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RESUMO

Stevanatto PB. Analise do papel das ciclooxigensases 1 e 2 na migracdo da
linhagem celular de glioma humano U251-MG. [dissertacdo (Mestrado em Biologia
Celular e Tecidual)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Séo Paulo; 2012.

O glioblastoma multiforme (GBM) é um dos gliomas mais comuns, classificado como
um glioma de grau IV (Organizacdo Mundial da Saude - OMS) e notoriamente dificil
de ser tratado. O tratamento recomendado consiste na resseccao cirurgica seguida
de radio e quimioterapia, e a sobrevida média dos pacientes € de apenas 12 meses
apos o diagnéstico. Portanto, novas terapias que focam a reduc¢do do volume do
tumor e 0 aumento da morte das células tumorais sdo urgentemente necessarias.
Estudos pré-clinicos sugerem que a inibicdo de COX-1 e 2 com Anti-inflamatérios
nao esteroidais (AINEs), como o lbuprofeno (IBP), inibiram significantemente a
proliferacdo e a migragdo celular em diferentes tumores. Assim, o presente estudo
teve como objetivo avaliar in vitro o efeito da inibicdo de COX-1 e COX-2 através do
tratamento com IBP, e também com inibidores especificos como SC-560 e NS-398
respectivamente, na migracdo e na proliferacdo da linhagem celular de glioma
humano U251-MG. O presente estudo demonstrou através de diversos ensaios que
a inibicdo de COX-1 e COX-2 através do IBP, do SC-560 e do NS-398 inibiu
significativamente a migracéo e a proliferacdo celular da linhagem celular U251-MG.
Dessa maneira, concluimos que a PGE2 esta envolvida na migracao e proliferacéo
das células desta linhagem.

Palavras-chave: Glioma. U251-MG. Ibuprofeno. NS-398. SC-560. Migracao.
Proliferacao.



ABSTRACT

Stevanatto PB. The role of cyclooxygenases 1 and 2 in the migration of human
glioma cell line U251MG. [Masters thesis (Tissue and Celular Biology)]. S&o Paulo:
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2012.

Glioblastoma Multiforme (GBM) is the most common glioma, classified as grade IV
(World Health Organization — WHO) and is notoriously difficult to treat. The
recommended treatment consists of surgery followed by radiotherapy and
chemotherapy, and the median survival is ten to twelve months. Preclinical studies
suggest that inhibition of cyclooxygenase-2 by treatment with non-steroidal anti-
inflammatory drugs, such as ibuprofen, significantly blocked the proliferation of
different tumors including gliomas. Thus this study aimed to evaluate the migration of
glioma cell line U251-MG after inhibition of cyclooxygenases 1 and 2 by treatment
with ibuprofen (IBP), and specific inhibitors such as SC-560 for COX-1 and NS-398
for COX-2. The present study demonstrated by various assays that inhibition of COX-
1 and COX-2 by IBP, SC-560 and NS-398, significantly inhibited migration and cell
proliferation of the U251-MG cell line. Thus, we conclude that PGE2 is involved in
this cell line’s migration and proliferation.

Keywords: Glioma. U251-MG. Ibuprofen. NS-398. SC-560. Migration. Proliferation.
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1 INTRODUCAO

1.1 Gliomas

Os gliomas sdo os tumores mais comuns do sistema nervoso central, de
acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA) representam cerca de 2% dos
tumores que acometem a populacdo brasileira (INCA, 2009). Apesar de serem
considerados uma neoplasia maligna rara, com pouca incidéncia em relacdo aos
demais tipos de cancer, os gliomas se destacam por apresentarem altos indices de
mortalidade.

Dentre os gliomas, os tumores derivados dos astrécitos sdo 0s mais
prevalentes, denominados de astrocitomas, 0s quais apresentam uma significante
heterogeneidade histopatoldgica. Devido a essa caracteristica a Organizacao
Mundial da Saude (OMS) os classifica de acordo com os diferentes graus de
malignidade, de | a IV (Lima et al., 2012). O astrocitoma pilocitico (grau 1), €
caracterizado pela presenca de astrocitos bipolares com longos prolongamentos. Os
astrocitomas difusos (grau Il) apresentam atipia nuclear, e 0 astrocitoma anaplasico
(grau lll) é caracterizado por altas taxas de mitose (Louis et al.,, 2007). Ja o
Glioblastoma Multiforme (GBM) € classificado como um astrocitoma de grau IV, e se
destaca entre os demais pela sua rapida proliferacdo celular, agressiva invasao do

tecido cerebral e a formacéo de focos de necrose (Chiu et al., 2010).
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Figura 1 — Esquema de evolucdo de malignidade dos gliomas
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O GBM ¢ derivado de transformacfes malignas de células maduras da glia ou
de células-tronco neurais (Helseth et al., 2010; Kleihues et al., 1993). E altamente
angiogénico, pois a neo-formacdo dos vasos que o nutrem é decorrente da
populacédo de células-tronco do proprio tumor (Ricci-Vitiani et al., 2010). Ele pode ser
classificado em dois subtipos diferentes, glioblastoma primario e secundario, de
acordo com a sua origem histolégica. Os GBMs primarios representam cerca de
90% dos casos, se desenvolvem rapidamente sem evidéncias clinicas ou
histopatolégicas e acometem principalmente individuos acima de 60 anos. Ja os
GBMs secundarios desenvolvem-se através da progressdo de um glioma de baixo
grau, como astrocitoma difuso ou anaplasico, e acometem individuos mais jovens,
na faixa etaria dos 45 anos (Ohgaki, Kleihues, 2007).

Em ambos os casos, a sobrevida dos pacientes € muito pequena, apenas de
doze a quinze meses apOs o0 diagnostico, embora existam alguns casos, que
representam cerca de 3 a 5%, de sobrevida maior que trés anos (Das et al., 2011).

O tratamento recomendado consiste na combinacdo da ressec¢do cirurgica

do tumor cerebral, visando ampla remocado da massa tumoral e preservacdo das
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funcBes neuroldgicas; seguida de radioterapia e, em alguns casos, concomitante e
adjuvante quimioterapia com temozolomida (Buonerba et al., 2010; Clarke et al.,
2010). Porém, a total recessdo cirargica nem sempre é possivel, ja que o tumor
pode estar localizado em uma é&rea vital ou de fungbes neurolbégicas fundamentais,
portanto nesse caso € realizado apenas a cito-reducdo do tumor ou bidpsia da lesao
(Rich, Bigner, 2004).

Apesar dos avancos da neurocirurgia, quimio e radioterapia, nao foi
observado melhora na terrivel estatistica clinica do GBM. Essas terapias
convencionais sdo inerentes as propriedades intrinsecas das células deste tumor,
gue sdo altamente infiltrativas, o que evita a sua recessédo total, além de serem
resistentes a quimioterapia e radioterapia.

Portanto, novas terapias que focam na reducdo do volume do tumor e no
aumento da morte das células tumorais sdo urgentemente necessarias (Barzon et
al., 2006).

1.2 Metabolizacdo do acido araquidénico e as ciclooxigenases

Os acidos graxos essenciais sdo 0s acidos graxos que nao sao sintetizados
pelo organismo, e portanto sdo obtidos através da dieta. S&o poliinsaturados
(PUFASs), ou seja, possuem mais que duas duplas ligacbes de carbono em sua
estrutura (Benadiba, 2008); e sdo conhecidos por inibirem a proliferacéo celular de
muitos tipos de tumores tanto in vitro quanto in vivo. Sua capacidade de interferir na
proliferacdo celular esta associada a sua inducéo de producéo de espécies reativas
de oxigénio (ROS) nas células tumorais resultando em morte celular por apoptose
(Colquhoun, 2010).

O &cido araquiddnico (AA) é um dos PUFAs mais encontrado na gordura
animal, estudos apontam que a sua metabolizacdo tem um papel crucial na
inflamacédo crénica e no cancer. O AA pode ser metabolizado por trés vias
enzimaticas distintas, podendo ser substrato para a ciclooxigenase (COX),
lipoxigenase (LOX) e pela via P450 da epoxigenase, resultando na producdo dos
eicosanodides, que incluem os prostandides, o0s leucotrienos e o0s acidos
hidroxieicosatetraendicos (HETES), respectivamente (Carneiro et al., 2004; Wang,
DuBois, 2010).
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Os eicosandides sdo lipideos biologicamente ativos que apresentam
implicacBes em diversos processos patoldgicos, como a inflamacgéo e o cancer. Sao
capazes de promover a sobrevivéncia, a proliferacdo e a motilidade celular através
da modulacdo da angiogénese, da adeséo celular, da permeabilidade vascular e da
inflamagéo (Miyake, 2009; Nathoo et al., 2004). Estudos tém mostrado que a
ativacdo de COX e LOX durante a inflamagé&o crbnica e a carcinogénese resulta em
um metabolismo anormal do AA, que pode ser relacionado com a transformacao
celular e a promocgao tumoral (Wang, DuBois, 2010).

As COXs possuem trés isoformas, incluindo a isoforma constitutiva, COX-1, e
as isoformas induzidas, COX-2 e COX-3. COX-1 é constitutivamente expressa na
maioria dos tecidos, € o catalisador da sintese da prostaglandina, a qual é
necessaria para o desempenho normal de algumas funcgdes fisiolégicas, como a
agregacado plaquetaria e a citoprotecdo. Por outro lado, COX-2 €& expressa
constitutivamente em neur6nios e no rim, contudo também pode ser rapidamente
induzida por varios fatores como lipopolisacarideos (LPS), fator de crescimento
epidérmico (EGF) e acido lipoteicdico (Chen et al., 2001; Xu et al., 2009).

Na presenca de gliomas, a expressao de COX-2 foi identificada tanto nas
células tumorais, quanto nos vasos que nutrem o tumor (Miuller-Decker,
Furstenberger, 2007). Sua expressao também foi detectada em tecidos pré-malignos
e malignos, portanto sugere-se que as COXs, particularmente COX-2, estéo
relacionadas com a progressao tumoral (Marshall et al., 2007).

A alta expressédo e atividade de COX, principalmente COX-2, é responsavel
pela excessiva sintese de prostaglandina E; (PGE;) e pode estar relacionada com a
promocdo da neoplasia, ja que o aumento da expressdo génica de COX-2 foi
detectada em uma variedade de tumores malignos associados com a elevada

producédo de PGE-.

1.3Prostaglandinas e receptores EPs

As prostaglandinas (PGs) sdo sintetizadas a partir da hidrédlise de
fosfolipideos da membrana plasmatica para producdo de araquidonato livre, em uma
reacdo catalisada pela fosfolipase A,. O araquidonato livre é oxigenado pela COX,

produzindo a PGG,, que é altamente instavel. Esta serve como substrato para
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diversas enzimas, as PG sintases, responséaveis pela producao das PGs (D2, Ez, Fuq
e |,) e tromboxano sintase (TXAy) (Hinz, Brune, 2002; Wang et al., 2007).

Na Figura 2, abaixo, € possivel observar o esquema da cascata de
metabolizacdo do &cido araquiddnico pela via de COX.

Figura 2 - Cascata de metabolizagcdo do acido araquidénico pela via de COX

As prostaglandinas estdo envolvidas em diversos processos fisiologicos e
patolégicos, como a inflamacéo, dor, funcbes renais, pressdo sanguinea e funcéo
plaquetéria, e também na progressao tumoral (Smyth et al., 2009).

Dentre as prostaglandinas, a prostaglandina E2 (PGE2) € a mais abundante e
estd envolvida na promoc¢éo tumoral, sendo encontrada em altos niveis em varios
tipos de tumores, como o de colon, pulmdo, mama e préstata (Badawi et al., 1999;
Wang, DuBois, 2012). A PGE, auxilia na progressao tumoral através de diversos
mecanismos, como a estimulacdo da proliferacédo, sobrevivéncia, migracao, invasao
e angiogénese, e também modula a agdo da resposta imune anti-tumoral
(Greenhough et al., 2009).

A PGE; esta presente em diversos tumores e esti relacionada com o
aumento de producdo de VEGF (Fator de Crescimento Vascular do Endotélio),
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proporcionando a angiogénese, aumento da migracéo de células endoteliais atraves
de maior adesdo a matriz extracelular, e aumento da ativagdo de MMPs (Matriz
Metaloproteinases) que sé&o capazes de digerir a membrana basal, proporcionando
assim maior capacidade de invaséo, resultando na promogé&o tumoral (Telliez et al.,
2006). Ndo obstante, a PGE; é capaz de modular a expressdo de NF-KB e Mcl-1, via
PI13/AKT, ocasionando a diminuicdo de proteinas como as da familia Bad e Bcl-2
gue inibem a apoptose e promovem a sobrevivéncia celular (Larkins et al., 2006).

O efeito de PGE; € mediado através de quatro distintos receptores, EP1-EP4,
0s quais pertencem a familia de receptores acoplados a proteina G, todos possuem
caracteristicamente sete dominios transmembranas, embora cada um deles seja
codificado por um gene distinto e promovam respostas celulares através da ativacao
de diferentes tipos de proteina G (Coleman et al., 1994; Miao et al., 2012).

O receptor EP1 acoplado a proteina Gaq induz a formagao de tri-
fosfatidilinositol e um subsequente aumento nos niveis de célcio intracelular, e
promove também a ativacédo da proteina quinase C (PKC), envolvida na transducao
de sinais (Miao et al., 2012). Nas células tumorais, este receptor esta associado ao
aumento de estimulo a proliferacdo e invasao destas células (Kamei et al., 2009).

Os receptores EP2 e EP4 ligam-se a proteina Gaq e regulam o aumento dos
niveis de adenosina monofosfato ciclico — AMPc (Hata, Breyer, 2004). Estudos
apontam que EP2 quando ativado por PGE2 pode esta associado a processos de
proliferacéo celular e diminuicdo de apoptose em tumores. Esta interacdo de PGE; e
EP2 em cancer de mama sugere que estdo envolvidos com mecanismos de
angiogénese e carcinogénese (Fujino et al., 2002; Sung et al., 2005).

Contudo, o receptor EP4 também pode ativar a via de PI3K/Akt, através da
sua ligacdo com a proteina Gai. Esta via de sinalizacdo esta relacionada com a
tumorigénese, ja que a proteina Akt modula a funcao de varios substratos envolvidos
na regulacdo da sobrevivéncia, progressao e crescimento celular (Vara et al., 2004).
Estudos em cancer de mama sugerem que a via PGE,-EP4 tem efeitos
metastaticos, porém com a adicdo de antagonistas para este receptor, este efeito foi
inibido (Kundo et al., 2008).

O receptor EP3 possui trés diferentes isoformas na regido c-terminal, EP3aq,
EP3B e EP3y. As trés isoformas ligam-se a proteina Gai, € reduzem os niveis de
AMPc e atuam sobre inositol trifosfato (IP3), aumentando os niveis de calcio. Ja as

duas primeiras isoformas (EP3a, EP3[) podem ligar-se também a proteina Gas, mas


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1357272512002142#bib0115

25

nesse caso, aumentando os niveis de AMPc (Dorsm, Gutkind, 2007; Sugimoto,
Narumiya, 2007). Estudos em células tumorais de sarcoma apontam que O
envolvimento de PGE,-EP3 parece influenciar a proliferacdo e a angiogénese
nessas células (Amano et al., 2003).

1.4 Antiinflamatérios nao esteroidais (AINES) e o cancer

Os antiinflamatoérios nédo esteroidais (AINES) constituem um grupo de variados
farmacos de amplo espectro terapéuticos, sdo antiinflamatérios, analgésicos e
antipiréticos (Kummer, Coelho, 2002).

A relagcdo entre o uso dos AINEs e o cancer se deu a partir de diversos
estudos epidemiologicos que apontaram o uso prolongado desses medicamentos e
a reducdo de diversos tipos de tumores como cancer gastrico, de colorretal, de
mama, de pulmao e de préstata (Baron, Sandle, 2000; Johnson et al., 2010; Ulrich et
al., 2006). Os mecanismos envolvidos nesse processo ainda ndo estdo
completamente elucidados, mas estudos mostram que o0s AINEs inibem
inespecificamente as COXs, suprimindo assim a sintese das prostaglandinas, e
dessa forma afetam a proliferacéo celular, migracéo, angiogénese e apoptose (Gallo
et al., 2002).

Dentre os AINEs, se destaca o ibuprofeno (IBP), um farmaco derivado do
acido propiénico, um dos grupos mais importantes de antiinflamatérios nao
esterdides. E um dos pioneiros desse grupo a ser administrado e até os dias de hoje
€ amplamente utilizado. Seu mecanismo de acdo, assim como os demais AINES,
esta atribuido a inibicdo ndo seletiva de COXs, conforme descrito anteriormente
(Newa et al., 2008).

Estudos apontam o uso de IBP na reducado do risco de cancer de préstata e
em mecanismos relacionado com a morte de células deste tipo de tumor (Andrew et
al., 2002; Mahmud et al., 2010). Estudos utilizando o IBP em células C6 de gliomas
de ratos in vivo, demonstraram que essa droga é capaz de reduzir o peso do tumor
alterando o seu padrdo angiogénico, além da supressdo de vasos peritumorais
(Altinoz et al., 2001; Farrel et al., 1988).

N&o obstante, estudos pré-clinicos sugeriram que a inibicdo de COX-2 e a
diminuicdo da PGE; com uso de AINEs bloquearam significantemente a proliferacéo

de diferentes tumores, incluindo cancer gastrico e em algumas linhagens de
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glioblastoma multiforme, promoveram invasao menos eficiente e migragéo celular
reduzida (Lim et al., 2001; Wakimoto et al., 2008).
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2 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo analisar o efeito da inibicdo de COX-1 e

COX-2 na migragao e proliferagéo da linhagem celular de glioma humano U251-MG.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Determinar os efeitos da adicdo de IBP, inibidor ndo seletivo de COX-1 e
COX-2, na migracao e proliferacdo das células U251-MG;

determinar os efeitos da adicdo de SC-560, inibidor seletivo de COX-1, na
migracao e proliferacdo das células U251-MG;

determinar os efeitos da adicdo de NS-398, inibidor seletivo de COX-2, na
migracao e proliferacao das células U251-MG;

determinar os efeitos da adicdo de AH6809, antagonista do receptor EP2, na
proliferacdo e expresséo génica e proteica das células U251-MG;

determinar os efeitos da adi¢do de L161.982, antagonista do receptor EP4, na
proliferacdo das células U251-MG;

determinar a influéncia dos tratamentos mencionados acima da expressao
génica e proteica de COX-1, COX-2, EP2 e EP4.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultivo de células

As células da linhagem U251-MG de glioma humano, gentiimente cedidas
pela Dra. Eugenia Costanzi-Strauss do Instituto de Ciéncias Biomeédicas da
Universidade de S&o Paulo; foram cultivadas em garrafas plasticas estéreis,
contendo meio DMEM, Dulbecco’s Modified Eagle Medium, (Invitrogen, CA — EUA),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e antibiéticos, penicilina 50 ug/ml
e estreptomicina 50 pg/ml. Foram mantidas em estufa em atmosfera com 5% de CO,
e temperatura de 37 °C.

3.2 Curva de dose-resposta de IBP

Foi realizada a curva de dose-resposta para verificar a influéncia do
tratamento com Ibuprofeno (IBP) em diferentes concentracbes e periodos de
tratamentos sobre a linhagem celular U251-MG.

Foram plaqueadas 2x10* células por poco, em placas de 24 pocos, e tratadas
por 24 e 48 horas com as seguintes concentracdes de IBP: 25 uM, 50 uM, 75 uM e
100 pM.

Utilizou-se como controle o veiculo da droga, etanol P.A., no mesmo volume
utilizado na concentracdo maxima do tratamento, cuja concentracao foi de 1% no
volume total de meio de cultivo utilizado. Além disso, também se utilizou um controle
gue nédo recebeu nenhum tratamento. Apds cada periodo de tratamento, as células
foram tripsinizadas (Tripsina 0,025% em &cido etilenodiamino tetra-acético — EDTA,
0,02%) e contadas em camara de Neubauer. Todas as analises foram realizadas em

triplicatas.

3.3 Curva de Dose-Resposta de SC-560, inibidor especifico de COX-1; e NS-
398, inibidor especifico de COX-2

Para verificar a influéncia do tratamento com os inibidores especificos de
COX-1 e COX-2, SC-560 e NS-398 respectivamente, sobre a linhagem celular U251-
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MG foram realizadas curvas de dose-resposta das drogas em diferentes
concentracdes e periodos de tratamentos.

Foram plaqueadas 2x10* células por poco, em placas de 24 pocos e tratadas
por 24 e 48 horas com as seguintes concentracdes de SC-560 e NS-398: 50 uM,
100 pM e 150 pM. Utilizou-se como controle o veiculo da droga, dimetilsulféxido
(DMSO) no mesmo volume utilizado na concentracdo maxima do tratamento, cuja
concentracéo foi de 0,27% no volume total de meio de cultivo utilizado. Além disso,
também se utilizou um controle que néo recebeu nenhum tratamento.

Em cada periodo, as células foram tripsinizadas (Tripsina 0,025% em EDTA
0,02%) e contadas em camara de Neubauer. Todas as anélises foram realizadas em

triplicatas.

3.4 Curva de Dose-Resposta de AH6809, antagonista de EP2; e de L161.982,
antagonista de EP4

Para verificar a influéncia do tratamento com os antagonistas dos receptores
EP2 e EP4, AH6809 e L161.982 respectivamente, sobre a linhagem celular U251-
MG foram realizadas curvas de dose-resposta das drogas em diferentes
concentracOes e periodos de tratamentos.

Foram plaqueadas 2x10* células por poco, em placas de 24 pocos e tratadas
por 24 e 48 horas com as seguintes concentracdes de AH6809 e L161.982: 0,1 uM,
1 uM e 10 uM. Utilizou-se como controle o veiculo da droga, DMSO no mesmo
volume utilizado na concentragcdo maxima do tratamento, cuja concentracdo foi de
0,6% no volume total de meio de cultivo utilizado. Além disso, também se utilizou um
controle que néo recebeu nenhum tratamento.

Em cada periodo, as células foram tripsinizadas (Tripsina 0,025% em EDTA
0,02%) e contadas em camara de Neubauer. Todas as analises foram realizadas em

triplicatas.

3.5 Andlise da expresséo génica através de RT-PCR semi-quantitativo

3.5.1 Desenho dos primers
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Os primers utilizados para a reagdo de RT-PCR seguem na tabela 1, e foram
desenhados com base em sequéncias disponiveis no  GenBank

(www.ncbi.nlim.nih.gov) e com o auxiio do programa Primer 3

(www.genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_wwwcgi), suas especificidades

foram analisadas por BLAST (http:/blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi). Todos os

primers utilizados neste trabalho foram sintetizados pela Invitrogen, CA — EUA.

Tabela 1 - Sequéncia dos Primers Utilizados para Andlise da Expressao Génica

Genes Sequéncias (5’-3’) Tamanho do Produto (pb) Temperatura de Anelamento (°C)

S: CCTCATGTTTGCCTTCTTTGC
COX-1 168 63
AS: GGCGGGTACATTTCTCCATC

COX-2 S: ATCTACCCTCCTCAAGTCCC 670 69
AS: TACCAGAAGGGCAGGATACGA

S: GAGTCAACGGATTTGGTCGT
GAPDH 250 52
AS: TTGATTTTGGAGGGATCTCG

S: AGCATCTGGCTGTCTAGAATGT
EP1 121 61
AS: CAAGGATGCCAGCAGAAAGTC

S: GCACCGAGACAATGAGAAGCA
EP2 110 59
AS: GCAGTCCCTGCTCTTCTGC

EP3 S: TCATGATAGAGAACCCTGCAGT
AS: ATCCCAGGGTTAGGCAGATTTA 332 51

S: GCTTTCACCTTGTCCTGCTC
EP4 171 59
AS: AAGCTGGGACTCGTCTTTGA

3.5.2 Tratamento das células

Foram plaqueadas 2x10° células em garrafas plasticas de 25 cm? em
triplicatas para cada tratamento, e foram tratadas com 50 uM de IBP, SC-560 e NS-
398 e com 10 pM de AH6809 e L161.982 por 48 horas. Foram utilizados como
controles, amostras que nao recebeu nenhum tratamento, amostras tratadas com
etanol P.A., veiculo do IBP; e amostras tratadas com DMSO, veiculo dos inibidores

especificos.


http://www.genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_wwwcgi
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3.5.3 Extracdo do RNA total

Ao término do tratamento as células foram coletadas, mantidas em gelo e
homogeneizadas em equipamento Politron PT — 3100 (Kinematica Dispersing and
Mixing Technology, Luzern - Suica) com 1 mL de Trizol® (Invitrogen, CA — EUA); e
foram mantidas em temperatura ambiente por 5 minutos. Foram adicionados 200uL
de cloroférmio, e centrifugadas a 10600 RPM por 15" a 4 °C. A fase aquosa, o
sobrenadante, foi retirado e transferido para um novo tubo, ao qual foi adicionado
500 uL de isopropanol gelado, as amostras foram centrifugadas a 10600 RPM por
10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com 1
mL de etanol 75% livre de RNAse, e centrifugado a 7500 RPM por 5 minutos a 4 °C.
Essa etapa de lavagem foi realizada duas vezes. Por fim, o sobrenadante foi
removido, o precipitado de RNA foi ressuspendido em 50 uL de agua DEPC (dimetil
pirocarbonato).

O RNA foi quantificado em equipamento Nano-Drop, utilizando a relagéo
A260/A280 = 1,8. O RNA foi mantido a -80 °C. E a integridade do RNA foi verificada

por eletroforese em gel de agarose a 1% contendo brometo de etidio.
3.5.4 Sintese do DNA complementar (CDNA)

A sintese do cDNA foi realizada por RT-PCR utilizando a enzima MMLV-
transcriptase reversa (Invitrogen, CA — EUA), utilizando 3ug do RNA de interesse e
de acordo com as instrucdes do fabricante. A integridade do cDNA foi analisada por

eletroforese em gel de agarose 1% contendo brometo de etidio.
3.5.5 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Cada reacao de PCR foi preparada para um volume final de 30 uL, contendo:
16 uL de H,0 MilliQ autoclavada, 3 uL de 10x PCR Rxn Buffer —MgCl, (Invitrogen,
CA - EUA), 1 uL dNTP mix (10 mM), 1,5 uL MgCl, (50 mM, Invitrogen, CA-EUA), 3
uL primer sense (10 uM), 3 uL primer antisense (10 uM), 2 uL cDNA e 0,5 uL
Platinum Tag DNA Polymerase (Invitrogen, CA — EUA).

As condic¢des da reacdo foram: 94 °C por 1 minuto, temperatura especifica de

cada primer de interesse por 1 minuto e 72 °C por 1 minuto, por 40 ciclos. A



32

amplificagcdo da reacdo foi confirmada por eletroforese em gel de agarose 1%
contendo brometo de etideo. O gene GAPDH foi utilizado como controle endégeno
de expresséao constitutiva. Todas as andlises foram realizadas em triplicatas.

A andlise semi-quantitativa do produto da reacdo foi realizada utilizando o
programa Image J.

3.6 Western blot

Foram plaqueadas 2x10° células em garrafas plasticas de 25 cm? em
triplicatas para cada tratamento, o tratamento foi realizado com 50 pM de IBP, SC-
560 e NS-398 e com 10 pM de AH6809 e L161.982 por 48 horas. Foram utilizados
como controles, amostras que nao receberam nenhum tratamento, amostras
tratadas com etanol P.A., veiculo do IBP; e amostras tratadas com DMSO, veiculo
dos inibidores especificos e dos antagonistas.

As células foram tripsinizadas (Tripsina 0,025% em EDTA 0,02%),
centrifugadas a 1500 RPM (rotacdo por minuto) por dois minutos, e lavadas com
PBS 1X. A proteina foi extraida com tampéo de lise (10 mM Tris, 100 mM NaCl; 1
mM EDTA e 1% Triton X-100 - pH 7.6), inibidor de protease e inibidor de fosfatase
utilizando um pildo de vidro de 1 mL. A concentracdo proteica foi determinada
através do método de Lowry. Os extratos proteicos foram diluidos em tampéo de
amostra (1,51g de Tris-HCI - pH6,8, 40 mL de SDS 10%, 10 mL de mercaptoetanol,
20 mL de glicerol, 0,004 g de azul de bromofenol em 100 mL de H,0 destilada) e
incubados a 100 °C por 3 minutos.

O processo de separacéo foi realizado por eletroforese em gel stacking SDS-
PAGE com 4% de acrilamida, acompanhado de um segundo gel de separacédo, com
acrilamida a 7,5%. Em cada poco foram colocados 40 ug de extrato proteico total
diluido no tampao da amostra, conforme mencionado anteriormente. A corrida
eletroforética foi realizada a 70 volts por 30 minutos, para separar as amostras no
gel stacking (4% de acrilamida) e a 100 volts por 1 hora, para o gel de separacéo
(7,5% de acrilamida).

O blotting foi realizado em membrana de nitrocelulose, previamente incubada
no tampéao de transferéncia (50 mL de tampéao blotting 10x*, 125 mL metanol e 450
mL de H,O destilada; *Tampéao blotting 10x: 85,59 de glicina, 189 de Tris-Base e 480

mL de H,O destilada) em 200 mA, por 2 horas em banho de gelo. Apds o término do
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blotting a membrana foi lavada 1x com TBS 1x por 5 minutos, em agitacéo; e 3x com
TBS Tween 0,1% por 5 minutos.

Para bloquear as possiveis ligagcbes ndo especificas, as membranas foram
incubadas em solucéo de PBS 1X com 1% de albumina por 1 hora, em temperatura
ambiente, sob agitacdo. Os anticorpos priméarios utilizados foram para COX-1
(1:2000; COX-1 antibody (H-62), SC-7950; Santa Cruz Biotechnology®,inc., CA -
EUA) e COX-2 (1:2000; COX-2 antibody (H-62), SC-7951; Santa Cruz
Biotechnology®,inc., CA - EUA), EP1 (1:100; EP1 Receptor Polyclonal; Cayman
Chemical, Michigan - EUA), EP2 (1:100; EP2 Receptor Polyclonal; Cayman
Chemical, Michigan - EUA), EP3 (1:100; EP3 Receptor Polyclonal; Cayman
Chemical, Michigan — EUA), EP4 (1:100; EP4 Receptor Polyclonal; Cayman
Chemical, Michigan — EUA) e B-Actina (1:200; Actin antibody (H-300), SC-10731;
Santa Cruz Biotechnology®,inc., CA- EUA). Todos foram incubados overnight, em
temperatura ambiente e sob agitacdo. Em seguida, foram incubados com anticorpo
secundario conjugado com peroxidase (1:1000 donkey anti-habbit IgG HRP; Santa
Cruz Biotechnology®,inc., CA- EUA). A visualizacdo foi realizada por deteccdo
quimioluminescente utilizando ECL™ Western Blotting Detection Reagents (GE
Healthcare) no equipamento G:Box (Syngene, MD - EUA).

A andlise das bandas foi realizada utilizando o programa Image J.
3.7 Ensaio de migracao por transwell

O ensaio de transwell foi realizado para analisar o efeito do tratamento do IBP
e dos inibidores especificos SC-560 e NS-398 na migracdo da linhagem celular
U251-MG.

Foram plaqueadas 2 x 10% células/poco no compartimento superior do
transwell com meio de cultivo DMEM, suplementado com 10% de SFB. O tratamento
foi realizado apds 12 horas do plagueamento, periodo de aderéncia das células, e
na concentracdo de 50 uM de cada droga por 48 horas. A cada 24 horas foram
trocados os meios de cultivo com o0s respectivos tratamentos.

Também foram plaqueadas 10° células/poco em placas de 6 pocos. O
tratamento foi realizado apds 12 horas do plaqueamento, periodo de aderéncia das
células. Foram tratadas com 50 uM de cada droga por 36 horas em meio de cultivo

DMEM, suplementado com 10% de SFB, sendo que apés 24 horas de tratamento
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foram trocados os meios de cultivo com os respectivos tratamentos. Apds as 36
horas de tratamento, as células foram tripsinizadas, contadas em Camara de
Neubauer, e foram plaqueadas 2x10* células/poco no compartimento superior do
transwell com meio de cultivo DMEM, suplementado com 10% de SFB e com os
respectivos tratamentos. As células foram incubadas no transwell por 12 horas,
completando 48 horas de tratamento, mas apenas 12 horas de ensaio de migracao.

O meio de cultivo foi descartado, as células foram lavadas trés vezes com
tampao fosfato salino (PBS) 1X, pH 7.2. As células da por¢éo superior da membrana
do transwell, células que ndo migraram, foram removidas com hastes flexiveis. As
células foram coradas com cristal violeta (0,05% de cristal violeta e 70% de etanol)
por 30 minutos, lavadas com PBS 1X, pH 7.2. As membranas contendo as células
coradas que migraram tiveram as imagens capturadas aleatoriamente em 5 campos
diferentes no microscopio NiKon Optipht-1l, equipado com camera Coolsnap Pro
(Media Cybernetics, Bethesda, MD - EUA).

3.8 Andlise do ciclo celular por FACS-PI (fluorescent activated cell sorting com

iodeto de propideo)

Pela analise do ciclo celular através da marcacdo do DNA com o iodeto de
propideo foi possivel identificar as fases do ciclo celular, e assim analisar os efeitos
da inibicdo de proliferacdo e do aumento de morte celular apés os tratamentos com
os inibidores de COX.

Foram plaqueadas 5 x 10* células/poco em placas de 12 pocos, em triplicatas
para cada tratamento, e foram tratadas com 50 pM de IBP, SC-560 e NS-398 e com
10 uM de AH6809 e L161.982 por 48 horas. Foram utilizados como controles,
amostras que nao recebeu nenhum tratamento, amostras tratadas com etanol P.A.,
veiculo do IBP, e amostras tratadas com DMSO, veiculo dos inibidores especificos e
dos antagonistas dos EPs 2 e 4. Os meios de cultivo contendo os respectivos
tratamentos foram trocados a cada 24 horas até completar as 48 horas de
tratamento.

Os meios de cultivo de cada amostra foram coletados em tubo de
polipropileno de 15 mL, as células foram lavadas com PBS 1X, o qual também foi
adicionado ao mesmo tubo contendo o meio coletado. Tripsinizou-se as células e

foram adicionadas ao mesmo tubo contendo o meio coletado e o PBS da lavagem
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das células. Centrifugou-se a 1000 RPM por 5 minutos; foi descartado o
sobrenadante, o precipitado de células foi ressuspendido delicadamente em 1 ml de
PBS 1X e novamente foi centrifugado a 1000RPM por 5 minutos. Descartou-se o
sobrenadante, ressuspendeu-se o precipitado delicadamente em 2 mL de etanol
70% gelado (preparado em PBS 1X) e as amostras foram incubadas por no minimo
24 horas a 4 °C.

Centrifugou-se a 1000 RPM por 5 minutos, ressuspendeu-se o pellet em
0,5mL de solucéo de iodeto de propideo (20 ug/mL de RNAse, 0,1% de Triton X100,
20 ug/mL de iodeto de propideo, em PBS 1X), foi incubado a 37°C por 30 minutos.
Centrifugou-se a 1000 RPM por 5 minutos, descartou-se 0 sobrenadante e
ressuspendeu-se o pellet delicadamente em 1 mL de PBS 1X.

Foram contados 10.000 eventos para cada amostra em FACScalibur
(fluorescent activated cell sorting - Becton Dickison) e analisados por meio do
software Cell Quest — FACScalibur (Becton Dickison) — gentilmente cedido pelo Prof.
Dr. Rui Curi do Departamento de Fisiologia e Biofisica, ICB-USP.

3.9 Andalise estatistica

Todos os dados obtidos estdo apresentados como media + erro padréo (SE).
As analises foram realizadas utilizando o programa Graph Pad Instat e Graph Pad
Prism, por ANOVA e Test-t para comparacdo das amostras. As diferencas foram

consideradas significantes com p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Curva de dose-resposta de Ibuprofeno

Observou-se que o efeito do tratamento com IBP, inibidor ndo seletivo de
COX-1 e COX-2, apls 24 e 48 horas seguiu um padrao inversamente proporcional
entre as concentracfes utilizadas e a proliferacdo celular. Apés 24 horas de
tratamento nao foi observado nenhum valor significativo, tanto em relacdo aos
controles quanto entre as concentracfes (p=0.2193). Enquanto que, apds 48 horas
de tratamento as concentracdes de 50 uM, 75 uM e 100 pM foram consideradas
significantes (p <0.05 nas duas primeiras e p<0.01 na ultima concentragdo). Os

controles ndo apresentaram diferencga significativa (Figura 3), n=3.

Figura 3 - Curva de dose-resposta do tratamento com IBP
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A concentracdo de 50 uM foi a melhor concentracdo observada e escolhida
para os ensaios; ela reduziu o nimero de células em 55,4% no periodo de 48 horas,
sendo que nao foi observado alteracdo na morfologia das células em relacdo aos
controles, conforme observado nas concentracdes maiores nesse mesmo periodo

de tratamento (Figura 4).
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Figura 4 - Imagens da curva de dose-resposta do tratamento com IBP em 48 horas

CN: controle sem nenhum tratamento. 25 uM: tratamento por 48 horas com 25 uM de IBP.
50 uM: tratamento por 48 horas com 50 uM de IBP. 75 uM: tratamento por 48 horas com 75
MM de IBP.100 uM: tratamento por 48 horas com 100 uM de SC-560.

4.2 Curva de dose-resposta do tratamento com SC-560

O tratamento com o inibidor seletivo para COX-1, SC-560, apds 24 e 48 horas
seguiu um padrao inversamente proporcional entre as concentracdes utilizadas e o
namero de células contadas. A reducdo do numero de células em todas as
concentragcbes e em ambos os periodos de tratamentos, 24 e 48 horas, foi
extremamente significativo (p<0,001) em relacdo aos controles (Figura 5). Os

controles ndo apresentaram diferenca significativa, n=3.
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Figura 5 - Curva de dose-resposta do tratamento com SC-560

]

——24 Haras
i

HNOmero de Celulas g 10+

S
™ T —B— 18 Horas
T

TN ' S0uM ' 100uM ' 150uM
Tratamantos

p < 0UDD01

A concentracdo adotada para os experimentos foi a mesma concentracao
adotada para o tratamento com IBP, 50 pM. Assim, nos permitiu comparar o efeito
de ambos sob a mesma concentracdo de tratamento, e ainda essa concentracao
reduziu significantemente o niumero de células, 45% em 48 horas, p<0,001 (Figura

5) sem agredir drasticamente a morfologia das mesmas (Figura 6).
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Figura 6 - Imagens da curva de dose-resposta do tratamento com SC-560 em 48
horas

CN: controle sem nenhum tratamento. 50 uM: tratamento por 48 horas com 50 uM de SC-
560. 100 uM: tratamento por 48 horas com 100 uM de SC-560. 150 uM: tratamento por 48
horas com 150 uM de SC-560.

4.3 Curva de dose-resposta do NS-398

O tratamento com o inibidor seletivo para COX-2, NS-398, apds 24 e 48 horas
também seguiu o padrao inversamente proporcional entre as concentracfes
utilizadas e o numero de células contadas. Nenhuma das concentragdes tratadas em
24 horas foi significativa (p=0,1641) em relacédo ao controle. No periodo de 48 horas,
a concentracdo de 50 puM também nao apresentou significancia em relacdo ao
controle, enquanto que as concentracdes de 100 uM e 150 puM foram consideradas
significantes (p<0,01 e p<0,001, respectivamente) — Figura 7. Os controles néo

apresentaram diferenca significativa, n=3 em todos os controles e tratamentos.
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Figura 7 - Curva de dose-resposta do tratamento com NS-398
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A concentracdo adotada para os experimentos foi a mesma concentracao
adotada para os tratamentos com IBP e SC-560, 50 uM. Apesar dessa concentracéo
nao ter apresentado reducédo significativa do numero de células, 35% em 48 horas
de tratamento (Figura 7), nos permite comparar o efeito de todas as drogas sob a
mesma concentracdo de tratamento. Observou-se que essa concentragdo nao

agrediu drasticamente a morfologia das células (Figura 8) em relacdo aos controles.
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Figura 8 - Imagens da curva de dose-resposta do NS-398 em 48 horas

CN: controle sem nenhum tratamento. 50 uM: tratamento por 48 horas com 50 uM de NS-
398. 100 puM: tratamento por 48 horas com 100 uM de NS-398. 150 uM: tratamento por 48
horas com 150 uM de NS-398.

4.4 Curva de Dose-Resposta do tratamento com AH6809

O tratamento com 10 uM do antagonista do EP2, AH6809, em 48 horas foi a
Unica concentracdo que reduziu significativamente o niumero de células, 28,72%, em
relacdo aos controles (Figura 9). Dessa forma, essa concentracdo foi adotada para
0S ensaios com essa droga. Os controles ndo apresentaram diferenca significativa,
n=3 em todos o0s controles e tratamentos.
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Figura 9 - Curva de dose-resposta do tratamento com AH6809
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4.5 Curva de dose-resposta do tratamento com L161.982

O tratamento com 10 uM do antagonista do EP4, L161.982, em 48 horas foi a
Unica concentracao que reduziu significativamente o numero de células, 45,96%, em
relacdo aos controles (Figura 10). Portanto, essa concentracao foi adotada para os
ensaios com essa droga. Os controles ndo apresentaram diferenca significativa, n=3

em todos os controles e tratamentos.
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Figura 10 - Curva de dose-resposta do tratamento com L161.982
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4.6 Andlise da expresséao génica através de RT-PCR semi-quantitativo

4.6.1 Analise da expressao génica de COX-1 e COX-2 na linhagem celular U251-MG

Foi observado que a linhagem celular U251-MG expressa tanto COX-1
(Figura 11) quanto COX-2 (Figura 12). Houve aumento significativo de 129% da
expressdo génica de COX-1 no tratamento com IBP em relacdo ao controle (p<
0.001). Nao obstante, também foi observada diminuicdo significativa de 50,8% na
expressdo génica de COX-1 no tratamento com SC-560 (p< 0.001); e diminuicédo
nao significativa de 30% da expressao deste gene no tratamento com NS-398. Nao

houve diferenca significativa de expressao entre os controles.
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Figura 11 - Expressdo Génica de COX-1
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CN: controle. IBP: amostras tratadas com IBP. NS-398: amostras tratadas com NS-398. SC-
560: amostras tratadas com SC-560. B: branco de cada reacéo corresponde ao controle da
reacdo. M: marcador de peso molecular 100bp DNA Ladder (Invitrogen — CA, EUA).

N&o houve diferenca significativa na expressédo génica de COX-2 (Figura 12)
e do gene constitutivo GAPDH (Figura 13) entre nenhum dos tratamentos (IBP, SC-
560 e NS-398) e controles.
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Figura 12 - Expressdo Génica de COX-2
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CN: controle. IBP: amostras tratadas com IBP. NS-398: amostras tratadas com NS-398. SC-
560: amostras tratadas com SC-560. B: branco de cada reacéo corresponde ao controle da
reacdo. M: marcador de peso molecular 100bp DNA Ladder (Invitrogen — CA, EUA).

Figura 13 - Expressédo Génica de GAPDH
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CN: controle. IBP: amostras tratadas com IBP. NS-398: amostras tratadas com NS-398. SC-
560: amostras tratadas com SC-560. B: branco de cada reacdo corresponde ao controle da
reacdo. M: marcador de peso molecular 100bp DNA Ladder (Invitrogen — CA, EUA).
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4.6.2 Analise da expressdo génica de EP1, EP2, EP3 e EP4 na linhagem celular
U251-MG

A linhagem U251-MG expressa todos os receptores de PGE,, EP1, EP2, EP3
e EP4 (Figura 14).

Figura 14 - Expresséo génica dos receptores EPs na linhagem U251-MG
EP1 B EP2 B M EP3 B EP4 B

EP1: expresséo génica do receptor EP1, B: branco de cada reacéo corresponde ao controle
da reacdo. EP2: expresséo génica do receptor EP2. M: marcador de peso molecular 100bp
DNA Ladder (Invitrogen — CA, EUA). EP3: expressdo génica do receptor EP3. EP4:
expressao génica do receptor EP4.

Foi realizada a analise de expressdo génica do gene constitutivo GAPDH, o

qual esteve expresso tanto no controle, quanto nas amostras tratadas com 0s
antagonistas de EP2 e EP4, AH6809 e L161.982, respectivamente (Figura 15).

Figura 15 — Expressao Génica de GAPDH

CN B AHBB0S BE M L161.982 M

CN: expresséo génica de GAPDH no controle normal, sem nenhum tratamento. B: branco
de cada reacdo corresponde ao controle da reacdo. AH6809: expressao génica de GAPDH
na amostra tratada com AH6809. M: marcador de peso molecular 100bp DNA Ladder
(Invitrogen — CA, EUA). L161.982: expressdo génica de GAPDH na amostra tratada com
L161.982.

Na andlise da expressdo génica do receptor EP2 foi observado aumento
significativo de 123% da expressdo deste gene (p<0.05) no tratamento com o
antagonista de EP2, AH6809, em relacdo ao controle. Contudo, ndo foi observada
diferenca significativa na expressdo deste gene entre nenhum dos demais
tratamentos em relacdo aos seus respectivos controles, apesar de ter sido
observado aumento de 58% da expressdo deste gene para o tratamento com
L161.982 (antagonista de EP4), pequeno aumento de 5% com IBP e NS-398
(inibidor ndo especifico de COX1 e COX-2; e inibidor especifico de COX-2,
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respectivamente) e diminuicdo de 10% com SC-560 (inibidor especifico de COX-1) -

Figura 16.

Figura 16 - Expressédo Génica de EP2

CM N AHGE09 B M L161.982 B IBP B SC-560 B N5338 B M
250
200
g
4
150
2
g
o
%100
o
-
#
50
0
AHBEDD L161.082 SC-560 M5-308
Tratamentos

CN: controle. AH6809: amostras tratadas com AH6809, antagonista do EP2. L161.982:
amostras tratadas com L161.982, antagonista do EP4. IBP: amostras tratadas com IBP. SC-
560: amostras tratadas com SC-560. NS-398: amostras tratadas com NS-398. B: branco de
cada reacdo corresponde ao controle da reacdo. M: marcador de peso molecular 100bp
DNA Ladder (Invitrogen — CA, EUA).

A expressao génica do receptor EP4 apresentou diferenca significativa entre
os controles (veiculo das drogas: DMSO e etanol), portanto os antagonistas de EP2
(AH6809) e de EP4 (L161.982); e os inibidores especificos de COX-1 (SC-560) e de
COX-2 (NS-398) foram comparados com o controle do veiculo destas drogas
(DMSO). Enquanto que o tratamento com IBP foi comparado com controle do
veiculo desta droga (etanol). Ambos foram normalizados para 100% e chamados de
CN.

Foi observado aumento significativo de 85,5% da expressédo génica de EP4
entre o tratamento com IBP e seu respectivo controle (p<0.05). Para os demais
tratamentos, ndo foi observada diferenca significativa da expressédo deste gene em
relagdo aos respectivos controles. Apesar de ter sido observado aumento da

expressao de 63%, 37% e 18% nos tratamentos com AH6809 (antagonista de EP2),
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L161.982 (antagonista de EP4) e NS-398, respectivamente. Ja o tratamento com
SC-560, apresentou diminui¢cao néo significativa da expressao de 22% (Figura 17).

Figura 17 - Expresséo génica de EP4
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CN: controle. AH6809: amostras tratadas com AH6809, antagonista do EP2. L161.982:
amostras tratadas com L161.982, antagonista do EP4. IBP: amostras tratadas com IBP. SC-
560: amostras tratadas com SC-560. NS-398: amostras tratadas com NS-398. B: branco de
cada reagdo corresponde ao controle da reagcdo. M: marcador de peso molecular 100bp
DNA Ladder (Invitrogen — CA, EUA).

4.7 Western blot

4.7.1 Expressao proteica de COX-1 e COX-2

Ambas as proteinas, tanto COX-1 quanto COX-2, sdo expressas na linhagem
celular U251-MG. Nao houve diferenca significativa na expressao proteica entre o
controle e o tratamento com IBP, apesar de ter sido observado aumento de 16,7%

na expressao de COX-1 e de 6,8% na expressdao de COX-2 neste tratamento (Figura

18).
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Figura 18 - Expresséo proteica de COX-1 e COX-2 no tratamento com IBP
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Em relacdo ao tratamento com o inibidor especifico de COX-1, SC-560,
também n&o foi observada diferenca significativa na expressdo proteica entre o
controle e o tratado, apesar de ter sido observado aumento de 24,4% na expressao
de COX-2 (Figura 19).
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Figura 19 - Expresséo proteica de COX-1 e COX-2 no tratamento com SC-560
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Em relacdo ao tratamento com o inibidor especifico de COX-2, NS-398,
também n&o foi observada diferenca significativa na expressao proteica entre o
controle e o tratado, apesar de ter sido observado aumento de 30,5% na expresséo

de COX-2 (Figura 20).
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Figura 20 - Expresséo proteica de COX-1 e COX-2 no tratamento com NS-398
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4.7.2 Expressao proteica de EP1, EP2, EP3 e EP4

A linhagem celular U251-MG apresentou expressao proteica para EP1, EP2,
EP3 e EP4 (Figura 21).

Figura 21 — Expressdao proteica dos EPs na linhagem celular U251-MG
U251-MG
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4.7.3 Expressao proteica de EP2

O tratamento com o antagonista de EP2, AH6809 apresentou ligeiro aumento
ndo significativo de 8% na expressdo deste gene. Porém os tratamentos com o
inibidor especifico de COX-1, SC-560; inibidor especifico de COX-2, NS-398; e com
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inibidor ndo seletivo de COX-1 e COX-2, IBP; ndo apresentaram expressao para
este receptor (Figura 22).

Figura 22 — Expressao de EP2 no tratamento com AH6809, SC-560, NS-398 e IBP
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4.7.4 Expressao proteica de EP4

A expressdo proteica para o receptor EP4 apresentou aumento significativo
de 100% (p<0,5) no tratamento com o0 antagonista deste receptor, L161.982.
Entretanto, ndo foi observada diferenca significativa da expressao deste gene para
0s tratamentos com o inibidor especifico de COX-1, SC-560; e com o IBP, inibidor
nao seletivo de COX-1 e COX-2, em relacdo ao controle. Apesar de ter sido
observada reducdo da expressao génica de 42% no tratamento com IBP. Contudo,
nao foi observada expressdo deste receptor para o tratamento com NS-398, inibidor
especifico de COX-2 (Figura 23).
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Figura 23 — Expressao de EP4 no tratamento com L161.982, SC-560, NS-398 e IBP
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4.8 Ensaio de migracao

O tratamento por 48 horas com 50 uM de IBP, inibidor néo seletivo de COX-1
e 2, inibiu significativamente a migracdo celular em 48% em relacdo ao controle,
p<0,05 (Figura 24 e 25) - no ensaio de 48 horas em transwell. A mesma
concentracdo do inibidor especifico para COX-1, SC-560, inibiu a migracao celular
em 42,5%, em relacdo ao controle - também considerado significante p<0,05
(Figuras 24 e 25). Enquanto que a mesma concentracao do inibidor especifico para
COX-2, NS-398, inibiu a migracao celular em 24,84% em relacdo ao controle e néo
foi considerado significativo (Figuras 24 e 25).

Todos os controles, tanto 0os que receberam os veiculos dos tratamentos,
etanol para IBP e DMSO para inibidores especificos, quanto os controles que nao
receberam nenhum tratamento n&o apresentam diferenca significativa, foram

somados e a média foi denominada de CN.
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Figura 24 - Gréfico da migracédo celular apés o tratamento com IBP, SC560 e
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Figura 25 - Imagens da migracao celular apés o tratamento com IBP, SC-560 e NS-
398

A. Controle que néo recebeu tratamento; B. controle tratado com etanol P.A., veiculo do
IBP; C. controle tratado com DMSO, veiculo do tratamento com NS-398 e SC-560; D.
tratamento com 50 uM de IBP; E. tratamento com 50 uM de NS-398 e F. tratamento com 50
MM de SC-560.

Ja no ensaio de transwell por 12 horas, foi observado que o tratamento com
SC-560 foi 0 que apresentou maior inibicdo da migragéo, 71,05%; em seguida o
tratamento com IBP inibiu a migracdo em 61%; e o tratamento com NS-398 foi o que
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menos inibiu a migracédo, 59,5% (Figura 26 e 27). Todos os tratamentos foram
realizados com 50 uM de cada droga por 48 horas e todos foram considerados
significativos. Na tabela abaixo (Tabela 2) segue a comparacgéo entre o transwell por

48 horas e o transwell por 12 horas.

Tabela 2 — Porcentagens de inibicdo da migragcao por Transwell

Tratamentos Transwell por 48 horas Transwell por 12 horas
IBP 48% (+4,9) 61% (£3,7)
SC-560 42.5% (£15,3) 71% (3,9)
NS-398 24,8% (+28,9) 59,5% (+8,8)

Figura 26 - Gréafico da migracdo celular pelo periodo de 12 horas
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Figura 27 - Imagens da migracdo celular pelo periodo de 12 horas
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A. Controle que nao recebeu tratamento; B. controle tratado com etanol P.A., veiculo do
IBP; C. controle tratado com DMSO, veiculo do tratamento com NS-398 e SC-560; D.
tratamento com 50 uM de IBP; E. tratamento com 50 uM de NS-398 e F. tratamento com 50
UM de SC-560.

4 9Ciclo celular

4.9.1 Analise do ciclo celular para os tratamentos com IBP, SC-560 e NS-398

Os resultados das analises do ciclo celular do tratamento com IBP, SC-560 e
NS-398 encontram-se na Figura 28 e na Tabela 3. A analise do ciclo celular
apresentou diferenca significativa na fase Sub-G1, indicando que os tratamentos
tanto com IBP quanto com SC-560 e NS-398 resultaram em aumento de morte
celular de 31%, 64% e 49%, respectivamente e em relacdo aos controles (Figura
29). Nao obstante, também foi observada diferenca significativa na fase S, indicando
inibicdo da proliferagdo de 59,65% no tratamento com IBP, 54,65% com SC-560 e

58,02% com NS-398 em relagdo aos controles (Figura 29).
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Tabela 3 - Porcentagem de células tratadas com IBP, SC-560 e NS-398 em cada
fase do ciclo celular

Fases do Ciclo

CN IBP SC-560 NS-398

Celular
Sub G1 1,45% 1,9% 2,37% 2,16%
(x0,095) (£0,33) (£0,23) (x0,25)
G1 50,49% 50,21% 49,71% 47, 77%
(x1,05) (£1,27) (£3,02) (+1,49)
S 9,79% 5,83% 5,35% 5,68%
(x0,013) (£1.07) (£0,35) (+0,89)
G2/M 18,71% 19,64% 17,91% 19,48%

(+1,30) (+2,07) (+0,89) (+1,52)
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Figura 29 - Porcentagem de células em cada fase do ciclo celular
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As analises de cada fase do ciclo celular para todos os tratamentos foram realizadas em
relacdo ao controle normal (CN).

4.9.2 Analise do ciclo celular para os tratamentos com AH6809 e L161.982

Os resultados das analises do ciclo celular do tratamento com os antagonista
de EP2 e EP4, AH6809 e L161.982, respectivamente; encontram-se na Figura 30 e
na Tabela 4. A analise do ciclo celular ndo apresentou diferenca significativa em
nenhuma fase do ciclo em relacdo ao controle, apesar de ter sido observado
aumento de 20% na fase Sub-G1 do tratamento com AH6809. Também foi
observado aumento na fase G1 de 30% e 52% e diminuicdo na fase G2/M de 38% e
23%, para os tratamentos com AH6809 e L161.982 respectivamente. Esses achados
sugerem uma tendéncia de aumento de células em G1 e G2/M o que pode indicar

parada do ciclo celular (Figura 31).
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Figura 30 - Gréficos de analise do ciclo celular das células tratadas com L161.982 e
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Tabela 4 - Porcentagem de células em cada fase do ciclo celular

Fases do Ciclo

CN L161.982 AH6809

Celular

Sub G1 5,72 (+0,56) 5,36 (x0,66) 6,82 (x0,36)
Gl 20,70 (£1,44) 31,43 (+4,77) 27,06 (+1,62)
S 7,23 (£0,58) 6,70 (+1,23) 6,79 (20,70)

G2/M 17,19 (¢2,99) 13,30 (1,60)

10,75 (+1,73)
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Figura 31 - Porcentagem de células em cada fase do ciclo celular
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As analises de cada fase do ciclo celular para todos os tratamentos foram realizadas em
relacdo ao controle normal (CN).
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5 DISCUSSAO

O glioblastoma multiforme é um dos tumores com piores prognésticos devido a
sua alta mortalidade. A sobrevida média dos pacientes apés o diagnostico € de doze
a quinze meses. Apesar dos avancos da neurocirurgia, da radio e da quimioterapia,
ndo houve mudanca na sobrevida desses pacientes. Portanto, novas terapias
fazem-se necessarias (Wen, Kesari, 2008).

A migragdo celular € um evento crucial no desenvolvimento embrionéario, na
homeostase celular, na cicatrizacdo de feridas, e em outros estados patolégicos,
como o processo de invasédo celular e formagcdo de metastase em cancer (Hurd et
al., 2011). A agressividade dos gliomas estd associada a rapida proliferacao celular
e alta capacidade de invasdo de suas células, processo no qual a migracao € crucial
(Huse et al., 2013).

Estudos clinicos apontam que o uso de AINES, inibidores néo seletivos de COX-1
e COX-2, podem diminuir os riscos de tumores em gerais, incluindo os gliomas
(Scheurer et al., 2008; Sivak-Sears et al., 2004). A isoforma induzida, COX-2,
desempenha um papel na resposta inflamatéria atravées da sintese de
prostaglandinas, as quais sdo super expressas em gliomas (Buccoliero et al., 2006;
Deininger, Schluesener, 1999). Em niveis elevados, as prostaglandinas,
particularmente PGE;, estdo associadas ao avan¢o do grau de malignidade do tumor
e a pobre taxa de sobrevivéncia dos pacientes (Perdiki et al., 2007; Shono et al.,
2001). Estudos in vitro mostram que o tratamento com acetaminofeno, um EINE; e
com o inibidor especifico de COX-2, NS-398; inibiram o crescimento de células
tumorais, incluindo gliomas, através de mecanismos dependentes e independentes
de COX-2 (Daugherty et al., 2011; Joki et al., 2000).

Wynne e Djakiem (2010) demonstraram que o tratamento com IBP foi capaz de
inibir significativamente a migracdo celular em linhagens de céncer de prostata.
Assim como, o tratamento com IBP também foi capaz de reduzir a migracao celular
em células de melanoma (Redpath et al., 2009). Em gliomas o uso do AINE
indometacina, também inibiu o processo de migracdo nas linhagens celulares de
glioma humano A172, US7MG, U251MG e U373MG (Wang et al., 2005).

Tais estudos dao suporte aos achados deste trabalho, cujos tratamentos na
linhagem de glioblastoma multiforme U251-MG inibiram a migragéo celular em 48%

guando tratadas em transwell por 48 horas com IBP, inibidor ndo especifico de COX;
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42,5% quando tratadas com SC-560, inibidor especifico de COX-1; e 24,8% quando
tratadas com NS-398, inibidor especifico de COX-2. Contudo, quando tratadas por
48 horas, mas incubadas por apenas 12 horas em transwell, a inibicdo da migragao
foi maior, o tratamento com IBP inibiu 61%; o tratamento com SC-560 inibiu 71% e o
tratamento com NS-398 inibiu 59,5%.

Esses dados corroboram com os estudos apresentados acima, e apontam
qgque a inibicdo das enzimas COX-1 e COX-2, responsaveis pela sintese das
prostaglandinas, inibem significativamente a migragéo celular na linhagem de glioma
humano U251-MG. O estudo de migracdo em transwell por apenas 12 horas nos
permitiu analisar que esse resultado de inibicdo é decorrente apenas do processo de
inibicdo da migragédo celular, e ndo da inibicAo de outros processos como a
proliferacdo, o que poderia estar envolvido quando o estudo foi realizado por um
periodo maior, como por 48 horas.

Além disso, foi possivel observar que o inibidor seletivo de COX-1, SC-560,
foi o tratamento mais eficiente, inibindo cerca de 60% da migracéo celular quando
somados 0s ensaios realizados, de 48 horas e de 12 horas. Isso se deve pelo fato
da enzima COX-1 ser a isoforma constitutiva das células, assim sua inibicdo tem um
efeito bastante expressivo. Através da analise da expresséo génica de COX-1 para
este tratamento foi possivel observar que houve uma diminuicdo significativa da
expressdo desta enzima, de 50,8% (p< 0.001). Apesar de nao ter sido observada
diferenca significativa na expressdo proteica, sugere-se que essa reducdo da
expressao génica esta associada ao efeito de maior inibicdo da migracédo celular
apresentada por este tratamento.

Esses dados apontam que a inibicdo com o inibidor seletivo de COX-1 inibiu
além da atividade desta enzima, inibindo a sintese da mesma, e com a sua sintese
reduzida, sua atividade fica comprometida. Dessa maneira, a promoc¢ao da migracao
celular, um dos mecanismos onde COX esta associada, também foi comprometida,
por isso foi observado o efeito de maior inibicdo da migracéo celular.

Ishibashi et al. (2005) também observaram reducdo na migracao celular nas
células das linhagens celulares de glioma humano U87MG, Al172, T98G, 138MG,
U373MG, Hs683 e SW1088 quando tratadas com este mesmo inibidor seletivo de
COX-1, o SC-560.

O segundo tratamento mais eficiente foi com IBP, inibidor ndo seletivo de

COX-1 e COX-2, que inibiu 55% da migrac¢é&o celular quando somados os ensaios de
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48 e de 12 horas. Este achado corrobora com os estudos prévios do nosso grupo,
onde o IBP foi capaz de reduzir significativamente a migracéo celular da linhagem de
glioma humano T98G (Gomes, 2011). Possivelmente isso se d& devido a inibigdo de
ambas as isoformas pelo IBP, e dessa maneira foi observado um efeito expressivo
com este tratamento.

Através da andlise da expressao génica de COX-1 para este tratamento foi
observado aumento significativo de 130% da expressdo do gene desta enzima.
Contudo, na analise da expressdo proteica observamos um ligeiro aumento nao
significativo de 17%. Esses achados podem ter ocorrido como resposta a inibicao
desta enzima, um processo de reposicdo natural da célula, quando a acdo da
enzima foi inibida a célula iniciou uma maior sintese da mesma para suprir essa
inibicdo; e possivelmente foi devido a este aumento da sintese de COX-1 que nao
pudemos observar um efeito ainda mais expressivo do que o observado para este
tratamento.

Entretanto quando analisada a expresséo génica de COX-2 para o tratamento
com IBP, ndo foi observada diferenca significativa na expressdo do gene desta
enzima; ocorrendo 0 mesmo para a analise da expressao proteica. Entende-se que
o efeito do IBP sobre COX-2, inibiu apenas a acédo desta enzima, e nao a sintese da
mesma.

O tratamento com o inibidor especifico de COX-2, NS-398, ao contrario do
esperado, foi o tratamento que menos inibiu a migracao celular, 42%, somando o0s
ensaios de migracdo. Pelo fato desta isoforma ser altamente expressa nesta
linhagem celular, e em gliomas em geral, esperava-se que a sua inibicdo
acarretasse uma reducao mais expressiva da migracao celular. Kuipers et al. (2007)
demonstraram que a inibicdo de COX-2 com os inibidores seletivos celecoxib e NS-
398 culminaram em diminuicdo de PGE2; promoveram invasdo menos eficiente e
migracdo celular reduzida nas linhagens celulares de gliomas D384, U251MG e
U87MG.

Ao analisar a expressdo génica de COX-2 para este tratamento, nao foi
observado diferenca significativa em relacdo ao controle. Porém, em relacdo a
analise de expressao proteica, foi observado aumento nédo significativo de 30,5%
desta enzima.

Relaciona-se o aumento desta enzima a reduzida inibicdo da migragéo celular

neste tratamento comparado aos demais. O inibidor seletivo NS-398 inibiu a
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atividade de COX-2 promovendo aumento dos niveis desta enzima na célula, como
resposta ao mecanismo compensatorio da enzima. Possivelmente, este aumento de
COX-2 ndo permitiu sua maior acao inibitéria na migracao celular.

As prostaglandinas, incluindo PGE;, estdao envolvidas em mecanismos de
promocdo da proliferacdo celular, o que em gliomas é um dos principais
mecanismos que culminam na agressividade deste tumor, como citado
anteriormente. Nossos estudos apontam que o tratamento com IBP, SC-560 e NS-
398 inibiu significativamente a proliferacdo celular em 60%, 55% e 58%,
respectivamente. Além disso, estes tratamentos foram capazes de aumentar a morte
celular em 31%, 64% e 49%, respectivamente. Estes achados corroboram com
estudos da literatura onde demonstraram que COX-1 e COX-2 estdo super
expressas em diversos tumores, acarretando uma maior sintese de prostanoides e
assim aumento da proliferacdo celular e de resisténcia a apoptose (Gupta et al.,
2003; Méric et al., 2006). Sendo assim, a super expressdo de COX-2 em tumores
esta diretamente relacionada ao aumento de PGE; (Wang et al., 2007).

A elevada expressao de COX-2 resulta em uma elevada producdo de PGE,,
promovendo o crescimento do tumor através dos receptores acoplados a proteina G,
denominados EP1, EP2, EP3 e EP4. A via de sinalizacdo destes receptores
controlam a proliferacdo celular, invasdo, apoptose e angiogénese (Kambe et al.,
2008). Pioneiramente, demonstramos em nosso estudo que a linhagem celular de
glioma humano U251-MG expressa todos os receptores de PGE,: EP1, EP2, EP3 e
EPA4.

A expressao génica de EP2 apresentou aumento significativo de 123% para o
tratamento com o antagonista deste receptor, AH6809, em relacdo ao controle.
Porém os demais tratamentos nao apresentaram diferenca significativa na analise
da expressao génica. Em relacdo a analise de expressao proteica ndo foi observada
diferenca significativa entre o tratamento com AH6809 em relacdo ao controle. Ja os
demais tratamentos, IBP (inibidor ndo especifico de COX-1 e COX-2), SC-560
(inibidor especifico de COX-1) e NS-398 (inibidor especifico de COX-2) néo
apresentaram expressao proteica para este receptor.

Sugere-se que a elevada expressao génica observada no tratamento com o
antagonista de EP2, AH6809, pode ser resultante do mecanismo de compensacao
celular, pois como o receptor EP2 foi inibido pelo seu antagonista, a célula aumentou

a sintese deste receptor a fim de manter a homeostase celular. Talvez devido a este
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mecanismo compensatério a inibicdo de EP2 néo teve o efeito esperado, como a
inibic&o significativa da proliferagéo celular.

N&o obstante, a expressdo génica de EP4 apresentou aumento significativo
de 85,5% para o tratamento com IBP (inibidor ndo seletivo de COX-1 e COX-2).
Entretanto, ndo foi observada diferenca significativa na expressao deste gene para
os demais tratamentos em relagdo ao controle. Na analise de expressao proteica foi
observado aumento significativo de 100% para o tratamento com antagonista deste
receptor, L161.982. Nao houve diferenca significativa na expressao proteica dos
tratamentos com IBP e SC-560, apesar do Ultimo apresentar aumento nao
significativo de 60%. Porém o tratamento com NS-398 (inibidor especifico de COX-2)
nao apresentou expressao proteica para este receptor.

O aumento da expressao génica de EP4 no tratamento com IBP e a tendéncia
de aumento da expressédo proteica observada no tratamento com SC-560, sugerem
gue este receptor pode estar associado na modulacédo nédo apenas de COX-2 como
apontado por Kambe et al. (2008). Mas também na modulacdo de COX-1, pelo fato
do IBP ser um inibidor ndo especifico de COX, inibindo ambas as isoformas; e pelo
SC-560 inibir apenas COX-1. Estes achados apontam que em resposta a inibicao
destas enzimas, a célula realizou um mecanismo compensatorio, com aumento de
sintese do receptor EP4, para assim aumentar a producdo de PGE,, e manter a
homeostase celular.

A expressdo de EP2 e EP4 é encontrada altamente regulada em tecidos
tumorais, como em cancer de colo retal e de mama (Chang et al., 2004; Sonoshita et
al., 2001). Estudos apontaram que EP4 esta super regulado em astrocitomas e em
GBM (Fiebich et al., 2001; Raza et al., 2004). E que a elevada concentracdo de
COX-2, através da ativacdo de EP2 e EP4, é um potencial modulador da progresséo
do GBM. Estes estudos corroboram com nossos achados, onde a expresséo
proteica de EP2 néo foi observada para nenhum dos tratamentos com os inibidores
de COX. Nao obstante, ndo foi observada expresséo proteica de EP2 e EP4 para o
tratamento com o inibidor especifico de COX-2, NS-398.

Portanto EP2 e EP4 estdo associados na modulacdo de COX-1 e COX-2 na
linhagem de glioma humano U251-MG. Além disso, também se conclui que a
inibicdo de COX-1 e COX-2 inibem a migracao celular, a proliferacdo e aumentam a

morte celular na linhagem U251-MG (Figura 32).
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Figura 32 — llustracdo demonstrando os principais resultados deste estudo
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Estes achados in vitro sdo muito positivos para futuras perspectivas de
terapias deste tumor tdo agressivo. O IBP € um anti-inflamatério de facil acesso e de
baixo custo em relacdo as terapias convencionais existentes para este tumor.
Porém, o tumor é multigénico, com diversos genes bloqueados, mutados ou super
expressos, o que dificulta a eficacia do tratamento. Sendo assim, acredita-se que 0s
experimentos realizados neste trabalho devem ser expandidos para outras linhagens
celulares com diferentes gendtipos a fim de verificar se a acao inibitéria da migracéo
e proliferacdo celular com este tratamento (IBP) também é eficaz. Contudo, sugere-
se em outra etapa do trabalho, realizar estes testes in vivo, para dessa maneira

conseguir analisar sistemicamente os efeitos desse tratamento.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a inibicdo de COX-1 e COX-2 através do
anti-inflamatério ndo esteroidal IBP, e dos inibidores seletivos SC-560 e NS-398,
respectivamente; inibiram a migracéo, a proliferagdo e aumentaram a morte celular
na linhagem U251-MG. Além disso, todos os tratamentos inibiram a expresséo
proteica do receptor de PGE,, EP2. Nao obstante, o tratamento com o inibidor
seletivo de COX-2, NS-398 inibiu a expressdao do receptor EP4. Portanto,
concluimos que COX-1 e principalmente COX-2 estdo associadas a PGE,, a qual
esta envolvida na migracao, proliferacdo e morte celular na linhagem U251-MG.

Estes achados sdo muito positivos em relacdo as futuras terapias, ja que o
IBP & um anti-inflamatorio de facil acesso e de baixo custo. Além disso, este estudo
demonstrou o potencial de COX, o que abre novas opcdes de tratamentos para este
tumor tendo como alvo mecanismos de inibicdo de COX e de PGE-.
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