase (DNA-PKc), which plays an important role during
the repair of DNA double strand breaks. Ku proteins have been
implicated in the maintenance of proliferating cell nuclear antigen
(PCNA) on chromatin following ionizing radiation (/9).
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In this study, GLA caused a 71% decrease in Ku80 protein
expression. However, this was not accompanied by decreased
mRNA expression and may point to an increase in Ku80 prote-
olysis in GLA-treated cells. The decreased Ku80 levels in
GLA-treated cells could subsequently lead to increased Ku70
protein availability for interaction with other proteins such as
bax, which could thus block the apoptotic response to GLA (20,
21). The oxidative stress caused by GLA in tumor cells (3, 9)
may be involved in reduced Ku80 protein levels, as oxidative
stress was able to induce nuclear loss of Ku70 and Ku80 in
pancreatic acinar AR42J cells (22).

Taken together, we may speculate that this mechanism is at
least partly responsible for the nonapoptotic response caused by
150 uM GLA in these cells. A recent study has reported that
reducing Ku80 to 10% of original levels by RNAi caused
impaired DNA replication and activated a DNA replication
checkpoint blocking cell division in G1 (23). The RNAi study
did not, however, induce increased apoptosis but led to a
decrease in S-phase and caused a decrease in PCNA expression.
An important finding in this study was the significant increase
in micronucleus formation in the GLA-treated cells, and this is
indicative of altered DNA replication. The reduced Ku80 con-
centration could be directly related to impaired DNA replication
resulting in cell cycle changes and micronucleus formation. A
recent study reported that sShRNA inhibition of Ku80 expression
caused decreased cell proliferation and increased sensitivity to
both radio and chemotherapy (24). In addition, Ku knockout
mice are hypersensitive to ionizing radiation (/6). In cells with
Ku80 knockout, irradiation leads to increased micronucleus for-
mation versus Ku80 positive cells (25). A recent study has
shown that the cyclin-dependent kinase inhibitor roscovitine
also induces reduced S-phase, inhibition of Ku80 expression,
and to a lesser degree Ku70 expression, and then increases
A549 nonsmall cell lung cancer sensitivity to radiation (/0). To
our knowledge, this is the first report of polyunsaturated fatty
acids altering Ku protein expression, and this finding is of im-
portance as it may explain one of the reasons why GLA is able
to increase the sensitivity of tumor cells to both radiotherapy
and chemotherapy (7). Further studies are underway to deter-
mine the mechanism by which GLA or one of its metabolites
alters the metabolism and function of the Ku proteins in glioma
cells.
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Abstract

Background: Gamma-linolenic acid is a known inhibitor of tumour cell proliferation and migration
in both in vitro and in vivo conditions. The aim of the present study was to determine the
mechanisms by which gamma-linolenic acid (GLA) osmotic pump infusion alters glioma cell
proliferation, and whether it affects cell cycle control and angiogenesis in the Cé glioma in vivo.

Methods: Established C6 rat gliomas were treated for 14 days with 5 mM GLA in CSF or CSF
alone. Tumour size was estimated, microvessel density (MVD) counted and protein and mRNA
expression measured by immunohistochemistry, western blotting and RT-PCR.

Results: GLA caused a significant decrease in tumour size (75 + 8.8%) and reduced MVD by 44 +
5.4%. These changes were associated with reduced expression of vascular endothelial growth
factor (VEGF) (71 £ 16%) and the VEGF receptor Fltl (57 £ 5.8%) but not Flkl. Expression of
ERK /2 was also reduced by 27 + 7.7% and 31 + 8.7% respectively. mRNA expression of matrix
metalloproteinase-2 (MMP2) was reduced by 35 * 6.8% and zymography showed MMP2 proteolytic
activity was reduced by 32 + 8.5%. GLA altered the expression of several proteins involved in cell
cycle control. pRb protein expression was decreased (62 * 18%) while E2F| remained unchanged.
Cyclin DI protein expression was increased by 42 + 12% in the presence of GLA. The cyclin
dependent kinase inhibitors p2l and p27 responded differently to GLA, p27 expression was
increased (27 + 7.3%) while p21 remained unchanged. The expression of p53 was increased (44 +
16%) by GLA. Finally, the BrdU incorporation studies found a significant inhibition (32 + | 1%) of
BrdU incorporation into the tumour in vivo.

Conclusion: Overall the findings reported in the present study lend further support to the
potential of GLA as an inhibitor of glioma cell proliferation in vivo and show it has direct effects
upon cell cycle control and angiogenesis. These effects involve changes in protein expression of
VEGF, Fltl, ERKI, ERK2, MMP2, Cyclin DI, pRb, p53 and p27. Combination therapy using drugs
with other, complementary targets and GLA could lead to gains in treatment efficacy in this
notoriously difficult to treat tumour.
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Background

Gamma-linolenic acid has been proposed as an antitu-
mour therapy and has proven efficacy in several tumour
types [1,2]. Studies have used GLA for the treatment of
human gliomas although these trials were preliminary in
nature [3-5]. Studies in the C6 rat glioma model have
shown GLA inhibits cell proliferation and induces apop-
tosis and similar results have been obtained with human
glioma cells in primary culture [6-9]. GLA is known to
induce reactive oxygen species generation and cause lipid
peroxidation in tumour cells and leads to altered mito-
chondrial metabolism and ultrastructure, cytochrome c
release, caspase activation and apoptosis [10-14]. Both
GLA and its metabolic products can alter the gene expres-
sion of several proteins and GLA is known to inhibit gli-
oma cell migration [14-16].

One of the major problems of glioma progression is
intense angiogenesis which has been related not only to
tumour nutrition but also to tumour cell migration along
the basement membrane of the growing blood vessels
[17]. In gliomas, the best characterized pro-angiogenic
factor is vascular endothelial growth factor (VEGF), whose
overexpression is correlated with increasingly malignant
phenotypes [18]. VEGF and its receptors Flt1 (VEGFR1)
and Flk1 (VEGFR2) are important proteins in the ang-
iogenic process and represent a treatment target in many
tumours including gliomas. In order for angiogenesis to
progress extracellular matrix (ECM) degradation is neces-
sary and the metalloproteinases 2 and 9 (MMP2 and
MMP9) are highly expressed in gliomas [19,20]. Interest-
ingly, GLA is known to inhibit both endothelial cell pro-
liferation and induce endothelial cell apoptosis. Several
studies have reported GLA-induced changes in endothe-
lial cells including altered occludin and VE-cadherin
expression and altered barrier properties [21,22]. Polyun-
saturated fatty acids have also been reported to influence
MMP2 expression in endothelial cells [23]. However the
effects of GLA on cell cycle and angiogenesis related pro-
teins in gliomas in vivo has not been explored and is the
principal focus of the present study.

The aim of the study was to determine the effects of slow
(0.5 pl/hr) osmotic pump infusion of 5 mM GLA on fac-
tors related to the angiogenic process and to the control of
the cell cycle in the C6 rat glioma model. The mRNA and
protein expression were studied of (i) angiogenesis related
proteins: vascular endothelial growth factor (VEGF),
VEGEF receptors FIt1 and Flk1, matrix metalloproteinase 2
(MMP2), matrix metalloproteinase 9 (MMP9), ERK1 and
ERK?2, and (ii) cell cycle control related proteins: pRb, cyc-
lin D1, E2F1, p16, p21, p27 and p53. Immunohistochem-
ical localization of proteins was performed by light
microscopy and semi-quantitative analysis of protein
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expression was performed for VEGF, Flt1 and Flk1. MMP2
proteolytic activity was determined by zymography in
order to determine GLA effects on ECM degradation
capacity in vivo. Glial fibrillary acidic protein (GFAP) was
immunohistochemically localized in order to determine
the tumour area by image analysis. Bromodeoxyuridine
(BrdU) incorporation was analysed by immunohisto-
chemical localization of the compound to determine the
effects of GLA on S-phase DNA synthesis in vivo.

Methods

Cell culture

C6 rat glioma cells were obtained from the ATCC and
stocks were maintained frozen (liquid nitrogen) in Dul-
becco's modified Eagle's medium (DMEM) supplemented
with 10% foetal calf serum and 20% glycerol. Stock cells
were grown in DMEM containing 10% foetal calf serum
and antibiotics (penicillin 50 U/ml, streptomycin 50 pg/
ml). Cells in the exponential phase of growth were used,
growing in 75 cm? flasks in a humidified atmosphere of
5% CO2: 95% air at 37°C.

Surgical procedures

C6 rat glioma cells were grown in Dulbecco's modified
Eagle medium (DMEM) containing 10% foetal calf serum
and antibiotics (penicillin/streptomycin). Cells in the
exponential phase of growth were used and a suspension
prepared in sterile saline at a concentration of 5 x 105 cells
per 4-5 pl. Adult female Wistar rats of 250-350 g (n = 34)
were anaesthetised with an intramuscular injection of ket-
amine:xylazine, 10 mg:1.5 mg/100 g body weight to pro-
vide deep anaesthesia and analgesia. The rats were placed
on a stereotaxic surgical table, a midline incision was
made and a burrhole was drilled 0.48 mm anterior and 3
mm lateral to bregma. The C6 cell suspension was slowly
injected into the striatum using a Hamilton syringe at a
depth of 5.4 mm to the bone surface and the needle left in
situ for 3 minutes before its removal. After 14 days Alzet
osmotic pumps containing artificial cerebrospinal fluid
(CSF) (Alzet) or 5 mM GLA in artificial CSF were surgi-
cally implanted and attached to Alzet brain infusion Kkits.
Artificial CSF was chosen as a vehicle solution in order to
mimic more closely the composition of the interstitial
fluid within the brain. These concentrations were chosen
based on previous work and unpublished data from our
laboratory [7]. The pump infusion rate was 0.5 pl/hr with
a duration of 2 weeks. After a further 14 days the rats were
killed by transcardiac perfusion with 4% formaldehyde in
0.1 M phosphate buffer, pH7.4 or by anaesthetic overdose
for removal of fresh tissues for RT-PCR and western blot-
ting. This procedure was approved by the Ethical Com-
mission for Animal Experimentation of the Biomedical
Institute (University of Sdo Paulo) - protocol number
190/02.
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Antibodies

The antibodies used in this study were: MMP-2 (goat),
MMP-2 (mouse), MMP-9 (goat), MMP-9 (mouse), VEGF
(mouse), VEGF (rabbit), Flt-1 (rabbit), Flk-1 (rabbit),
cd34 (mouse), BrdU (mouse), pRb (rabbit), cyclin D1
(rabbit), E2F1 (rabbit), p16 (mouse), p21 (rabbit), p27
(rabbit), p53 (rabbit), ERK1/ERK2 (rabbit) and GFAP
(goat). All of the primary antibodies were purchased from
Santa Cruz Biotechnology, USA. Biotinylated Ulex euro-
paeus lectin was from Vector Laboratories, USA. Bioti-
nylated secondary antibodies (anti-goat, anti-mouse and
anti-rabbit) used for IHC were produced in donkey (Santa
Cruz Biotechnology, USA), and the streptavidin-biotin/
HRP (horseradish peroxidase) was produced by Amer-
sham Biosciences, UK.

Immunohistochemical (IHC) analysis

The perfused brains were cryoprotected in a solution of
20% sucrose in 0.1 M potassium phosphate buffer (KPB)
overnight. The brain sections were cut on a freezing micro-
tome (Leica SM 2000R) and mounted on gelatinized
slides. The sections were dried at 40°C-50°C for 2 hours
and were maintained at -20° C until analysis. Immunohis-
tochemical analysis followed [14] described briefly here.
The sections were incubated at room temperature over-
night with the respective primary antibody (MMP-2,
MMP-9, Flt-1 and Flk-1, 1:100, VEGF, CD34 and BrdU
1:200 and GFAP, 1:500) diluted in PBST. The negative
controls received only PBST. The slides were washed with
PBST and incubated with the secondary antibodies
(1:500-1:1000 in PBST) for 90 minutes. The slides were
washed again with PBST and incubated with streptavidin-
HRP (1:100-1:200 in PBST) for 60 minutes. The reactions
were developed with 0.04% 3,3'-diaminobenzidine
(DAB) + 0.03% H,0,. For MMP-2, Flt-1, Flk-1 and GFAP
the DAB reactions were intensified with an OsO, solution
(0.04%) for 30 minutes. All slides were counterstained
with 0.1% methyl-green, dehydrated and mounted with
Permount® (Fisher Scientific).

mRNA expression analysis by RT-PCR

Samples were dissected with the aid of a surgical micro-
scope and used for total RNA extraction with Trizol (Life
Technologies, USA). The first strand of complementary
DNA (cDNA) was generated from 1 pug RNA as previously
described [24]. PCR amplification cycle: 1 minute at
94°C, 1 minute at primer-specific temperature and 1
minute at 72°C. To ensure the exponential phase of
amplification, the number of PCR cycles was determined
and optimized for each of the proteins. Controls for non-
specific amplification showed no bands on gel (data not
shown). Semi-quantitative gene expression data was cal-
culated by the ratio of respective gene/ GAPDH density
after ethidium bromide staining. GAPDH expression
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remained unchanged after GLA exposure. Primers used
were as follows (sense/antisense):

MMP-2 (500 bp):5'-TGGCAGTGCAATACCTGAAC-3',
5'-CAAGGTCCATAGCTCATCGTC-3';

MMP-9 (531 bp):5'-GAGGAATACCTGTACCGCTATG-3',
5'-CAAACCGAGTTGGAACCAC-3';

VEGEF (148 bp):5'-CTGTACCTCCACCATGCCAAG-3',
5'-GGTACTCCTGGAAGATGTCCACC-3;

FLT-1 (453 bp):5'-TGGAAGGAGGCGAGGATTACAGT-
GAGA-3/,

5'GGTAGATTCCAGGTGTGGCATACTCTGGTG-3';

FLK-1(445
GACTTTTA-3/,

bp):5'-GTACTCCAGCGACGAGGCAG-

5"-TTTTATCCAGTTTCACAGAGGGCTCCATTG-3';
GAPDH (306 bp):5'-GTCGGTGTGAACGGATTTG-3,
5'-ACAAACATGGGGGCATCAG-3";

ERK1 (188 bp) 5'-CCTGCTGGACCGGATGTTA-3'
5'-GTCTCTTGGAAGATCAGCTC-3'

PRb (549 bp): 5'-TCTACCTCCCTTTCCCTGTTT-3/,
5'-AGTCATTTTTGTGGGTGTTGG-3';

p16 (180 bp): 5'-"TCTGCAGATAGACTAGCCA-3',
5'-CTCGCAGTTCGAATCTGCA-3';

p21 (200 bp): 5'-TCCGATCCTGGTGATGTCC-3',
5'-CGAACACGCTCCCAGACGT-3';

p27 (325 bp): 5'-GCAGCTTGCCCGAGTTCTAC-3',
5 TTCTTGGGCGTCTGCTCCAC-3';

p53 (271 bp): 5'-GTGGCCTCTGTCATCTTCCG-3',
5'-CCGTCACCATCAGAGCAACG-3';

E2F1 (143 bp): 5'-ACGCTATGAAACCTCACTAAA-3',
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5'-AGGACATTGGTGATGTCATA-3';
Cyclin D1 (435 bp): 5-TGTTCGTGGCCTCTAAGATGA-3',
5'-GCTTGACTCCAGAAGGGCTT-3".

Western blotting

20-ug sample proteins were electrophoresed through
7.5% SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose mem-
branes (Hybond ECL membrane, Amersham Pharmacia
Biotech). Immunoblotting followed standard methods
[9] and fluorescent bands (Alexa-488 label) were visual-
ized in an image system (Molecular Dynamics Typhoon
8600 Variable Mode Imager). The secondary antibodies
conjugated with Alexa-488 (anti-goat, anti-mouse and
anti-rabbit) used were produced in donkey (Invitrogen -
Molecular Probes).

BrdU incorporation

DNA synthesis was determined in vivo by administration
of 100 mg/kg BrdU intraperitoneally 90 minutes before
transcardiac perfusion of CSF or GLA + CSF treated rats.
Immunohistochemical detection of cells containing BrdU
was performed on cryosections as described above. The
method used followed doses used in mouse studies [25].

Zymography

The activity of MMP2 and MMP9 was detected using
zymography on a 10% SDS-PAGE gel containing 1 mg/ml
gelatin. The proteolytic activity was identified as clear
bands on a blue background after Coomassie blue stain-
ing of the gel after protein separation by electrophoresis
and incubation for 20 hrs following the method of [26].
The intensity of the bands was determined by densitome-
try and the activity was attributed to MMPs as it was read-
ily inhibited by 5 mM EDTA solution during
development.

Gas Chromatography-Mass Spectrometry Analysis

Lipids were extracted and fatty acid methyl esters were
formed by the sulphuric acid/anhydrous methanol
method [27,28]. The fatty acid methyl esters were sepa-
rated on a DB-23 column [(50% cyanopropyl)methyl
polysiloxane, 0.25 pm film thickness, 0.250 mm x 60 m],
in a Shimadzu GCMS model QP5050 as described in [14].
Individual fatty acid methyl esters were identified by com-
parison with authentic standard retention times and mass
spectra.

Experimental Analyses

Immunohistochemistry images were captured and ana-
lysed using a CCD camera, an Olympus Optiphot micro-
scope and Image ProPlus software. All labelling above
background intensity was selected and a mask created for
immunolabelling area calculations on calibrated images.
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Values were expressed in um? + SEM and are the mean of
6-10 random areas within each tumour section for each
experimental animal, totalling 664 areas analysed for this
experiment.

The microvessel density was calculated by counting 5 ran-
dom high power fields (x40 objective) in each tumour
section for each experimental animal, totalling 145 areas
analysed for this experiment. Vessels of less than 14 pm
were considered as microvessels, following criteria from
[29].

Tumour area was estimated by two parameters the first
being area analysis after image capture of GFAP labelled
tumour sections. The second method was by calculating
the rostrocaudal extension of the tumour (length) from
the number of cryosections obtained for immunohisto-
chemical analysis multiplied by section thickness. Image
analysis was performed using Sigma Scan and Image Pro
Plus software.

The semi-quantitative analysis of RT-PCR products and
quantitative analysis of Western blots was performed
using a Molecular Dynamics Typhoon 8600 Variable
Mode Imager and ImageQuant. All data are presented as
the mean + SEM. Statistical differences were determined
by one-way ANOVA with post-hoc Tukey's test and p < 0.05
was considered significant.

Results

The infusion of 5 mM GLA in CSF caused a significant
decrease in C6 tumour growth in comparison with CSF
alone in vivo (Figure 1A), as previously reported at lower
concentrations [7]. The average tumour area was reduced
by 75 + 8.8% while the tumour length (rostrocaudal
extension) was reduced by 38 + 9.7%. Tumour fatty acid
composition was also altered by GLA treatment with sig-
nificant increases in 18:3, n-6 and 22:5, n-6 content (Fig-
ure 1E).

After confirmation of the efficacy of treatment the expres-
sion of angiogenesis related proteins was examined by
mRNA and/or protein expression analysis. The mRNA and
protein expression of VEGF and its receptors Flt1 and Flk1
were compared in control CSF and 5 mM GLA treated ani-
mals. In Figure 1B, 1D the mRNA expression of VEGF was
reduced by 38 + 5.8% in the presence of 5 mM GLA while
the protein expression was reduced by 71 + 16%. The
mRNA expression of Flt1 was reduced by 77 + 16% in the
presence of 5 mM GLA while the protein expression was
reduced by 57 = 5.8% (Figure 1F, 1G). While GLA
increased the mRNA expression of Flk1 by 39 + 12% its
protein expression was unchanged in the GLA treated
tumour (data not shown).
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Figure |

Effect of 14-day osmotic pump infusion of 5 mM gamma-linolenic acid (GLA) or control cerebrospinal fluid
(CON = CSF) on C6 glioma development in vivo. (A) Tumour size estimated by glial fibrillary acidic protein labeling and
image analysis with ImageProPlus. Average tumour area (mm?2) and length = rostral-caudal extension (mm) were plotted for
CON (control CSF) and GLA (5 mM GLA + CSF) (n = 12), statistical significance, * = p < 0.0001. Left side of graph presents
area (CON A and GLA A) while right side of graph presents length (CON L and GLA L). (B and F) mRNA expression of VEGF
and Flt-1 in CON and GLA-treated tumours, with GAPDH as an internal control (n = 10), statistical significance, * = p < 0.001.
(D and G) Immunohistochemical labeling for VEGF and Flt-1 CON and GLA-treated tumours, semi-quantitative analysis with
ImageProPlus. (n = 9), statistical significance, * = p < 0.0l (C and E) Fatty acid composition by gas chromatography-mass spec-
trometry of CON (C) and GLA (E) treated tumours (n = | ), statistical significance, * = p < 0.0001. (H-J) Representative
images of control (H), VEGF (l) and Flt-1 (J) immunohistochemical labeling (n = 9).
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GLA infusion was associated with a decrease in MMP2 (35
+ 6.8%) mRNA expression (Figure 2A). MMP9 mRNA was
not expressed by the tumour and this was confirmed by
negative staining with MMP9 antibody on cryosections
and lack of activity in zymograms (data not shown). Due
to the heterogeneous distribution of MMP2 in the tumour
tissue immunohistochemical quantification was not pos-
sible. Zymography confirmed a significant decrease (32 +
8.5%) in proteolytic activity of MMP2 in the presence of
GLA (Figure 2B). The presence of 5 mM GLA caused a sig-
nificant decrease in both ERK1 (27 + 7.7%) and ERK2 (31
+ 8.7%) protein expression (Figure 2C, 2E) and mRNA
expression (data not shown).

In the knowledge that 5 mM GLA caused significant
changes in mRNA expression and protein expression of
important factors involved in the angiogenic process we
further investigated these effects by measuring the micro-
vessel density of treated and control tumours. The micro-
vessel density of the GLA treated tumour was reduced by
44 + 5.4% versus the control tumour (Figure 2G).

GLA was found to alter the expression of several proteins
involved in cell cycle control (Figure 3). pRb protein
expression was decreased (62 + 18%) while E2F1
remained unchanged (Figure 3A, 3B). Cyclin D1 protein
expression was increased by 42 + 12% in the presence of
GLA (Figure 3C). The cyclin dependent kinase inhibitors
p21 and p27 responded differently to GLA, p27 expres-
sion was increased (27 + 7.3%) while p21 remained
unchanged (Figure 3D, 3E). C6 glioma cells did not
express the cyclin-dependent kinase inhibitor p16 (data
not shown) as previously reported [30]. The expression of
p53 was increased (44 + 16%) by GLA (Figure 3F). Finally,
the BrdU incorporation studies found a significant inhibi-
tion (32 + 11%) of BrdU incorporation into the tumour in
vivo (Figure 3G).

Discussion

Previous studies have shown that GLA is an effective
inhibitor of glioma cell proliferation both in vitro and in
vivo [6,7,14]. During in vivo studies infusion of 2 mM GLA
at 1 pl/hr for 7 days caused a marked inhibition (~50%)
of tumour growth accompanied by apoptosis [7]. This
finding stimulated our hypothesis that a longer period of
infusion at higher concentrations may be more effective.
The present study infused 5 mM GLA at 0.5 pl/hr for 14
days and the tumour area was significantly reduced (75 +
8.8%) in comparison with the CSF treated tumours and
confirmed the efficacy of this treatment method in glio-
mas.

The presence of GLA caused inhibition of mRNA expres-
sion of VEGF, Flt1, ERK1/2 and MMP2 but not Flkl.
Immunohistochemical quantification confirmed the

http://www.lipidworld.com/content/8/1/8

decrease in VEGF and Flt1 protein expression and found a
lack of change in Flk1 protein content. ERK1 and ERK2
mRNA and protein expression was significantly
decreased. The importance of VEGF and its receptors Flt1
and Flk1, along with ERK1/2 and MMP2 in glioma angio-
genesis and the inhibitory effects of GLA on these pro-
teins' expression suggested the possibility that
angiogenesis could be modified in the GLA-treated
tumours. After counting microvessel density (MVD) in
both groups it was apparent that GLA had an inhibitory
effect on vessel number causing a 44 + 5.4% reduction in
MVD. These interactions are summarized in the scheme
presented in Figure 3H. This in itself could be an impor-
tant mechanism of tumour growth inhibition by reducing
tumour nutrition and by reducing the potential for migra-
tion along blood vessels whose number is reduced by
treatment.

While the role of Flk1 in endothelial proliferation is well
known, the role of Flt1 is less well defined. Flt1 can be
found at both the cell membrane and in soluble form in
the extracellular matrix (ECM) where it is believed to
influence the angiogenic process [31,32]. It has been sug-
gested that Flt1 may protect VEGF from proteolytic degra-
dation by binding to it in the ECM [33]. The decrease in
Flt1 expression seen in the presence of GLA may reduce
the degree of protection of VEGF from degradation in the
ECM thereby compounding the effect of decreased VEGF
expression. An autocrine loop has been described in neu-
roblastoma involving VEGF, Flt1 and ERK1/2 [34] and
our current data suggest that GLA may interfere with this
loop leading to inhibition of tumour cell proliferation
and survival in C6 cells in vivo.

From the present study it may be suggested that the
marked reduction in Flt1 and VEGF expression caused by
GLA treatment could cause a reduction in angiogenesis as
seen by reduced MVD most likely through reduced
endothelial cell proliferation, although this was not quan-
tified directly. The decrease in ERK1 and ERK2 expression
may be involved in the decrease in VEGF and Flt1 expres-
sion in the GLA treated tumours. In addition, the decrease
in ERK1 and ERK2 expression could be directly linked to
decreased MMP2 expression and proteolytic activity in the
GLA treated tumours. Recent studies have shown that
ERK-specific inhibitors cause a decrease in the expression
of MMP2 in breast cancer brain metastases [35]. In addi-
tion, previous studies have shown that the n-3 PUFA's
20:5 and 22:6 cause decreased pERK concomitant with
decreased VEGF expression in HT29 colon cancer cells.
These n-3 PUFA's also caused a reduction in HT29 tumour
volume in vivo and the tumour microvessel density was
reduced [36]. It is possible that GLA may affect C6 glioma
cells in a similar manner although this remains to be con-
firmed.
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Figure 2

Effect of 14-day osmotic pump infusion of 5 mM gamma-linolenic acid (GLA) or control cerebrospinal fluid
(CON = CSF) on protein expression and angiogenesis in the Cé glioma in vivo. (A) mRNA expression of MMP2 in
CON and GLA-treated tumours, with GAPDH as an internal control (n = 10), statistical significance, * = p < 0.001. (B) Zymo-
graphic detection of MMP2 proteolytic activity in CON and GLA-treated tumours (n = 9), statistical significance, * = p < 0.004.
Lanes |4 CON, 5-9 GLA. (C and E) Western blot of ERK| and ERK2 protein expression, with GAPDH as an internal control
(n = 1), statistical significance, * = p < 0.006. Lanes 1-5 CON, 6—11 GLA. (D) Representative images of MMP2 immunohisto-
chemical labeling (n = 9). (F and H) Haematoxylin and eosin stained sections of CON (F) and GLA (H) treated tumours. Note
large number of blood vessels and tumour cells in the CON tumour in comparison with the GLA treated tumour. (G) Number
of microvessels in CON and GLA-treated tumours (n = 9). Statistical significance, * = p < 0.001.
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Figure 3

Effect of 14-day osmotic pump infusion of 5 mM gamma-linolenic acid (GLA) or control cerebrospinal fluid
(CON = CSF) on cell cycle control in the Cé glioma in vivo. (A) Western blot of pRb protein expression, statistical sig-
nificance, * = p < 0.009. (B) Western blot of E2F| protein expression. (C) Western blot of cyclin DI protein expression, statis-
tical significance, * = p < 0.008. (D) Western blot of p21 protein expression. (E) Western blot of p27 protein expression,
statistical significance, * = p < 0.005. (F) Western blot of p53 protein expression, statistical significance, * = p < 0.026. For all
Western blots GAPDH was used as an internal control and is presented below the protein bands of interest in A-F, (n = | ),
Lanes 1-5 CON, 6—11 GLA. (G) Bromodeoxyuridine incorporation in vivo, representative image of labelled cells (n = 9), statis-
tical significance, * = p < 0.015. (H) Schematic presentation of changes found in GLA-treated tumours in comparison with con-
trol tumours and possible interactions among proteins based on current literature.
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Together with the changes in angiogenesis seen in GLA
treated tumours several important changes were found in
cell cycle control. The combination of decreased pRb in
the absence of functional p16 may cause the cell to lose
adequate control over the pRb pathway which is rein-
forced by the increase in cyclin D1 expression. Increased
p53 expression together with these changes in pRb and
cyclin D1 can significantly increase cell apoptosis [37-39].
E2F1 expression remained unchanged, in contrast to pre-
vious findings in vitro, demonstrating the potential impor-
tance of the orthotopic tumour microenvironment on cell
responses to GLA treatment [9]. The increase in p53 seen
in the GLA treated tumour did not lead to altered p21
expression which could explain why pRb was not
increased in this model. Instead GLA caused a significant
increase in another cyclin-dependent kinase inhibitor,
p27, causing a G1/S transition block and subsequently
reducing S-phase. This was confirmed by a reduction in S-
phase BrdU incorporation and was similar to the findings
reported for C6 glioma cells in vitro where 150 uM GLA
caused a 49% decrease in S-phase [8]. These interactions
are summarized in the scheme presented in Figure 3H.

Conclusion

Overall the findings reported in the present study lend fur-
ther support to the potential of GLA as an inhibitor of gli-
oma cell proliferation in vivo and show it has direct effects
upon cell cycle control and angiogenesis in this ortho-
topic model. Proteins related to angiogenesis which were
altered by GLA treatment included VEGF, Flt1, ERKI1,
ERK2 and MMP2, while those related to cell cycle control
altered by GLA treatment included Cyclin D1, pRb, p53
and p27. Combination therapy using drugs with other,
complementary targets and GLA could lead to gains in
treatment efficacy in this notoriously difficult to treat
tumour.
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ABSTRACT: Epidemiological studies have repeatedly provided evidence to link dietary fatty acid
intake to cancer incidence in the human population. Studies have shown that many tumor cells
are susceptible to the inhibitory effects of polyunsaturated fatty acids both in vitro and in animal
models of cancer. The antitumor effects of polyunsaturated fatty acids are known to involve many
facets of cellular metabolism including: (i) changes in membrane composition, (ii) lipid peroxida-
tion and oxidative stress, (iii) production of eicosanoids, (iv) inhibition of cell cycle progression,
(v) induction of apoptosis and (vi) alterations in intracellular signalling. The recent development
of polyunsaturated fatty acid-drug conjugates provides new opportunities for cancer research
involving polyunsaturated fatty acids and holds promise for the development of more effective

cancer treatments in the future. (Nutritional Therapy & Metabolism 2009; 27: 00-00)
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INTRODUCTION

Lipids, comprising fats, oils and waxes, can be sub-
divided into several groups including fatty acids, pho-
spholipids, eicosanoids, glycolipids, triacylglycerols
and sterols. While originally considered to be used by
the body to store energy not required for immediate use,
lipids are now known to play important structural and
signalling roles in cell biology and biochemistry.

Fatty acids are composed of hydrocarbon chains of
variable length with a methyl group at one end and a
carboxyl group at the other end of the chain. The hydro-
carbon chain can be formed by single or double bonds
between carbon atoms and fatty acids are named accor-
ding to the number of double bonds present within their
structure as saturated (no double bond), monounsatura-
ted (one double bond) or polyunsaturated (more than one
double bond). The biological activity and metabolism of
fatty acids is often determined by both the carbon chain
length and the number of unsaturated bonds present wi-
thin the chain. Unsaturated fatty acids are classified into
several families depending on the position of the first
double bond from the methyl end of the molecule, in-
cluding the n-3, n-6, n-7 and n-9 fatty acids. The eicosa-
noids are composed of 20 carbons and can be subdivided
into several groups including the prostaglandins, throm-
boxanes, leukotrienes, lipoxins, epoxy- and hydroxy-
fatty acids. The eicosanoids are biologically active often
as potent signalling molecules with a short half life in

vivo. A summary of the n-3 and n-6 fatty acid metabolic
pathways and the principal products derived from them
is presented in Figure 1 (1, 2).

DIETARY INTAKE OF FATTY ACIDS AND
CANCER

Epidemiological studies have identified the possibi-
lity of links between the type of fat ingested in the diet in
the long term and the incidence of several common can-
cers including breast, colon and prostate cancer (3, 4).
The effects of diet on cancer incidence have been parti-
cularly apparent in populations with diets rich in fish oils
in comparison with those rich in animal fat and red meat.
The increased risk of cancer in populations consuming
industrialized, western diets has been attributed to the
large differences in the amount of saturated fatty acids
and n-3 versus n-6 fatty acids in the diet (5). The in-
crease in calories associated with high fat diets has also
been proposed to predispose individuals to the develop-
ment of cancer. This has led to studies where dietary re-
striction is reported to delay the incidence and growth
of certain tumors, with marked differences in sensitivity
depending on the phosphatidylinositol-3-kinase pathway
activation status (6). However, it is important to note that
the n-3 fatty acids alter the expression pattern of proteins
involved in fatty acid oxidation and lipogenesis in many
tissues and thereby alter the metabolic status in a manner
quite different to that of high fat, typically saturated fat-
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ty acid-rich, and linoleic acid-rich diets. This fact raises
the question of whether the increased calories obtained
from n-3 fatty acids would be stimulators or inhibitors
of tumor development (7). Interestingly, the cancer inci-
dence rate in populations with high n-3 intake has been
found to change when the diet becomes more industria-
lized and the content of n-6 fatty acids increases to the
detriment of the n-3 fatty acid content (3, 8).

Animal models have been studied in detail to identi-
fy correlations between dietary fat and the development
of tumor models in the hope that this information will
provide a better understanding of the complex rela-
tionship between human diet and cancer development.
Many animal studies have identified a clear relationship
between the fatty acid composition of the diet and tumor
growth rates in vivo (9-11). One of the general findings
is that the n-6 fatty acid linoleic acid (LA) has stimulato-
ry effects on tumor growth in experimental animal mo-

dels (11-13). One important study found that while LA
supplementation of an essential fatty acid-deficient diet
increased tumor growth in a mouse model, a similar sup-
plementation with arachidonic acid (AA) had no signi-
ficant effect (9). The presence of high concentrations of
LA in the diet, usually obtained by dietary supplementa-
tion with corn oil, caused increases in plasma/serum LA
concentration and also in AA concentration, a product of
the elongation and desaturation of LA in vivo (13).

In n-3 fatty acid-supplemented animal models of
tumor development opposite effects from the LA data
have been reported, with fish oil being used as the main
supplement in most of the early studies. Diets containing
fish oil were found to significantly decrease hepatoma
and breast tumor growth rates, while diets containing
10% MaxEPA, a fish oil concentrate with 18% eicosa-
pentaenoic acid (EPA) and 12% docosahexaenoic acid
(DHA), caused significant inhibition of the growth of
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mammary tumors in rats and mice (3, 13-16). Pure EPA
and DHA have also been reported to inhibit both breast
and colon cancer growth in animal studies and to inhibit
tumor development in models of carcinogenesis in vivo
(3, 17). Metastatic spread of breast cancer has been re-
ported to decrease in the presence of n-3 polyunsatura-
ted fatty acids (PUFAs) and increase in the presence of
n-6 PUFAs (11, 18).

Although the general view is that n-6 fatty acids
tend to stimulate tumor growth, gamma-linolenic acid
(GLA) does not share these properties despite belonging
to the n-6 family. GLA has been reported to inhibit tu-
mor cell growth in vitro and in vivo in breast, pancreatic
and bladder cancer models (19-23). Tumor growth in the
Walker 256 rat carcinosarcoma model was inhibited in a
dose-dependent manner by increasing concentrations of
GLA supplement in the diet (24, 25). In the C6 rat glio-
ma model, GLA was reported to inhibit tumor growth
and induce cell death with increasing efficacy as higher
concentrations of GLA were introduced into the tumor
by osmotic pump infusion (26, 27).

Preliminary studies in patients with gliomas have
reported efficacy of GLA in the inhibition of disease re-
currence after surgical resection of the tumor. These stu-
dies used a dosage of 1 mg per day for up to 20 days (28-
31). The use of both n-3 and n-6 PUFAs has been tested
in cancer patients as an adjuvant therapy with positive
results in several cases (32-36). However, the efficacy
of PUFA treatment as an option for human cancer is still
hotly debated in the literature and is the subject of seve-
ral current clinical trials recently reviewed by Berquin
(36). Carefully controlled large-scale clinical trials will
be essential to prove or disprove the potential of PUFAs
for the treatment and control of tumor growth in humans.
Notwithstanding, the use of animal models continues to
provide important new insights into the mechanisms by
which PUFAs may act on tumor cells, which are funda-
mental to the understanding of how PUFAs may be used
in the human disease setting in the future.

IN VIVO PRODUCTION OF EICOSANOIDS AND
CANCER

Certain members of the n-3 and n-6 families of fatty
acids can be metabolized into eicosanoids through the
concerted action of several enzyme groups. The best
known metabolic pathway is the metabolism of AA to
the prostaglandins (PGs) and thromboxanes (TXs) via
the consecutive action of the prostaglandin G,/H, syntha-
se’s cyclooxygenase (COX) and hydroperoxidase (HOX)
activities, producing first prostaglandin G, (PGG,) and
then PGH,. This is followed by the activity of specific
PG or TX synthases to produce the PGs and TXs (2, 37,

38). The type of prostanoid produced by a cell therefore
depends on the expression profile of the synthases within
the cell.

In cancer tissues one of the most prevalent PGs is that
of the E series, PGE,, and its production is accompanied
by overexpression of the prostaglandin G /H, synthase-2,
more commonly known as cyclooxygenase COX-2 (39-
42). While the COX-1 enzyme is widely distributed and
constitutively expressed, the COX-2 enzyme is found in
only a few tissues under normal conditions but is rapidly
expressed in response to mitogens and cytokines during
inflammation and cancer.

Competition exists between the substrates of the
COX enzymes leading to inhibition of AA metabolism
to 2-series PGs (43, 44). Both GLA (n-6) and EPA (n-
3) can cause this inhibitory effect leading to increased
production of 1-series and 3-series PGs, respectively,
both of which tend to have a reduced proinflammatory
effect in comparison with that of PGE,. In many dietary
intervention studies the presence of EPA is reported to
significantly reduce the production of PGE, by the tu-
mor, concomitant with reduced tumor growth (3, 43). In
addition to PGs, AA can be metabolized to leukotrienes,
lipoxins, epoxy- and hydroxy-fatty acids via the action
of enzymes including the lipoxygenases (LOXs) and
cytochrome P450 epoxygenases or through free radical
oxidation (45). Several of these products have been im-
plicated in the progression and stimulation of tumor cell
growth both in vitro and in vivo. The product of LA me-
tabolism by the enzyme 15-LOX-1, 13S-hydroxyoctade-
cadienoic acid (13S-HODE), has been associated with
increased rates of tumor development in rat hepatomas
and human breast cancer xenografts in nude mice, with
13S-HODE production proportional to the LA uptake by
the rat hepatomas (12, 13, 46, 47). Dietary supplemen-
tation with EPA caused a dose-dependent inhibition of
both LA uptake and 13S-HODE production by rat hepa-
tomas and a significant reduction in tumor growth rate.
This effect may be attributed to the competition of EPA
for 15-LOX-1, producing 15S-hydroxyeicosapentaenoic
acid (15S-HEPE) and consequently reducing 13S-HO-
DE production (48).

The potential to interfere with proinflammatory ei-
cosanoid production is an important additional factor in-
volved in the effects of PUFAs in both inflammation and
cancer (49, 50). By reducing the production of stimulato-
ry eicosanoids such as PGE,, the tumor cells will be ex-
posed to less autocrine/paracrine signalling to stimulate
cell proliferation. In addition, the reduced production of
proinflammatory eicosanoids can markedly inhibit the
process of angiogenesis within the tumor, thus further
contributing to reduced tumor progression in vivo. The
n-3 PUFAs EPA and DHA may also interfere with tu-
mor progression through the production of the lipid me-
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diators derived from them, the resolvins and protectins
(51). These mediators can function as resolving factors
acting upon the inflammatory cells in the tumor stroma
and may thus reduce the chronic inflammatory status so
often associated with tumors (52,53).

In pancreatic cancer, the loss of 15-LOX-2 expres-
sion has been implicated in tumor development and has
been proposed as a functional prostate tumor suppres-
sor gene (54). Importantly, the exposure of tumor cells
to the 15-LOX-2 product, 15S-hydroxyeicosatetraenoic
acid (15S-HETE), in increasing concentrations leads to
a dose-dependent increase in cell death (54, 55). The
products of 15-LOX activity upon DHGLA and EPA,
15S-hydroxyeicosatrienoic acid (15S-HETrE) and 15S-
HEPE, respectively, cause a dose-dependent inhibition
of PGE, and 5S-HETE production in prostate cancer
cells. In addition, they cause a significant inhibition of
DNA synthesis, with the GLA-derived 15S-HETrE ha-
ving a more potent effect on tumor proliferation in vitro
(55,56).

IMPORTANCE OF APOPTOSIS INDUCTION BY
FATTY ACIDS AND EICOSANOIDS IN CANCER

The effects of fatty acids and their eicosanoid pro-
ducts upon tumor cells have been attributed to the induc-
tion of programmed cell death by apoptosis. The induc-
tion of apoptosis by both n-3 and n-6 PUFAs has been
extensively studied in many different tumor types both in
vitro and in vivo and was recently reviewed (57). Many
studies have investigated apoptosis in breast and colon
cancer in an attempt to identify the mechanisms behind
PUFA-induced cell death (50, 58, 59). Apoptosis can be
induced by n-3 PUFAs through both the extrinsic (Fas)
and the intrinsic (mitochondrial) molecular pathways,
with the subsequent activation of caspases and cleavage
of their specific substrates resulting in cell death in vitro
(21, 22,57, 60, 61). Similar findings have been reported
in animal models where the animals were treated with
n-3 PUFAs in the form of fish oil, purified EPA or DHA
supplements, and where hepatoma, colon and breast tu-
mors exhibited greatly increased apoptotic indices in the
presence of n-3 PUFAs (13, 50, 62, 63).

As previously mentioned, the n-6 fatty acid GLA is
an inhibitor of glioma cell growth in vitro and in vivo
(26, 27, 64, 65). GLA caused a significant increase in
apoptosis in glioma cells when grown as a monolayer or
as spheroids in vitro and also when implanted as an or-
thotopic model (C6 cells) in the rat brain (26, 27, 66-68).
The presence of GLA in vitro has recently been repor-
ted to cause a decrease in the expression of E2F1 by C6
glioma cells and an increase in micronucleus formation
(69). E2F1 is directly involved in the control of cell cycle

progression from G1 to S-phase and is also involved in
controlling the balance between cell proliferation and
cell death. In vivo studies in the C6 glioma model in the
rat brain have also found GLA to induce increased cyclin
D1, p27 and p53 expression and decreased pRb expres-
sion, resulting in decreased tumor growth together with
increased apoptosis (27).

GLA also induces changes in mitochondrial meta-
bolism and membrane potential in vitro and mitochon-
drial membrane fatty acid composition and ultrastructu-
re in vivo in the Walker 256 rat carcinosarcoma (24, 25,
60). The presence of GLA is also capable of inhibiting
mitochondrial carnitine palmitoyltransferase I activity
and subsequently fatty acid oxidation, leading to incre-
ased intracellular fatty acid and fatty acyl CoA concen-
trations which may be related to the increased apoptotic
rate found in certain tumor cells (24, 25, 70, 71). Further
studies are warranted to identify in greater detail the dif-
ferences in tumor cell susceptibility to PUFA-induced
apoptosis and also to identify the mechanisms behind
the actions of PUFA-derived eicosanoids.

FATTY ACID-DRUG CONJUGATES, CHEMOTHER-
APY AND CANCER

PUFAs can improve tumor cell responses to certain
chemotherapeutic drugs including anthracyclines such as
doxorubicin. Drugs which cause oxidative stress within
the tumor have been particularly effective in combina-
tion studies with PUFAs (72, 73). Enhanced sensitivity to
chemotherapy and radiotherapy in the presence of PUFAs
such as GLA, EPA and DHA has been reported in com-
mon cancers including breast, colon and bladder tumors
in both animal and human studies (32-35, 65, 74-77).

The fact that PUFAs inhibit tumor cell proliferation,
induce apoptosis, and improve sensitivity to chemothe-
rapy has led to the development of compounds containing
a fatty acid conjugated with established drugs including
paclitaxel and doxorubicin. Since many tumor cells avi-
dly incorporate PUFAs into their membranes, PUFA-drug
conjugates may also increase the efficacy of drug uptake
into the tumor cells. Thus conjugating the two may further
improve therapeutic outcome in vivo (78).

The PUFA conjugate Taxoprexin® contains DHA
conjugated to the C2’-position of the paclitaxel struc-
ture and has been or is being used in phase II trials in
several different tumor types including colon, esopha-
geal and non-small cell lung cancer (79-83). DHA has
also been successfully conjugated with doxorubicin,
10-hydroxycamptothecin and propofol as well as several
second-generation taxoid structures (84-87). Both LA
and alpha-linolenic acid (ALA) have also been conju-
gated to second-generation taxoids, while EPA has been
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conjugated to propofol and ALA has been conjugated to
doxorubicin (85, 87, 88). Each of these conjugates has
shown antitumor properties, which demonstrates that not
only DHA has potential as a fatty acid-drug conjugate.

CONCLUSIONS

It is well established that dietary fatty acid composi-
tion plays a role in the carcinogenic process and in tumor
proliferation after cellular transformation. The inhibito-
ry effects of PUFAs upon tumor development have been
clearly demonstrated and the mechanisms behind these
effects have been partially identified to involve changes
in membrane composition, lipid peroxidation and oxida-
tive stress, production of eicosanoids, inhibition of cell
cycle progression and induction of apoptosis, to name a
few. However, further research is needed to identify the
critical points at which PUFAs act in order to improve
their efficacy in specific tumor types. Further informa-
tion is required in the field of PUFA dosage optimiza-
tion for each tumor type and which form of PUFA (fatty
acid salt, ethyl ester, etc.) would be the most effective.
In addition, large scale clinical trials are also needed
in order to confirm or refute the efficacy of PUFAs in
the treatment of human tumors. The potential advances
that could be made in the treatment of tumors with fatty
acid-drug conjugates also requires further exploration
and holds great promise. Despite many years of research
into fatty acids, much remains to be discovered about the
interactions among PUFAs, tumor cells and the tumor
microenvironment and provides a challenge to all those
involved in this exciting field.

REFERENCES

1. Sprecher H. Metabolism of highly unsaturated n-3 and n-6
fatty acids. Biochim Biophys Acta 2000; 1486: 219-31.

2. Smith WL. Nutritionally essential fatty acids and
biologically indispensable cyclooxygenases. Trends
Biochem Sci 2008; 33: 27-37.

3. Rose DP, Connolly JM. Omega-3 fatty acids as cancer
chemopreventive agents. Pharmacol Ther 1999; 83: 217-
44.

4. Nkondjock A, Shatenstein B, Maisonneuve P, Ghadirian
P. Specific fatty acids and human colorectal cancer: an
overview. Cancer Detect Prev 2003; 27: 55-66.

5. Simopoulos AP. The Mediterranean diets: What is so
special about the diet of Greece? The scientific evidence.
J Nutr 2001; 131 (11 Suppl): 3065S-73S.

Abbreviations used:

LA = linoleic acid

AA = arachidonic acid

EPA = eicosapentaenoic acid

DHA = docosahexaenoic acid

PUFA = polyunsaturated fatty acid

ALA = alpha-linolenic acid

GLA = gamma-linolenic acid

PG = prostaglandin

TX = thromboxane

COX = cyclooxygenase

HOX = hydroperoxidase

LOX = lipoxygenase

13S-HODE = 13S-hydroxyoctadecadienoic acid
15S-HEPE = 15S-hydroxyeicosapentaenoic acid
15S-HETE = 15S-hydroxyeicosatetraenoic acid

15S-HETrE = 15S-hydroxyeicosatrienoic acid

Note: This review has not cited exhaustively the
many excellent papers published in this field and with
this in mind the authors have included references to im-
portant reviews throughout the manuscript.

Conflict of interest: none declared
Financial support: FAPESP, CAPES, CNPq

Address for correspondence:

A. Colquhoun

Department of Cell and Developmental Biology
Biomedical Sciences Institute

University of Sao Paulo

Sao Paulo — Brazil

e-mail: alison@usp.br

6. Kalaany NY, Sabatini DM. Tumours with PI3K activation
are resistant to dietary restriction. Nature 2009; 458: 725-
31.

7. Buckley JD, Howe PR. Anti-obesity effects of long-chain
omega-3 polyunsaturated fatty acids. Obes Rev 2009 May
12 [Epub ahead of print].

8. Ziegler RG, Hoover RN, Pike MC, et al. Migration patterns
and breast cancer risk in Asian-American women. J Natl
Cancer Inst 1993; 85: 1819-27.

9. Hillyard LA, Abraham S. Effect of dietary polyunsaturated
fatty acids on growth of mammary adenocarcinomas in
mice and rats. Cancer Res 1979; 39: 4430-7.

10. Abraham S, Hillyard LA. Effect of dietary 18-carbon
fatty acids on growth of transplantable mammary
adenocarcinomas in mice. J Natl Cancer Inst 1983; 71:
601-5.




Fatty acids, eicosanoids and cancer

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Welsch CW. Relationship between dietary fat and
experimental mammary tumorigenesis: a review and
critique. Cancer Res 1992; 52 (7 Suppl): 2040s-8s.

Sauer LA, Dauchy RT, Blask DE. Mechanism for the
antitumor and anticachectic effects of n-3 fatty acids.
Cancer Res 2000; 60: 5289-95.

Sauer LA, Blask DE, Dauchy RT. Dietary factors and
growth and metabolism in experimental tumors. J Nutr
Biochem 2007; 18: 637-49.

Rose DP, Connolly JM. Effects of dietary omega-3 fatty
acids on human breast cancer growth and metastases in
nude mice. J Natl Cancer Inst 1993; 85: 1743-7.

Cohen LA, Chen-Backlund JY, Sepkovic DW, Sugie S.
Effect of varying proportions of dietary menhaden and
corn oil on experimental rat mammary tumor promotion.
Lipids 1993; 28: 449-56.

Gonzalez MJ, Schemmel RA, Dugan L Jr, Gray JI, Welsch
CW. Dietary fish oil inhibits human breast carcinoma
growth: a function of increased lipid peroxidation. Lipids
1993; 28: 827-32.

Chapkin RS, McMurray DN, Lupton JR. Colon cancer,
fatty acids and anti-inflammatory compounds. Curr Opin
Gastroenterol 2007; 23: 48-54.

Rose DP, Connolly JM, Liu XH. Fatty acid regulation of
breast cancer cell growth and invasion. Adv Exp Med
Biol 1997; 422: 47-55.

Bégin ME, Ells G, Das UN, Horrobin DF. Differential
killing of human carcinoma cells supplemented with n-3
and n-6 polyunsaturated fatty acids. J Natl Cancer Inst
1986; 77: 1053-62.

Bégin ME, Ells G, Horrobin DF. Polyunsaturated fatty
acid-induced cytotoxicity against tumor cells and its
relationship to lipid peroxidation. J Natl Cancer Inst
1988; 80: 188-94.

Lai PB, Ross JA, Fearon KC, Anderson JD, Carter DC.
Cell cycle arrest and induction of apoptosis in pancreatic
cancer cells exposed to eicosapentaenoic acid in vitro. Br
J Cancer 1996; 74: 1375-83.

Hawkins RA, Sangster K, Arends MJ. Apoptotic death of
pancreatic cancer cells induced by polyunsaturated fatty
acids varies with double bond number and involves an
oxidative mechanism. J Pathol 1998; 185: 61-70.

Hrelia S, Pession A, Buda R, et al. Concentration-
and time-dependent effects of gamma-linolenic acid
supplementation to tumor cells in culture. Prostaglandins
Leukot Essent Fatty Acids 1999; 60: 235-41.

Colquhoun A, Schumacher RI. Modifications in
mitochondrial metabolism and ultrastructure and their
relationship to tumour growth inhibition by gamma-
linolenic acid. Mol Cell Biochem 2001; 218: 13-20.
Colquhoun A. Gamma-linolenic acid alters the
composition of mitochondrial membrane subfractions,
decreases outer mitochondrial membrane binding of
hexokinase and alters carnitine palmitoyltransferase I
properties in the Walker 256 rat tumour. Biochim Biophys
Acta 2002; 1583: 74-84.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Leaver HA, Wharton SB, Bell HS, Leaver-Yap IM,
Whittle IR. Highly unsaturated fatty acid induced
tumour regression in glioma pharmacodynamics and
bioavailability of gamma linolenic acid in an implantation
glioma model: effects on tumour biomass, apoptosis and
neuronal tissue histology. Prostaglandins Leukot Essent
Fatty Acids 2002; 67: 283-92.

Miyake JA, Benadiba M, Colquhoun A. Gamma-linolenic
acid inhibits both tumour cell cycle progression and
angiogenesis in the orthotopic C6 glioma model through
changes in VEGE, Flt1, ERK1/2, MMP2, cyclin D1, pRb,
p53 and p27 protein expression. Lipids Health Dis 2009;
8: 8.

Das UN, Prasad VV, Reddy DR. Local application of
gamma-linolenic acid in the treatment of human gliomas.
Cancer Lett 1995; 94: 147-55.

Bakshi A, Mukherjee D, Bakshi A, Banerji AK, Das
UN. Gamma-linolenic acid therapy of human gliomas.
Nutrition 2003; 19: 305-9. Comment on: Nutrition 2003;
19: 386-8.

Das UN. From bench to the clinic: gamma-linolenic acid
therapy of human gliomas. Prostaglandins Leukot Essent
Fatty Acids 2004; 70: 539-52.

Das UN. Gamma-linolenic acid therapy of human glioma-
-a review of in vitro, in vivo, and clinical studies. Med Sci
Monit 2007; 13: RA119-31.

Kenny FS, Pinder SE, Ellis 10, et al. Gamma linolenic
acid with tamoxifen as primary therapy in breast cancer.
Int J Cancer 2000; 85: 643-8.

Harris NM, Crook TJ, Dyer JP, et al. Intravesical
meglumine gamma-linolenic acid in superficial bladder
cancer: an efficacy study. Eur Urol 2002; 42: 39-42.
Harris NM, Anderson WR, Lwaleed BA, Cooper AJ,
Birch BR, Solomon LZ. Epirubicin and meglumine
gamma-linolenic acid: a logical choice of combination
therapy for patients with superficial bladder carcinoma.
Cancer 2003; 97: 71-8.

Mackie SJ, Sharma DM, Cooper AJ, Harris NM, Lwaleed
BA. Meglumine Eicosapentaenoic acid (MeEPA) a new
soluble omega-3 fatty acid formulation: in vitro bladder
cancer cytotoxicity tests in combination with epirubicin
and mitomycin. Prostaglandins Leukot Essent Fatty Acids
2006; 75: 367-73.

Berquin IM, Edwards 1J, Chen YQ. Multi-targeted therapy
of cancer by omega-3 fatty acids. Cancer Lett 2008; 269:
363-77.

FitzGerald GA. COX-2 and beyond: Approaches to
prostaglandin inhibition in human disease. Nat Rev Drug
Discov 2003; 2: 879-90.

Masoodi M, Nicolaou A. Lipidomic analysis of
twenty-seven prostanoids and isoprostanes by liquid
chromatography/electrospray tandem mass spectrometry.
Rapid Commun Mass Spectrom 2006; 20: 3023-9.
Romano M, Claria J. Cyclooxygenase-2 and
5-lipoxygenase converging functions on cell proliferation
and tumor angiogenesis: implications for cancer therapy.




Colguhoun et al

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

FASEB J 2003; 17: 1986-95.

Nathoo N, Barnett GH, Golubic M. The eicosanoid
cascade: possible role in gliomas and meningiomas. J
Clin Pathol 2004; 57: 6-13.

Fiirstenberger G, Krieg P, Miiller-Decker K, Habenicht
Al. What are cyclooxygenases and lipoxygenases doing
in the driver‘s seat of carcinogenesis? Int J Cancer 2006;
119: 2247-54.

Panagopoulos AT, Lancellotti CL, Veiga JC, de Aguiar PH,
Colquhoun A. Expression of cell adhesion proteins and
proteins related to angiogenesis and fatty acid metabolism
in benign, atypical, and anaplastic meningiomas. J
Neurooncol 2008; 89: 73-87.

Dommels YE, Haring MM, Keestra NG, Alink GM, van
Bladeren PJ, van Ommen B. The role of cyclooxygenase
in n-6 and n-3 polyunsaturated fatty acid mediated effects
on cell proliferation, PGE(2) synthesis and cytotoxicity
in human colorectal carcinoma cell lines. Carcinogenesis
2003; 24: 385-92.

Schmitz G, Ecker J. The opposing effects of n-3 and n-6
fatty acids. Prog Lipid Res 2008; 47: 147-55.

Masoodi M, Mir AA, Petasis NA, Serhan CN, Nicolaou
A. Simultaneous lipidomic analysis of three families of
bioactive lipid mediators leukotrienes, resolvins, protectins
and related hydroxy-fatty acids by liquid chromatography/
electrospray ionisation tandem mass spectrometry. Rapid
Commun Mass Spectrom 2008; 22: 75-83.

Sauer LA, Dauchy RT, Blask DE. Dietary linoleic acid
intake controls the arterial blood plasma concentration
and the rates of growth and linoleic acid uptake and
metabolism in hepatoma 7288CTC in Buffalo rats. J Nutr
1997; 127: 1412-21.

Sauer LA, Dauchy RT, Blask DE, Armstrong BJ, Scalici
S. 13-Hydroxyoctadecadienoic acid is the mitogenic
signal for linoleic acid-dependent growth in rat hepatoma
7288CTC in vivo. Cancer Res 1999; 59: 4688-92.
Kelavkar UP, Hutzley J, Dhir R, Kim P, Allen KG,
McHugh K. Prostate tumor growth and recurrence can be
modulated by the omega-6: omega-3 ratio in diet: athymic
mouse xenograft model simulating radical prostatectomy.
Neoplasia 2006; 8: 112-24.

Calder PC. Immunomodulation by omega-3 fatty acids.
Prostaglandins Leukot Essent Fatty Acids 2007; 77: 327-
35.

Chapkin RS, Seo J, McMurray DN, Lupton JR.
Mechanisms by which docosahexaenoic acid and related
fatty acids reduce colon cancer risk and inflammatory
disorders of the intestine. Chem Phys Lipids 2008; 153:
14-23.

Serhan CN, Chiang N, Van Dyke TE. Resolving
inflammation: dual anti-inflammatory and pro-resolution
lipid mediators. Nat Rev Immunol 2008; 8: 349-61.
Schifer M, Werner S. Cancer as an overhealing wound:
an old hypothesis revisited. Nat Rev Mol Cell Biol 2008;
9: 628-38.

Calder PC. Polyunsaturated fatty acids, inflammatory

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

processes and inflammatory bowel diseases. Mol Nutr
Food Res 2008; 52: 885-97.

Tang DG, Bhatia B, Tang S, Schneider-Broussard R.
15-lipoxygenase 2 (15-LOX2) is a functional tumor
suppressor that regulates human prostate epithelial
cell differentiation, senescence, and growth (size).
Prostaglandins Other Lipid Mediat 2007; 82: 135-46.
Vang K, Ziboh VA. 15-lipoxygenase metabolites of
gamma-linolenic acid/eicosapentaenoic acid suppress
growth and arachidonic acid metabolism in human
prostatic adenocarcinoma cells: possible implications of
dietary fatty acids. Prostaglandins Leukot Essent Fatty
Acids 2005; 72: 363-72.

Pham H, Vang K, Ziboh VA. Dietary gamma-linolenate
attenuates tumor growth in a rodent model of prostatic
adenocarcinoma via suppression of elevated generation
of PGE(2) and 5S-HETE. Prostaglandins Leukot Essent
Fatty Acids 2006; 74: 271-82.

Serini S, Piccioni E, Merendino N, Calviello G. Dietary
polyunsaturated fatty acids as inducers of apoptosis:
implications for cancer. Apoptosis 2009; 14: 135-52.
Jiang WG, Bryce RP, Horrobin DF. Essential fatty acids:
molecular and cellular basis of their anti-cancer action
and clinical implications. Crit Rev Oncol Hematol 1998;
27: 179-209.

Dupertuis YM, Meguid MM, Pichard C. Colon cancer
therapy: new perspectives of nutritional manipulations
using polyunsaturated fatty acids. Curr Opin Clin Nutr
Metab Care 2007; 10: 427-32.

Colquhoun A, Schumacher RI. gamma-Linolenic acid
and eicosapentaenoic acid induce modifications in
mitochondrial metabolism, reactive oxygen species
generation, lipid peroxidation and apoptosis in Walker
256 rat carcinosarcoma cells. Biochim Biophys Acta
2001; 1533: 207-19.

Colquhoun A. Mechanisms of action of eicosapentaenoic
acid in bladder cancer cells in vitro: alterations in
mitochondrial metabolism, reactive oxygen species
generation and apoptosis induction. J Urol 2009; 181:
1885-93.

Calviello G, Palozza P, Piccioni E, et al. Dietary
supplementation with eicosapentaenoic and
docosahexaenoic acid inhibits growth of Morris
hepatocarcinoma 3924A in rats: effects on proliferation
and apoptosis. Int J Cancer 1998; 75: 699-705.
Colquhoun A, Ramos KL, Schumacher RI.
Eicosapentaenoic acid and docosahexaenoic acid
effects on tumour mitochondrial metabolism, acyl CoA
metabolism and cell proliferation. Cell Biochem Funct
2001; 19: 97-105.

Vartak S, McCaw R, Davis CS, Robbins ME, Spector
AA. Gamma-linolenic acid (GLA) is cytotoxic to 36B10
malignant rat astrocytoma cells but not to ‘normal’ rat
astrocytes. Br J Cancer 1998; 77: 1612-20.

Vartak S, Robbins ME, Spector AA. The selective
cytotoxicity of gamma-linolenic acid (GLA) is associated




Fatty acids, eicosanoids and cancer

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

with increased oxidative stress. Adv Exp Med Biol 1999;
469: 493-8.

Bell HS, Wharton SB, Leaver HA, Whittle IR. Effects of
N-6 essential fatty acids on glioma invasion and growth:
experimental studies with glioma spheroids in collagen
gels. J Neurosurg 1999; 91: 989-96.

Leaver HA, Williams JR, Ironside JW, et al. Dynamics
of reactive oxygen intermediate production in human
glioma: n-6 essential fatty acid effects. Eur J Clin Invest
1999; 29: 220-31. Comment in: Eur J Clin Invest 1999;
29: 185-8.

Ramos KL, Colquhoun A. Protective role of glucose-
6-phosphate dehydrogenase activity in the metabolic
response of C6 rat glioma cells to polyunsaturated fatty
acid exposure. Glia 2003; 43: 149-66.

Benadiba M, Miyake JA, Colquhoun A. Gamma-linolenic
acid alters Ku80, E2F1, and bax expression and induces
micronucleus formation in C6 glioma cells in vitro.
IUBMB Life 2009; 61: 244-51.

Colquhoun A, de Mello FE, Curi R. Regulation of tumour
cell fatty acid oxidation by n-6 polyunsaturated fatty
acids. Biochem Mol Biol Int 1998; 44: 143-50.
Colquhoun A. Induction of apoptosis by polyunsaturated
fatty acids and its relationship to fatty acid inhibition of
carnitine palmitoyltransferase I activity in Hep2 cells.
Biochem Mol Biol Int 1998; 45: 331-6.

Pardini RS. Nutritional intervention with omega-3 fatty
acids enhances tumor response to anti-neoplastic agents.
Chem Biol Interact 2006; 162: 89-105.

Biondo PD, Brindley DN, Sawyer MB, Field ClJ.
The potential for treatment with dietary long-chain
polyunsaturated n-3 fatty acids during chemotherapy. J
Nutr Biochem 2008; 19: 787-96.

Madhavi N, Das UN. Effect of n-6 and n-3 fatty acids on
the survival of vincristine sensitive and resistant human
cervical carcinoma cells in vitro. Cancer Lett 1994 29;
84:31-41.

Das UN, Madhavi N, Sravan Kumar G, Padma M,
Sangeetha P. Can tumour cell drug resistance be reversed by
essential fatty acids and their metabolites? Prostaglandins
Leukot Essent Fatty Acids 1998; 58: 39-54.

Germain E, Chajes V, Cognault S, Lhuillery C, Bougnoux
P.  Enhancement of doxorubicin cytotoxicity by
polyunsaturated fatty acids in the human breast tumor cell
line MDA-MB-231: relationship to lipid peroxidation. Int
J Cancer 1998; 75: 578-83.

Vibet S, Goupille C, Bougnoux P, Steghens JP, Goré J,
Mahéo K. Sensitization by docosahexaenoic acid (DHA)
of breast cancer cells to anthracyclines through loss of
glutathione peroxidase (GPx1) response. Free Radic Biol
Med 2008; 44: 1483-91.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

&4.

85.

86.

87.

88.

Jaracz S, Chen J, Kuznetsova LV, Ojima I. Recent advances
in tumor-targeting anticancer drug conjugates. Bioorg
Med Chem 2005; 13: 5043-54.

Bradley MO, Swindell CS, Anthony FH, et al. Tumor
targeting by conjugation of DHA to paclitaxel. J Control
Release 2001; 74: 233-6.

Wolff AC, Donehower RC, Carducci MK, et al. Phase |
study of docosahexaenoic acid-paclitaxel: a taxane-fatty
acid conjugate with a unique pharmacology and toxicity
profile. Clin Cancer Res 2003; 9: 3589-97.

Harries M, O’Donnell A, Scurr M, et al. Phase I/II study
of DHA-paclitaxel in combination with carboplatin in
patients with advanced malignant solid tumours. Br J
Cancer 2004; 91: 1651-5.

Jones RJ, Hawkins RE, Eatock MM, et al. A phase Il
open-label study of DHA-paclitaxel (Taxoprexin) by 2-h
intravenous infusion in previously untreated patients with
locally advanced or metastatic gastric or oesophageal
adenocarcinoma. Cancer Chemother Pharmacol 2008;
61:435-41.

Fracasso PM, Picus J, Wildi JD, et al. Phase 1 and
pharmacokinetic study of weekly docosahexaenoic
acid-paclitaxel, Taxoprexin, in resistant solid tumor
malignancies. Cancer Chemother Pharmacol 2009; 63:
451-8.

Wang Y, Li L, Jiang W, Larrick JW. Synthesis and
evaluation of a DHA and 10-hydroxycamptothecin
conjugate. Bioorg Med Chem 2005; 13: 5592-9.

Siddiqui RA, Zerouga M, Wu M, et al. Anticancer
properties of propofol-docosahexaenoate and propofol-
eicosapentaenoate on breast cancer cells. Breast Cancer
Res 2005; 7: R645-54.

Wang Y, Li L, Jiang W, Yang Z, Zhang Z. Synthesis and
preliminary antitumor activity evaluation of a DHA and
doxorubicin conjugate. Bioorg Med Chem Lett 2006; 16:
2974-7.

Kuznetsova L, Chen J, Sun L, et al. Syntheses and
evaluation of novel fatty acid-second-generation taxoid
conjugates as promising anticancer agents. Bioorg Med
Chem Lett 2006; 16: 974-7

Huan ML, Zhou SY, Teng ZH, et al. Conjugation with
alpha-linolenic acid improves cancer cell uptake and
cytotoxicity of doxorubicin. Bioorg Med Chem Lett
2009; 19: 2579-84.

Received:
Revised:
Accepted:




	miyake 2009.pdf
	Abstract
	Background
	Methods
	Results
	Conclusion

	Background
	Methods
	Cell culture
	Surgical procedures
	Antibodies
	Immunohistochemical (IHC) analysis
	mRNA expression analysis by RT-PCR
	Western blotting
	BrdU incorporation
	Zymography
	Gas Chromatography-Mass Spectrometry Analysis
	Experimental Analyses

	Results
	Discussion
	Conclusion
	Competing interests
	Authors' contributions
	Acknowledgements
	References


