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RESUMO

Gomes RG. Anadlise do perfil dos prostanoides e do seu papel no controle da migracéo
celular em gioblastoma. [Tese (Doutorado em Biologia Celular e Tecidual)]. Sdo Paulo:
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2016.

Glioblastoma (GBM; astrocitoma OMS grau IV) é o tumor cerebral mais comum e
agressivo em adultos. Apesar dos tratamentos intensivos envolvendo ressec¢do
cirdrgica, quimio e radioterapia, a maioria dos pacientes diagnosticados com GBM tem
uma sobrevida média de apenas 1 ano. As dificuldades relacionadas ao sucesso dos
tratamentos, em grande parte estdo relacionadas a elevada capacidade de migracdo e
invasdo das células tumorais de GBM para o tecido cerebral adjacente. Os prostanoides
(PGE,, PGD,, PGF,,, PGI, e TXA,) fazem parte de uma familia de compostos lipidicos
biologicamente ativos derivados do acido araquiddnico (AA) que estdo envolvidos em
varias funcdes fisioldgicas e patoldgicas. A producdo aumentada desses prostanoides,
especialmente de PGE,, estd envolvida com varios processos do desenvolvimento e
progressao do cancer, tais como a proliferacdo, apoptose e angiogénese. PGE, através
de diferentes vias de sinalizacdo é conhecida por influenciar no processo de migragédo
celular de varios tumores. No entanto, em GBM o papel destes prostanoides € pouco
compreendido. O objetivo deste estudo foi analisar in vitro o perfil de diferentes
prostanoides nas linhagens de GBM (T98G, A-172, U-138MG, U-251MG e U-87MG),
além de verificar o papel dos prostanoides e dos seus receptores na migracédo celular das
linhagens U-251MG e U-87MG. Os resultados demostraram um perfil de producdo dos
prostanoides da série 2 bem diferente entre as linhagens, além da ndo deteccdo dos
prostanoides da séries 1 e 3. A expressdao de COX-1, COX-2, mPGES1, mPGES?2,
cPGES, EP2, EP4, PGT e 15-HPGD foi observada pelas técnicas de PCR em tempo real
e imunofluorescéncia. Nos ensaios de migracdo, observamos um aumento da migragéo
celular nas linhagens U-251MG e U-87MG ap6s a adi¢do dos prostanoides exdgenos.
Nos tratamentos com 0s antagonistas dos receptores EP2 (AH6809) e EP4 (L161.982)
foi observado em ambas as linhagens a diminui¢do da capacidade de migracdo das
células em relagdo aos seus respectivos controles. Em conjunto esses resultados,
demonstram um papel importante dos prostanoides, especialmente PGE,, no processo
de migracdo das células de GBM. Sendo este efeito mediado, pelo menos em parte, por
uma alteracdo na resposta celular, seguida da ativacdo dos receptores EP2 e EPA4.

Palavras-Chaves: Glioblastoma. Prostanoides. Prostaglandina E,. Migracéo.
Receptores EP.



ABSTRACT

Gomes RG. Analysis of the profile of prostanoids and their role in the control of cell
migration in glioblastoma. [Ph.D Thesis (Cell and Tissue Biology)]. S&o Paulo: Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo; 2016.

Glioblastoma (GBM; astrocytoma grade 1V WHO) is the most common and aggressive
brain tumour in adults. Despite intensive treatments involving surgical resection,
radiotherapy and chemotherapy, most patients diagnosed with GBM have a median
survival of only 1 year. The difficulties involved in the success of treatments are largely
due to the migratory and invasive capacity of the GBM tumour cells to invade
surrounding brain tissue. The prostanoids (PGE,, PGD,, PGF,,, PGIl, e TXA,) are part
of a family of biologically active lipids derived from arachidonic acid (AA) that are
involved in various physiological and pathological functions. The increased production
of these prostanoids, especially PGE_, is involved in many developmental processes and
cancer progression, such as proliferation, apoptosis and angiogenesis. PGE,, through
different signaling pathways is known to influence the process of cell migration of
various tumours. However, in GBM the role of these prostanoids is poorly understood.
The aim of this study was to analyse the in vitro profile of different prostanoids in the
cell lines of GBM (T98G, A-172, U-138MG, U-251MG and U-87MG), as well as
analysing the role of prostanoids and their receptors in the migration of the U-251MG
and U-87MG cell lines. The results showed a varied production of series 2 prostanoids
among the different cell lines, and a lack of detection of series 1 and 3 prostanoids. The
expression of COX-1, COX-2, mPGES1, mPGES2, cPGES, EP2, EP4, PGT and 15-
HPGD was observed by real-time PCR and by immunofluorescence. In migration
assays treatment with exogenous prostanoids increased the migration of U-251MG and
U-87MG cell lines. Treatment with the EP2 receptor antagonist (AH6809) and EP4
receptor antagonist (L161.982) caused a decrease in the migration of both cell lines in
comparison with their respective controls. Together these results demonstrate the
important role of prostanoids, especially PGE;, in the migration process of GBM cells.
This effect is mediated, at least in part, by a change in cellular response, following the
activation of the EP2 and EP4 receptors.

Keywords: Glioblastoma. Prostanoid. Prostaglandin E,. Migration. EP Receptors
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1 INTRODUCAO
1.1 Tumores do SNC

O tumor de cérebro é um termo geral que inclui varios tipos de tumores
benignos e malignos, classificados com base na histopatologia em: tumores do tecido
neuroepitelial  (glioma); tumores das meninges incluindo meningioma e
hemangioblastoma; tumores de células germinativas e tumores da regido selar,
incluindo tumores da pituitaria e craniofaringioma (Fisher et al., 2007). Os tumores
cerebrais sdo um grupo bastante heterogéneo, possuindo grandes variagdes quanto a sua
origem, caracteristicas morfoldgicas, alteracdes genéticas, crescimento, capacidade de
invasdo, diferentes respostas ao tratamento e tendéncia a reincidéncia (Louis et al.,
2007; Ostrom et al., 2014).

Embora a incidéncia desses tumores seja relativamente baixa, cerca de 2% de
todas as neoplasias malignas, nas Gltimas décadas tém se tornado importante no cenério
epidemiolégico mundial devido ao aumento da sua incidéncia e mortalidade (Huttner,
2012).

No Brasil, a estimativa de incidéncia de tumores do SNC foi de 5,07 casos novos
a cada 100 mil homens e 4,05 a cada 100 mil mulheres (Instituto Nacional do Cancer -
INCA, 2014). Dentre todos os tumores cerebrais os mais frequentes sdo os tumores

originarios das células da glia, genericamente conhecidos com glioma.

1.2 Gliomas

Glioma é um dos tipos de tumores primarios mais comum do Sistema Nervoso
Central (SNC), derivados das células gliais. Estes tumores sdo responsaveis por
aproximadamente 30% de todas as neoplasias do SNC (Adamson et al., 2011).

Os gliomas sdo classificados de acordo com as caracteristicas histoldgicas em trés
grupos principais: astrocitomas, (derivados de astrocitos ou dos seus precursores),
oligodendrogliomas (derivados de oligodendrdcitos ou dos seus precursores) e
ependimomas (derivado das celulas ependimais ou dos seus precursores) (Gladson e al.,
2010; Louis et al., 2007) (esquema 1). Dentre as neoplasias classificadas como gliomas,

0 grupo dos tumores derivados dos astrocitos, os astrocitomas, constituem o principal
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tipo histoldgico entre os tumores priméarios do SNC, perfazendo aproximadamente 70%
casos.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) os astrocitomas séo
classificados em quatro graus de malignidade, que se baseiam na presenca de
indicadores como hiperproliferacdo endotelial, mitoses, necrose, atipia nuclear e
presenca de células atipicas.

Os tumores grau |, conhecidos como astrocitomas pilociticos, possuem lesdes
com baixo potencial proliferativo e com grandes chances de cura apds o tratamento. Os
astrocitomas difusos séo classificados como grau Il, por crescerem de forma lenta,
podendo ou ndo invadir o tecido cerebral normal adjacente.

Os tumores grau Il sdo os astrocitomas anaplasicos, possuem alta taxa de
proliferacdo e invasividade ao tecido normal, além de alta taxa de recorréncia. Por fim,
o tumor grau 1V denominado glioblastoma, corresponde a neoplasia com maior taxa de
atividade mitdtica, com tendéncia para a necrose e/ou proliferacdo microvascular,
podendo haver infiltracdo dos tecidos circundantes e disseminacdo cranio-espinhal
(Crocetti et al., 2012; Loius et al., 2016; Persano et al., 2013).

Astrocitoma Pilocitico

Grau I

Astrocitoma subependimal

. Astrocitoma Difuso
Astrocitoma Grau 11
Astrocitoma pilomixoide

Grau ITT

Xantoastrocitoma pleomorfico

10,6%

Astrocitoma anaplistico
Grau IV | P

Gliosarcoma

Grau | i

Subependimoma

Grau II Ependimoma mixopapilar

Ependimoma

Grau 11

Ependimoma anaplistico

Grau I1 Oligodendrogliona

Oligodendroglioma

Glioblastoma de células gigantes ]
-
Glioblastoma ]

Oligodendrogliona anaplastico

Grau III

Esquema 1 - Classificagcdo da OMS de tumores cerebrais gliais. Baseado em Louis et al., 2016.
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1.3 Glioblastoma (GBM)

Glioblastoma é o tumor cerebral primario mais frequente em adultos e criancas,
representando aproximadamente de 15-20% de todas as neoplasias intracranianas e 50%
entre os astrocitomas. Sua frequéncia é de 5 casos por 100 000 pessoas (Crocetti et al.,
2012; Dolecek et al., 2012; McCarthy, Kruchko, 2005).

O termo glioblastoma multiforme foi usado pela primeira vez em 1925 por
Globus e Straus como um substituto para a categoria conhecida como multiforme
spongioblastoma (Shabason, 2011).

Histologicamente, esse tipo de tumor € caracterizado por alta celularidade,
atipia nuclear, polimorfismo celular, intensa atividade mitética, presenca de necrose
com células em palicadas e proliferacdo microvascular, sinais tipicos de um cancer
agressivo (Loius et al., 2016). Anatomicamente, 0 GBM ocorre preferencialmente na
substancia branca subcortical dos hemisférios cerebrais. As regides mais comumente
acometidas sdo: lobo temporal (31%), parietal (24%), frontal (23%) e occipital (16%)
podendo se expandir para o tecido cortical adjacente e para o tronco cerebral (Ewelt et
al., 2011; Koul et al., 2012; Larjavaara et al 2007).

O potencial metastatico do GBM é extremamente reduzido, porém quando
presentes podem ser encontrados no baco, pleura, pulmdes, nédulos linfaticos, figado,
0ss0s, pancreas e intestino delgado. Acredita-se que o baixo potencial metastatico do
GBM ¢é em grande parte resultado da barreira criada pelo cérebro e meninges (Mujic et
al., 2006, Robert, Wastie, 2008; Urbanska et al., 2014).

Baseado em sua origem e caracteristicas clinicas, os GBMs podem ainda ser
subdivididos em primério e secundario (figura 1). Os glioblastomas primarios (ou de
novo) possuem um crescimento acelerado com curta historia clinica (inferior a 3 meses)
sem evidéncia de uma lesdo pré-existente. Correspondem a maioria dos casos de GBM
(cerca de 90% dos casos) e acometem, principalmente, pacientes mais idosos, com
idade aproximada de 60 anos. Além disso, molecularmente, eles apresentam mutacoes
em receptores de fator de crescimento epidermal (EGFR), perda de heterozigosidade
(LOH) da regido 10q, delecdes nos gene pl6 ou pl4, mutacdes no gene PTEN e no
TP53 (Ohgaki, Kleihues, 2007, 2013).

Em contrapartida, os glioblastomas secundérios desenvolvem-se através da
progressdo de um glioma de menor grau, como o astrocitoma difuso (grau Il) ou

astrocitoma anaplasico (grau IlI), sendo mais comum em pacientes mais jovens
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(aproximadamente 45 anos). Eles se caracterizam principalmente com maior frequéncia
de mutacbes no TP53, LOH do cromossomo 17p e alta expressdo do fator de
crescimento derivado de plaquetas tipo A (PDGFA) e o receptor de fator de crescimento
derivado de plaquetas tipo A (PDGFRa) (figura 1) (Ohgaki, Kleihues, 2007, 2013).

Genes/ local Patologia Sobrevida Célula de origem

| Grau II: Astrocitoma |

53 . Moderada Via progressiva
P53 mu —_—

PDGF/R OF proliferagio 510 anos

¢ invasao

&

Grau II: Astrocitoma Anapldsico

CDK4/6 amp Proliferagio é
RB mut invasao Q
19q loss Angiogénese 2-3 anos 5
11p loss Tratamento . . o
refratirio Genes/ local atologia Sobrevida
’ | Grau IV: Glioblastoma primdrio (~90%)
Grau IV: GBM secundirio | INK4aARF mut Significante
Shrati . EGFR Pl proliferagao
10q perda T Ciclina D1/3 amp/OE 30,6 ¢ necrose 9-12 meses
PTEN mut oLz MDM2/4 amp/OE Tratamento
invasdo e necrose 9-14 meses LOH 10p and 10q frataci
Tratamento PTEN mut R
refratdrio Bcl21, 12 OE
Idade: <45 > 45

Figura 1 - Vias moleculares envolvidas na formacao do glioblastoma. Adaptado de Ohgaki e
Kleihues (2007).

Por causa da natureza complexa e altamente heterogénea destes tumores,
recentemente inumeros estudos utilizando os dados do TCGA (Atlas Genémico do
Cancer) identificaram alteragdes genémicas que permitiu a subdivisdo dos GBM em
quatro subtipos distintos (Robertson et al., 2011; Verhaak et al., 2010). Neste sentido,
de acordo com a expressdo génica de um conjunto de mutacdes relacionadas ao
desenvolvimento deste tumor, o GBM foi caracterizado como proneural, neural,
classico e mesenquimal (Bleeker et al., 2012; Phillips et al., 2006).

Atualmente o protocolo mais indicado para o tratamento do GBM ¢ a ressec¢do
cirdrgica, seguida de quimioterapia e radioterapia (Lanzetta, Minniti, 2010). Entretanto,
a grande capacidade de migrar e invadir das células neoplasicas de GBM, junto com a

falta de delimitagcdo anatdbmica torna dificil o sucesso da resseccédo cirargica. Além do
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mais, a presenca da barreira hematoencefalica em conjunto com a heterogeneidade
celular e genética restringem a distribui¢do das drogas ao cérebro e limitam também a
eficacia dos quimioterapicos. Por isso, a sobrevida média para um paciente com GBM a
partir do diagnostico é de aproximadamente 14,6 meses (Alifieris, Trafalis, 2015;
Chang et al., 2007; Simpson et al., 1993).

Desta forma, o tratamento de GBM continua sendo um grande desafio devido a
baixa eficécia da terapéutica disponivel. Assim, é necessaria uma busca mais efetiva de
marcadores de prognostico e de novos alvos terapéuticos que possam melhorar a

sobrevida de pacientes portadores de GBM.

1.4 Prostanoides

Prostanoides é o termo usado para denominar uma de familia de compostos
lipidicos ativos contendo 20 carbonos, que incluem as prostaglandinas, prostaciclina e
tromboxano. Estes compostos lipidios sdo sintetizados a partir dos acidos graxos
poliinsaturados: acido dihomo-gama-linolénico (DGLA; precursor dos prostanoides da
série 1), &cido araquidonico (AA; precursor dos prostanoides da série 2) e &cido
5,8,11,14,17- eicosapentaendico (EPA; precursor dos prostanoides da série 3). Entre
estes precursores, 0 AA é 0 mais importante e predominante nos seres humanos (Bos et
al., 2004; von Dorp et al., 1964) (esquema 2).

As prostaglandinas (PGs) foram observadas pela primeira vez por Kurzrok e
Lieb, em 1930, no fluido seminal humano. Esta observacdo foi confirmada e
desenvolvida por von Euler (1935) e vinte anos depois Bergstrdm e Sjovall (1957),
purificaram com sucesso as primeiras PGs, denominadas PGE; e PGF,. Na decada de
70, ficou claro que as prostaglandinas tinham capacidade de desencadear uma
diversidade de acBes, porém os mecanismos e 0s locais de atuacdo das mesmas nédo
eram conhecidos. Nos anos seguintes com a identificacdo dos receptores ficou mais
facil o entendimento de acdo das prostaglandinas, tornando essa area atrativa e
importante (Gryglewski, 2008; Samuelsson, 1976).
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Esquema 2 — Metabolismo dos &cidos graxos essenciais.

Os prostanoides sdo formados pela maioria das células no corpo e atuam como
mediadores lipidicos autocrinos e parécrinos. Eles ndo sdo armazenados nas células,
mas sdo sintetizados em resposta a algum estimulo fisioldgico, patolégico ou
farmacolégico. A quantidade e o tipo de prostaglandina produzida dependem da
maquinaria enzimatica expressa no tipo de célular (Narumiya et al., 1999; Tootle,
2013).

A producdo dos prostanoides ocorre mediante de uma complexa cascata
enzimatica que tem inicio com ativacdo da enzima fosfolipase A, (PLA2) que por
hidrolise libera 0 AA da membrana celular (Figura 2).

Uma vez que o AA ¢ liberado, ele é modificado pela acdo das enzimas
ciclooxigenases (COX-1 e COX-2). As COXs sdo enzimas bifuncionais que possuem
duas atividades enzimaticas que ocorrem em dois sitios cataliticos distintos.

a) Atividade de ciclooxigenase: catalisa a oxidagdo e ciclizacdo do AA até

hidroperdxido prostaglandina G, (PGGs,).

b) Atividade de peroxidase: catalisa a peroxidacdo do hidroperdxido
prostaglandina G, (PGG,) até hidroxiperoxido prostaglandina H, (PGH,)
(Simmons et al., 2004)

Sintases especificas catalisam a conversdo da instavel PGH, as distintas PGs.

Para conversdo da prostaglandina E, sdo conhecidas trés sintases, duas isoformas
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microssomais (MPGES1 e mPGES2) e uma citosolica (cPGES). Todas as sintases de
PGE; estdo associadas a ambas as COXs, entretanto apresentam maior afinidade por
COX-2 (Murakami, Kudo, 2004).

Atualmente foram identificadas duas sintases de PGD, distintas: enzima L-

PGDS (lipocaina) e H-PGDS (hematopoética). Ambas possuem a capacidade de
converter PGH, em PGD; (Arima, Fukuda, 2011).
PGD; pode ainda sofrer reaccdes de desidratacdo/isomerizacdo para formar o
ciclopentanona prostaglandina 15-desoxi-12,14-A PGJ; (15d-PGJ,). Esta ciclopentanona
difere das outras prostaglandinas por ndo possuir uma prostaglandina sintase especifica
nem um receptor. Em vez disso, 15d-PGJ, atua através dos receptores de PGD; (DP1 e
DP2) e através da interacdo com o receptor ativado por proliferador de peroxissomo y
(PPARY) (Scher, Pillinger, 2005).

A sintase PGF (PGFS) converte PGH, em PGF,,. Porém, outras PGs podem
servir de substrato para a sintese de PGF,, Por exemplo, a PGD; pode ser convertida
pela AKR1B1 ao metabolito 9a,11BPGF; e a PGE; ser transformada pela enzima 9-
ceto-PGE; redutase (9K-PGR) em PGF,, (Smith et al., 2000, 2011).

No caso da PGIl, e TXA; as sintases responsaveis pela conversdo sao:
prostaciclina sintase (PGIS), e TXA sintase (TXS), respectivamente (Smith et al.,
2000).

Apdbs serem sintetizados, os prostanoides podem atravessar a membrana por
difusdo simples ou podem ser transportados para o meio extracelular através de uma
familia de proteinas de resisténcia a multiplas drogas (MDR) (Reid et al., 2003). No
meio extracelular, os prostanoides vdo se ligar aos seus receptores especificos para
ativar uma multiplicidade de vias celulares importantes (Kochel, Fulton, 2015). Existem
nove diferentes tipos de receptores para 0os prostanoides, denominados: DP1 e DP2
receptores de PGD,, EP1, EP2, EP3 e EP4 receptores de PGE,, FP receptor de PGF,,,
IP receptor de e PGl,, e TP receptor de TXA; (Narumiya et al., 1999; Narumiya,
FitzGerald, 2001; Tsuboi et al., 2002).

De maneira bastante simples, o0s receptores dos prostanoides podem ser
agrupados em trés grupos, baseado no tipo de proteina G a qual sdo acoplados, e

consequentemente em funcao das respostas celulares evocadas.
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Na primeira categoria estdo os receptores relacionados com atividade relaxante,
IP, EP2, EP4 e DP, os quais geralmente estdo acoplados a proteina Gs (estimulatéria) e
sua ativacéo estimula a producdo de AMPc pela adenilato ciclase (AC).

A segunda categoria é representada pelos receptores com atividade constritora
como o EP1, FP e TP, os quais estdo acoplados a proteina Gg, mediando o aumento dos
niveis intracelulares de Ca*.

O ultimo grupo € representado unicamente pelo receptor EP3, que esta acoplado
a proteina Gi (inibitoria), sua ativacdo inibe a AC, reduzindo os niveis de AMPc. E
importante ressaltar que apesar da especificidade da maioria dos receptores derivados da
via da COX, o receptor TP (do TXA;) também pode ser estimulado pelos prostanoides
PGE_,, PGI, e PGF,, (Bos et al., 2004; Coleman et al.,1994).

Embora a maioria das ligacbes dos prostanoides ocorra com 0s receptores da
superficie celular, em alguns casos, no entanto, certas prostaglandinas podem se ligar a
receptores nucleares. Entre eles, destacam-se 0s receptores nucleares pertencentes a uma
familia de receptores ativados por proliferadores de peroxissomo (PPARS), que regulam
0 metabolismo lipidico, a diferenciacéo e proliferacdo celular (Wang et al., 2007).

Os niveis intracelulares dos prostanoides, ndo sdo controlados apenas pela sua
sintese, mas também pelo seu processo de degradacdo enzimatica. A degradacdo tem
inicio com o transporte dos prostanoides do meio extracelular para o meio intracelular
pela proteina transportadora de prostaglandina (PGT), em seguida ha inativacdo dos
prostanoides, pela acdo da 15-hidroxiprostaglandina desidrogenase (15-PGDH)
(Schuster, 2002; Tai, Tong, 2007).
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Tabela 1 — Mecanismos de sinalizag&o dos prostanoides.
Baseado Ricciotti e FitzGerald, 2011.

Prostanoide Receptores Mecanismos e sinalizacao
Acoplado a Gq
EP1 Aumento de IP3

Aumento de Ca2+
Ep2 Acoplado a Gs

Aumento de cAMP
PGE, Acoplado a Gi
EP3 Diminui AMPc

Aumento de Ca2+
Acoplado a Gs

EP4 Aumento de cCAMP

Acoplado Gs
Aumento de cAMP
Acoplado a Gi

PGD; DP2 (CRTH2) Diminui AMPc
Aumento de Ca2+

DP1

Acoplado a Gq
FPA Ativa PLC

Aumenta AMPc

PGFza Acoplado a Gq
FPB Ativa PLC

Aumenta AMPc

Acoplado a Gs
Aumenta AMPc

PPAR/y Modulam inducgéo de genes

IP
PGlI,

Acoplado a Gq
Ativa PLC
TPa Diminui AMPc
Aumento de Ca2+

TXA, Acoplado a Gq
Ativa PLC
TPB Diminui AMPc
Aumento de Ca2+

Este processo da origem aos metabolitos com atividades biolégicas muito
reduzidas, que séo 13, 14-dihidro-15 ceto PGF,,, para PGFy, e 13, 14-dihidro-15 ceto
PGE_,, no caso de PGE,. PGD, serd metabolizada em PGs da série J (PGJ;, Delta 12
PGJ,, 15-deoxi-deltal2,14PGJ;) ou F (9al1BPGF;; isdbmero de PGFy,). O TXA; e a
PGI; sdo instaveis e sdo degradadas em seus metabolitos inativos TXB; e 6-ceto-PGF,

respectivamente. (Holla et al., 2008; Korbecki et al., 2014; Wang, DuBois, 2007).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=DuBois%20RN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17374999
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Figura 2 - Biossintese dos prostanoides.

1.5 Prostaglandina E; (PGE;) e o cancer

Entre os prostanoides, PGE, é a prostaglandina mais abundante do organismo,
sendo produzida por vérias células, como os fibroblastos, leucécitos e células renais.
Este mediador lipidico é o principal membro da familia das prostaglandinas, pois
desempenha um importante papel em diversos sistemas fisiol6gicos, como o sistema
gastrointestinal, renal, cardiovascular e reprodutor, além de ser o principal mediador da
inflamacdo (Greenhough et al., 2009; Wang, Dubois, 2010).

Por outro lado, PGE; também esta envolvido em agdes patologicas, como no
cancer, promovendo o crescimento e sobrevivéncia celular do tumor através de varios
mecanismos, incluindo aumento da proliferacdo, inibicdo da apoptose, aumento da
migracdo e invasdo, angiogénese e inflamacdo cronica (Figura 3).(Wang, DuBois,
2006).
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Figura 3 - Influéncia de PGE, no cancer.

Niveis elevados de PGE, sdo encontrados em varias neoplasias humanas,
incluindo célon, pulmdo, mama e cancer de cabega e pesco¢o, e por muitas vezes
associadas a um mau prognéstico (Wang, DuBois, 2010).

PGE; estimula a proliferacdo celular, aumenta a sobrevivéncia celular, e inibe a

apoptose através da ativacdo de vias pro-sobrevivéncia, tais como a PI3K, Erk, EGFR,
Bcl-2 e NF-kB (Wang, Dubois, 2010).
Em relacdo a migracdo e invasdo, PGE, estimula a regulacdo positiva do receptor
CCRY7, ativacdo de Rap, e de EGFR (Buchanan et al., 2006; Pan et al., 2008; Sheng et
al., 2001; Wu et al., 2011). PGE, também aumenta a adesdo através da expressdo
elevada da integrina a3p1, além de aumentar a producdo da MMP2 (lIto et al., 2004;
Mitchell et al., 2010). Quanto a angiogénese, PGE;, induz a expressdo de Fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF) (Chang et al., 2004; Sonoshita et al., 2001).
Além disso, PGE, € um mediador chave no crosstalk entre as células tumorais e as
células estromais no microambiente tumoral. PGE, também contribui para a criagdo de
um tumor promovendo a inflamagcdo do microambiente e suprimindo a ativacdo do
sistema imunitario (Wang, Dubois, 2010).

A relevancia biologica do aumento da producdo de PGE; nos tumores ainda nao
foi totalmente estabelecida. Em relacdo aos tumores cerebrais poucos trabalhos foram
publicados sobre o papel de PGE,. De acordo com Anagnostopoulos-Schleep et al.,
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(1988) PGE; ¢ sintetizado e liberado em varios tumores cerebrais, incluindo GBM. Em
outro estudo, também foi observado que os tumores cerebrais malignos continham uma
alta concentracdo de PGE; e que a remocdo cirargica reduziu a producao de PGE; (Loh
etal., 2002).

Recentemente no trabalho Brocard et al., (2015) foi demonstrado que a adicao de
PGE; exdgena em culturas priméarias de GBM, aumentou a sobrevivéncia e proliferagcdo
das células analisadas.

Chiu et al., (2010) observou que a ativacdo de PKC por PGE; na linhagem U-
87MG aumentou a invasdo/migracdo em GBM. Em outro estudo a adi¢cdo exdgena de
PGE, na linhagem de glioma humano T98G causou significante aumento na
proliferacdo e na migragdo celular, além de uma diminuicdo na apoptose (Gomes,
Colquhoun, 2012).

Tomados em conjunto, podemos sugerir que PGE, desempenha um papel

importante no desenvolvimento de GBM.

1.5.1 Ciclooxigenases (COX)

A COX, também conhecida como prostaglandina-endoperoxido sintase (PGHS),
€ uma enzima chave na conversdo de AA em PGs e outros eicosanoides. Atualmente,
séo conhecidas trés isoformas da COX, denominadas como ciclooxigenase-1 (COX-1),
ciclooxigenase -2 (COX-2) e ciclooxigenase -3 (COX-3), sendo as duas primeiras as
mais estudadas, enquanto que a terceira foi recentemente descoberta (Rouzer, Marnett,
2009; Smith et al., 1996; Zidar et al., 2009).

A COX-1, isolada por Hemler e Lands (1976), € expressa constitutivamente na
maioria dos tecidos normais, sendo necessaria nas funcées fisiologicas de preservacao
do fluxo sanguineo renal, agregacdo plaquetaria, hemostasia, e citoprotecdo da mucosa
gastrointestinal (Appleby et al., 1994).

No SNC, a COX-1 esta presente de forma constitutiva em neurdnios, astrocitos,
células da microglia e participa da sintese dos prostanoides envolvidos com a
homeostase (Yagami et al., 2015).

Ao contrario da COX-1, a COX-2 pode ser expressa constitutivamente ou ser
induzida em varios tipos celulares desempenhando um importante papel fisioldgico e
fisiopatoldgico. A expressdo constitutiva dessa isoforma é restrita aos rins, sistema

gastrico, areas do sistema nervoso central bem como tecidos envolvidos na reproducéo.
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Na maioria dos tecidos normais a expressdo da COX-2 é induzida de forma transitoria
por estimulos pro-inflamatdria, fatores de crescimento, citocinas e promotores tumorais
(Applebyet al., 1994).

Apesar de serem proteinas semelhantes com aproximadamente 60% de
homologia e peso molecular de cerca de 70 kD, a COX-1 e a COX-2 séo codificadas
por genes distintos localizados nos cromossomos 9 e 1, respectivamente. (Smith et al.,
1996). Ambas as enzimas estdo localizadas na superficie interna do reticulo
endoplasmatico e nas faces interna e externa da membrana nuclear; COX-2, no entanto,
estd relativamente mais concentrada no envoltorio nuclear (Merlie, 1988; Needleman,
Isakson, 1997; Vane et al., 1998).

Tabela 2 — Diferencas entre COX-1 e COX-2. Fonte: Baseado em Simmons et al., (2004).

Caracteristicas COX-1 COX-2

Peso Molecular 71 71
Numero de 576 587
aminoacidos

Membrana plasmaética
Membrana do reticulo

Localizagédo Membrana plasmatica endoplasmtico
Membrana nuclear
. o Acido araquidénico
Substrato Acido araquidonico _ Dihomo-y-linoleato
Dihomo-y-linoleato Acido eicosapentanéico

Acido linolénico

Recentemente foi sugerida a existéncia de outra isoforma, que recebeu a
designagéo de COX-3 (Chandrasekharan et al., 2002). Muitos autores acreditam que a
COX-3 € uma variante da COX-1 (pois é derivada do mesmo gene), por isso
consideram que a denominacdo mais apropriada seria COX-1b (Dinchuk et al., 2003).
Em humanos, ratos e camundongos a expressdo desta enzima encontra-se distribuida
principalmente no cértex cerebral, medula espinhal e coragdo (Chandrasekharan et al.,
2002). Um papel funcional para COX-3 na fisiologia humana e fisiopatologia ainda nédo
foi estabelecida (Shaftel et al., 2003).

Apesar do papel de destaque dado a COX-2, cada vez mais estudos demostraram
gue COX-1 também participa no desenvolvimento dos tumores. A expressao aumentada
de COX-1 foi demostrada em céancer de colo do Utero, mama, ovério e da vesicula biliar
(Allaj et al., 2013; Firstenberger et al., 2006; Gupta et al, 2003).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Appleby%20SB%5Bauth%5D
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Ferrandez et al., (2012) usando modelos de animais e amostras de adenomas
colorretais humanos constataram que a expressao da COX-2 s estava presente em
polipos com mais de 1 mm, enquanto que a expressdao da COX-1 foi observada em
polipos de todos os tamanhos. Esses resultados sugerem que a COX-1 pode
desempenhar um papel importante nos estados mais iniciais do cancer, enquanto a
COX-2 parece ser essencial no desenvolvimento mais tardio do mesmo.

Os dados publicados a partir de um estudo realizado por Daikoku et al., (2005)
em cultura primaria de cancer de ovario, mostraram que o uso do inibidor seletivo da
COX-1 (SC-560) reduziu a proliferacdo celular e aumentou a apoptose. Em contraste, 0
uso do inibidor seletivo da COX-2 (celecoxib), teve pouco efeito sobre o crescimento
do tumor. Estudos similares de Li et al., (2009) com o inibidor SC-560, também reduziu
a proliferacdo celular em 21% na linhagem SKOV3 (carcinoma de ovario).

Lee et al., (1995) observaram que os niveis séricos da COX-1 diminuiu em 50%
dos pacientes ap0s a cirurgia para remocao do cancer de ovario. Além disso, foi visto
que a deficiéncia de COX-1 em modelo de rato para de cancer pele reduziu em 75% a
tumorigénese dos animais. Em animais nocautes para COX-1 a reducdo da
tumorigénese intestinal também foi observada quando comparados com 0s animais
controles (Chulada et al., 2000; Tiano et al., 2002).

Recentemente Wilson et al., (2015) mostraram uma expressdo mais elevada da
COX-1 em relacdo a COX-2 em cancer do ovario seroso de alto grau (HGSOC) e outros
10 tipos de tumores.

A expressdo elevada das COXs, principalmente COX-2, é frequentemente
observada em diferentes tipos de cancer, como pulmdo, gastrico, mama, prostata,
ovario, esdfago, pancreas e cabeca e pescoco (Allaj et al., 2013; Cao, Prescott, 2002;
Davis et al., 2005; de Groot et al., 2007; Dong et al., 2010; Vaish, Sanyal, 2012). A
desregulacdo da expressdo de COX-2 conduz a um aumento na biossintese PGE; e a
inducdo da inibicdo da apoptose (Yamanaka et al., 2006), aumento do potencial
metastatico (Kang et al., 2011; Singh et al., 2007), promog¢éo de angiogénese (Gately,
Li, 2004), evasdo imune e resisténcia a imunoterapia do cancer (Liu et al., 2015).

No trabalho realizado por Bing et al., (2015) o uso do inibidor seletivo da COX-
2 (Celecoxib) reduziu significativamente o tamanho e o numero de adenomas em
polipose adenomatosa familiar (FAP).

No estudo realizado por Glover et al., (2011) foi visto por munohistoquimica
que a expressao da COX-2, estava aumentada em aproximadamente 42% dos canceres
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de mama analisados. No tumor de NSCLC (carcinoma de pulmdo de células nédo
pequenas) a taxa de expressao da proteina COX-2 foi 90% mais elevada do que no
tecido normal (Li et al., 2011).

No cérebro, a situacdo da COX-2 parece ser particularmente complexa uma vez
que é constitutivamente expressa sob condi¢cdes normais e significativamente elevado
durante doencas neurodegenerativas e tumorigénese (Castellone et al., 2005; Gupta,
DuBois, 2001; Shono et al., 2001; Williams et al, 2000).

Em tumores cerebrais, a correlacdo entre a expressdo aumentada da COX-2
versus o grau de malignidade do tumor tem sido observada (Shono et al, 2001; Hara,
Okayasu, 2004). Em um estudo realizado com 60 amostras de GBM, foi visto uma
expressdao aumentada e homogénea da COX-2 em todas as amostras analisadas (Lalier
etal., 2007).

Recentemente no estudo realizado por Oksuz et al., (2016) com a inoculacéo da
linhagem C6 em ratos Wistar demonstraram a presenca do mRNA das COX-1, COX-2
e COX-3 no tecido tumoral e nos tecidos normais do cérebro. No tecido tumoral a
expressao da COX-3 foi significantemente mais elevada em relacédo ao tecido cerebral
normal, enquanto que a COX-1 e COX-2 ndo mostraram diferencas entre os dois
tecidos.

Devido a estas evidéncias, tem-se sugerido que a inibicdo da expressao das
COXs provoque um efeito anticancerigeno, suprimindo o desenvolvimento e invasao

das neoplasias (Jia-Jun et al., 2012).

1.5.2 Sintases (MPGES1, mPGES2 e cPGES)

Nos ultimos anos, um esforgo significativo tem sido dirigido para o
desenvolvimento de outros alvos enziméticos dentro da via do AA, incluindo as
prostaglandinas sintases.

A sintese de PGE; ocorre através de trés sintases distintas que incluem duas
isoformas microssomais, a prostaglandina E sintase-1 microssomal (mMPGES1) e a
prostaglandina E sintase-2 microssomal (mPGES2), e uma isoforma citosolica,
prostaglandina E sintase citosolica (CPGES) (Jakobsson et al., 1999).

A mPGESL1 é uma forma induzivel gque esta acoplada principalmente a COX-2.

Tipicamente a expressdo de mPGESL1 é mantida em niveis baixos na maioria dos tecidos
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normais. Porém, num numero limitado de oOrgdos, tais como pulmao, rim e 0rgaos
reprodutores a expressao da mPGES1 é abundante e constitutiva (Jakobsson et al.,
1999; Murakami, Kudo, 2006).

A mPGES2 é uma proteina de membrana associada ao Golgi, expressa
constitutivamente em varios tecidos humanos. Ao contrario da mPGES1, a mPGES2
ndo é induzida por sinais pro- inflamatdrios e liga-se a COX-1 e COX-2 para produzir
PGE; (Murakami et al., 2003).

Ja a cPGES ¢é uma proteina citosolica expressa constitutivamente no citosol em
varios tecidos e células. Esta sintase participa da producdo de PGE, ligando-se
especificamente com a COX-1 (Tanioka et al., 2000).

Como no caso das COXs, quantidades elevadas das PGES, principalmente da
mPGESL, tem sido encontradas em tumores de diferentes tipos, sendo relacionadas com
varios processos importantes na tumorigénese (Radmark, Samuelsson, 2010).

Em GBM a expressdo elevada das trés sintases foi encontrada em 94 amostras de
pacientes, enquanto que na linhagem U87-MG a expressao constitutiva da mPGES1
estd associada com 0 aumento da producao de PGE; e com o estimulo de crescimento da
linhagem, em comparacdo com astrécitos primarios humanos (Mattila et al., 2009;
Payner et al., 2006). A inibicdo da expressdo e da atividade de mPGES1 na mesma
linhagem, bloqueou a producdo de PGE; e diminuiu a sua proliferagdo. Em outro
estudo, a sensibilidade de culturas primarias de GBM a apoptose foi aumentada pela
expressao aumentada de mPGES1, ao passo que 0 nocaute da sua expressao (por
shRNA), diminuiu a sensibilidade apopt6tica in vitro além de estimular o crescimento

do tumor in vivo (Lalier et al., 2007).

1.5.3 Receptores de PGE,

PGE, pode interagir com qualquer um dos seus quatro subtipos de receptores
especificados como EP1, EP2, EP3 e EP4 para ativar varias vias de sinalizagdo
intracelulares diferentes (figura 4) (Sugimoto, Narumiya, 2007). A interacdo entre PGE;
e seus receptores tém sido estudada extensivamente, devido a sua associagdo com 0
desenvolvimento do cancer.

O tratamento de células de melanoma (A375 e Hs294T) com agonista especifico
de EP2 ou de EP4 estimulou a capacidade de migracdo dessas células (Vaid et al.,

2015). Por outro lado, em um estudo realizado com linhagens de tumores mamarios
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murinos e MCF-7, o silenciamento do receptor EP2 por siRNA e a inibicdo pelo
antagonista (AH6809), diminuiram significativamente a proliferacéo celular e o nimero
de metéstases, concomitante com a reducdo da expressdo de MMP-2 e MMP-9 em
cancer de mama (Cheuk et al., 2015; Max et al., 2006).

Em carcinoma de pulméo, estudos usando camundongos nocaute para EP3 (EP3"
"), mostraram que a sinalizacdo de EP3 €é necesséria para metastase e invasao do tumor
(Amano et al., 2009).

Em outro estudo feito em cancer de colon, com ratos nocautes para 0s receptores
EP1 e EP4 revelaram uma diminuicdo no numero e o tamanho dos poélipos (Mutoh et
al., 2002; Wang, Dubois, 2006).

Além disso, a alta expressdo de EP4 também foi correlacionada com pior
sobrevida dos pacientes com gliomas de graus Il e IV e nas linhagens U-87MG e
LN198 (Ochs et al., 2015).

E importante realcar que apesar dos diversos estudos que apontam para o papel
dos receptores EPs no cancer, ainda ndo se conhece detalhadamente como isso ocorre.

PGE,
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Figura 4 - Mecanismos de transducdo de sinal dos receptores EPs de PGE..
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154 PGT e 15-PGDH

Os niveis de PGE; no organismo ndo sdo controlados apenas pela taxa de sua
producdo, mas também pela sua velocidade de degradacdo. A degradacdo dessa
prostaglandina ocorre em um processo dividido em dois passos (figura 5) (Nomura et
al., 2004).

O primeiro passo € mediado pela PGT, que transporta PGE, do meio extracelular
para 0 meio intracelular. Este transportador pertence ao grupo de transportadores de
anions organicos (OATP), classificadas dentro da superfamilia dos carreadores
organicos soltveis (SLC), membro 2A1 (SLCO2A1). O grupo OATP, em humanos,
consiste de 11 membros, incluindo 10 OATPs e a PGT, classificada como OATP2A1. O
décimo primeiro dominio transmembranar €, possivelmente, a regido da PGT que
confere especificidade no transporte somente de prostaglandinas (Bao et al., 2002;
Schuster, 2002).

O segundo passo para a inativacdo de PGE; ocorre no citoplasma, onde a enzima
15-PGDH catalisa a formacdo de 15-ceto-PG. A 15-ceto-pgez posuue atividade

bioldgica reduzida (Ensor, Tai, 1995).

15-HPGD

l Degradacio

15-ccto-PGE,

Figura 5 - Via de degradacdo de PGE,.
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Estudos mostraram que a diminuicdo nos niveis de expressao de PGT ou 15-
PGDH é uma forma muito eficaz para o aumento nos niveis enddgenos de PGE,
(Kochel, Fulton, 2015). Em tumores, a diminui¢do nos niveis de expressdo de PGT e
15-PGDH também estdo relacionadas com o aumento de PGE; no microambiente
extracelular, o que contribui para o desenvolvimento do tumor (Smartt et al., 2012).

Estudos demostraram que a expressao de PGT esta desregulada em céncer de
estdbmago, ovario, renal e de pulmao. Na linhagem celular de céncer colorretal humano
HCA-7, a expressao aumentada de PGT reduziu os niveis de PGE; no meio extracelular
e aumentou os niveis intracelulares de 15-ceto-PGE, (Backlund et al., 2005). No
entanto, pouco se sabe sobre o papel de PGT no cancer, acredita-se que PGT possa
colaborar funcionalmente com 15-PGDH para inativar PGE; (Kochel, Fulton, 2015).

A 15-PGDH, atualmente, vem sendo considerada como um possivel supressor
de tumor antagonizando com a acao de COX-2, uma vez que a diminuicdo da expressdo
da 15-PGDH esta associada com o aumento da tumorigénese no cancer de mama, célon,
pulméo (Ding et al., 2005)

Em GBM, a 15-PGDH esta sendo relacionada com o processo de crescimento
celular. Em um estudo realizado com a linhagem celular T98G, foi visto que, quando a
enzima COX-2 foi inibida, ocorreu uma expressdéo aumentada de 15-PGDH e
consequentemente uma redugéo no crescimento celular. Em contrapartida, quando a 15-
PGDH foi inibida, o crescimento celular da T98G foi restaurado (Wakimoto et al.,
2008).

Em geral, os genes envolvidos na sintese de PGE; sdo vistos como sendo crucial
em muitos eventos associados com o desenvolvimento do cancer. Entender e
caracterizar as consequéncias patoldgicas de cada um desses genes poderia ser de

importancia vital para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas futuras.

1.6 Migracéo Celular

A migracdo celular é um processo em que as células se movem em resposta a
estimulos no ambiente celular. Este processo desempenha um papel fundamental em
muitos processos fisioldgicos diferentes, tais como a embriogénese, formacdo e
manutencdo de novos tecidos, trafico das células do sistema imune, cicatrizacdo de

feridas e inflamacéo (Lauffenburger, Horwitz, 1996).
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O processo de migracdo celular é altamente coordenado entre proteinas do
citoesqueleto, moléculas de adesdo celular e da matriz extracelular, a fim de mover a
célula a partir de uma posicao para outra. Este processo pode ser dividido nas seguintes
etapas: formacao de lamelipddios na parte dianteira do corpo celular, formacao de novas
adesOes focais aos componentes da MEC, degradacdo local da MEC por meio das
MMPs e finalmente o deslocamento do corpo celular e retracdo da parte traseira da
célula (Friedl, Wolf, 2003).

Cada uma destas etapas envolvem interagdes complexas e coordenadas entre
proteinas do citoesqueleto, moléculas de adesdo celular, matriz extracelular e vias de
sinalizagéo externas e internas extremamente coordenadas (Le Clainche, Carlier, 2008).
Qualquer alteracdo na regulagdo de um desses mecanismos pode resultar em patologias,
tais como defeitos de nascenca, doencas autoimunes, inflamacdo cronica e cancer
(Friedl, Wolf, 2010).

A migracdo das células tumorais tem um papel fundamental na invasdo e na
progressdo do tumor, uma vez que estd intimamente ligada a capacidade do tumor
metastizar. Estudos tém mostrado que 90% das mortes relacionadas com o cancer é

devido a metastases (Bacac, Stamenkovic, 2008; Guan, 2015).

#——"_'-&hb

Figura 6 - Representacdo esquematica de uma célula de GBM migrando. a: membrana basal, b:

endotélio, c: hemacias, d: célula de GBM e e: direcdo da migragéo.

A biologia tumoral do glioma é bem diferente dos tumores nao cerebrais, pois 0
tumor glial encontra-se confinado num espago delimitado pela caixa craniana onde
cresce somente nos espagos ventriculares preenchidos por fluido cefalorraquidiano ou
destruindo e se infiltrando no parénquima cerebral sadio. Sua disseminacdo deve-se,
portanto, a sua capacidade de migracao celular ativa através do tecido cerebral (Claes et
al., 2007).
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Este comportamento migratorio junto com a sua capacidade de invadir o tecido
normal € um dos aspectos importante no desenvolvimento e na evolugdo dos gliomas,
além de estar relacionado com fenétipo maligno. O comportamento migratorio do
glioma foi caracterizado no inicio da década de 40, quando foi mostrado que as células
neoplasicas de glioma tinham uma grande capacidade de migrar para o parénquima
cerebral e também o hemisfério contralateral (Scherer, 1940).

Células individuais de GBM sdo capazes de se infiltrar em direcdo ao tecido
normal de 4 a 7 cm a partir da massa tumoral (Silbergeld, Chicoine, 1997). O caminho
de migracdo das células de GBM néo € aleatorio, muitas vezes as células invadem o
tecido sadio através da membrana basal dos vasos sanguineos, o espaco subpendimal
(glia limitante externa) e através da substancia branca (figura 6) (Bellail et al., 2004).

Esta natureza invasiva e migratdria tem sido uma das principais limitacdes para
uma ressecc¢do cirargica bem sucedida, além de ser a principal causa de reincidéncia do
tumor. Dos pacientes que passam por resseccdo cirdrgica, 90% dos casos
desenvolveram novas lesdes cerca de 2-3 cm do local original ou em locais distantes no
cérebro. Além disso, as células que migram podem apresentar uma altera¢do nos genes
pré apoptéticos e de proliferacdo, diminuindo assim a sua susceptibilidade a agentes
citotoxicos (Cuddapah et al., 2014; Demuth, Berens, 2004; Joy et al, 2003; Mariani et
al., 2001).

Portanto, compreender 0s mecanismos de migracdo/invasdo dos tumores
cerebrais e suas intera¢cdes com o tecido circundante é um tema de grande importancia.

Devido ao fato de que os mecanismos moleculares da migracéo celular GBM e
invasdo sdo altamente complexos, posterior identificacdo de novas moléculas candidatas
que participam nestes processos é crucial para o desenvolvimento de terapia-alvo para
GBM.
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2 OBJETIVOS

Objetivo geral

O principal objetivo desse estudo foi analisar in vitro o papel e os mecanismos
de PGE; e seus receptores EP2 e EP4 na migracdo celular das linhagens de gliomas
humano U-251MG e U-87TMG.

Obijetivos especificos

Este estudo teve como objetivos:
A. Avaliar a expressdo génica das proteinas envolvidas na biossintese de PGE;
(COX-1, COX-2, cPGES, mPGES1, mPGES2, EP2, EP4, PGT e 15-HPGD) nas
linhagens de GBM U-251MG e U-87MG

B. Avaliar a expressao proteica de COX-1, COX-2, cPGES, mPGES1, mPGES2,
EP2, EP4, PGT e 15-HPGD nas linhagens de GBM U-251MG e U-87MG.

C. Monitorar o perfil de producdo de 20 produtos da via das ciclooxigenases:
6kPGF1,,, TXB3, TXB,, PGEs, PGFy,,, PGF;,, PGDs, PGE,, PGE;, 13,14dhPGF,,,
PGD;, PGD,, 15kPGE;, 13,14dh15kPGF,,, 13,14dh15kPGFi,, 13,14dh15kPGE,,

13,14dh15kPGE;, PGJ,, deltal2PGJ,, 15dPGJ; nas linhagens U-251MG, U-87MG,
T98G, A-172 e U-138MG.

D. Determinar os efeitos da adicdo exdgena de PGE;1, PGE,, PGD;, PGD,, PGFy, €
PGF,, na migracdo celular das linhagens U-251MG e U-87MG.

E. Determinar os efeitos da adicdo exdgena dos antagonistas dos receptores EP2
(AH6809) e EP4 (L-161982) na migracdo celular das linhagens U-251MG e U-
87TMG.

F. Determinar os efeitos da adicdo exdgena de PGE; e dos antagonistas dos
receptores EP2 (AH6809) e EP4 (L-161982) na migragéo celular das linhagens U-
251MG e U-87MG.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Culturacelular

As linhagens celulares utilizadas neste estudo foram gentilmente cedidas pelo
laboratorio da Profa. Dra Eugenia Costanzi-Strauss (U-251MG), originalmente da
ATCC, Prof. Dr Carlos Frederico Martins Menck (U-87MG e U-138MG) do ICB e
da Profa. Dra Silvya Stuchi Maria-Engler (T98G e A-172) da FCF, USP.

v' U-251MG: Linhagem celular com propriedede de crescimento aderente,
morfologia pleomorfica.

v' U-138MG: Linhagem celular com propriedade de crescimento aderente,
morfologia poligonal.

v' T98G: Linhagem celular com propriedade de crescimento aderente,
morfologia semelhante a fibroblasto, com potencial altamente invasivo
quando cultivado em matrigel.

v' A-172: Linhagem celular com propriedade de crescimento aderente apresenta
comportamento ndo invasivo.

v' U-87MG: Linhagem celular com propriedede de crescimento aderente,
morfologia epitelial e potencial invasivo.

As linhagens celulares foram cultivadas em frascos de cultura celular
contendo meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB) e antibiético (penicilina 50 U/ml e estreptomicina
50 pg/ml).

As células foram mantidas em estufa a 37 °C com 5% de CO, e 95% de
umidade, sendo o0 meio de cultura trocado a cada dois dias ou sempre que necessario.

Ap0s atingirem 80% de sua confluéncia, as células foram enzimaticamente
desagregadas dos frascos com solucédo de tripsina/EDTA (0,1% de tripsina e 1 mM
de EDTA) centrifugadas e ressuspendidas em DMEM com 10% SFB. A suspenséo
celular foi subsequentemente dividida em novos frascos de cultura para garantir a
manutencdo das células e o preparo dos experimentos.

Os estoques celulares foram congelados em aliquotas contendo 10% de SFB e

10% de DMSO (dimetilsulféxido) e mantidas em nitrogénio liquido.



42

3.2 Analise da expressao génica através do qRT-PCR
3.2.1 Extracio do RNA

A extracdo do RNA foi feita segundo o protocolo indicado pelo fabricante do
reagente de TRIzol (Invitrogen). Inicialmente, as linhagens celulares
(aproximadamente 50 - 100 mg) foram homogeneizadas com o auxilio de um
aparelho Politron PT com 1 mL de Trizol. Ap6s 5 minutos de incubacdo a
temperatura ambiente, foi adicionado cloroférmio (200 ul), a mistura foi
homogeneizada lentamente e incubada novamente a temperatura ambiente, por 15
minutos e centrifugado (10600 rpm a 4 °C) para a separagédo de fases.

A fase aquosa (superior, transparente), onde o RNA esta presente, foi
coletada e transferida para um novo tubo. A precipitacdo do RNA foi feita com
adicéo de isopropanol (500 pL), seguida de centrifugacdo a 12000g por 10 minutos,
a 4 °C. O sobrenadante foi entdo descartado, e o precipitado contendo o RNA lavado
em alcool 75%, para ser novamente centrifugado (10600 rpm, 10 minutos a 4 °C).
Apo6s a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o RNA dissolvido em agua
tratada com dimetil pirocarbonato inativa (DEPC) (30 - 50 pL).

As amostras foram quantificadas através da leitura em espectrofotdmetro no
equipamento Epoch, nos comprimentos de onda 260 e 280 nm. A pureza do RNA foi
avaliada pela razdo A260/280, na qual os valores maiores que 1,8 foram
consideradas de pureza satisfatéria. A integridade do RNA extraido foi verificada
através de eletroforese em gel de agarose (1%) contendo brometo de etidio sendo o
produto visualizado no equipamento de imagens quimioluminescente G-Box. O

RNA purificado foi armazenado no -80 °C até a sua utilizagéo.

3.2.2 Sintese do DNA complementar (cDNA)

A sintese de cDNA (DNA complementar) foi realizado utilizando-se a
enzima M-MLV Reverse Transcriptase, de acordo com as recomendagdes do
fabricante. Para cada amostra utilizou-se 1 ug (linhagens celulares), 2 ul de Random
Primer, 2 ul de desoxirribonucleotideos (dNTPs) e 12 ul de agua milli-Q
autoclavada. As amostras foram incubadas no termociclador a 65 °C por 2 minutos e
imediatamente transferidas para o gelo por 2 minutos. ApoOs esta etapa, foi
adicionado as amostras 4 pul de RT buffer 5 x, 2 ul de DTT e 1 ul de RNAse OUT e

incubadas no termociclador a 37 °C por 2 minutos. Em seguida, foi adicionada as



43

amostras 1 ul de M-MLYV e incubadas no termociclador a 25 °C por 10 minutos, 37
°C por 50 minutos e 70 °C por 10 minutos.

A integridade do cDNA foi observada através de eletroforese em gel de
agarose (1%) contendo brometo de etidio sendo o produto visualizado no

equipamento de imagens quimioluminescente G-Box (figura 7 A).

3.2.3 Desenho dos primers

As sequéncias dos primers utilizados para as amplificacGes dos genes nos
experimentos de qPCT-PCR foram desenhados com o auxilio do software
PerlPrimer (Marshall, 2004). Para garantir a eficiéncia e especificidade dos primers
alguns critérios foram adotados como: quantidade de CG entre 30 e 80%,
amplificagdo de fragmentos com tamanho entre 50-150pb, temperatura de
anelamento entre 58 °C e 60 °C e incapacidade de formacdo de dimeros ou
estruturas secundarias. Além disso, a fim de evitar o risco de possiveis amplificacGes
de produtos do DNA gendmico, os pares de primers foram desenhados em éxons
diferentes para cada um dos transcritos analisados. Todos estes critérios tiveram com
objetivo garantir a eficiéncia e especificidade das reacdes e ser 0 mais rigoroso
possivel em relacdo aos mesmos. O programa Primer Express 3.0 foi utilizado para
verificar a temperatura de anelamento, presenca de estruturas secundarias e
proporcdo CG.

Os primers desenhados foram checados quanto a sua especificidade

pelo programa pelo BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Foi utilizado como

normalizador o gene TBP (TATA box binding protein). (Aithal, Rajeswari et al.,
2015; Valente et al., 2009). Os primers utilizados foram sintetizados pela Invitrogen
(Tabela 3).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
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Tabela 3 - Sequéncias dos primers utilizados em reacdes de RT-PCR

Gene Sense Antisense
COX-1 GAAACCCTACACCTCCTTCC CCACTGGCATCGTGATGGA
COX-2 TCAGCCATACAGCAAATCCT CTTGAAGTCGGTAAGTATGTAGTG
cPGES GTGATGAGGATGTAGATTTACCAG | GCCTTTAGAGCTATCAACTCAGGA
mPGES1 CTTGAAGTCGGTAAGTATGTAGTG CACATCTCAGGTCACGGGTC
mPGES2 CTGTCCCATGGCTACATCCT CGCCACAAACCTTTCCTTTA
EP2 ACCTACTTCGCTTTCGCCAT CGTACTGCCCATAGTCCAGC
EP4 GACCTGTTGGGCACTTTGTT TGGACGCATAGACTGCAAAG
PGT CCACAGCAGATGAAGCAAGG GTTCACAGCACCAATGAGG
15-HPGD CTTTAGCAGGACTCATGCCC CAATTGATTCAAGGATGGCTGTG
TBP CCACTCCACTGTATCCCTCC GACTGTTCTTCACTCTTGGCT

3.2.4 Determinacéo de temperatura dos primers

Para a determinacdo da melhor temperatura de anelamento, foi feito uma
reacdo de PCR convencional para cada par de primers, em que se testaram cinco
temperaturas diferentes. Os primers foram diluidos para obter a concentracdo de 100
MM.

A reacdo de PCR foi realizada utilizando 0,5 pl de dNTP, 0,75 ul MgCl,, 2,5
ul PCR buffer, 0,25 ul Platinum Tag DNA, 1 ul de sense, 1 ul de anti sense, 1 pl de
cDNA e o restante de H,0 milli-Q autoclavada para um volume final da reacdo de 12
pl. Como controle positivo da reagdo de PCR, foi utilizado um par de primers para a
deteccdo do gene codificador da subunidade 18S ribossomal e como controle
negativo da reacéo, foi feita a substituicdo da mesma quantidade que seria colocada
de cDNA por agua Milli-Q autoclavada.

Todos os primers COX-1, COX-2, cPGES, mPGES1, mPGES2, EP2, EP4,
PGT, 15-HPGD, 18S, TBP e HPRT1, foram analisados em oito temperaturas
diferentes (56,5 °C, 59,1 °C, 61,8 °C, 64,5 °C, 67 °C, 69,1 °C, 70,6 °C e 71,5 °C).
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O PCR foi realizado em trés etapas: 94 °C por 1 minuto, temperatura
especifica 56,5 °C, 59,1 °C, 61,8 °C, 64,5 °C, 67 °C, 69,1 °C, 70,6 °C e 71,5 °C) por
Iminuto e 72 °C por 1minuto por 40 ciclos (Tabela 4).

Assim, foi possivel verificar, quais das temperaturas obtiverem o melhor
anelamento para ser usado nas reacGes. Os produtos da reacdo foram visualizados

apos eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio.

Tabela 4 - Temperaturas utilizadas para gRT-PCR.

Gene Temp Gene Temp
COX-1 56,5 EP4 56,5
COX-2 56,5 PGT 56,5
cPGES 59,1 15-HPGD 56,5
mPGES1 56,5 18S 56,5
mPGES?2 56,5 TBP 56,5
EP2 56,5 HPRT-1 56,5

3.2.5 Determinacdo da concentracdo dos primers

A fim de padronizar a melhor concentracdo de primers para a reacdo de PCR
em tempo real, foram testadas para cada primer as concentrac@es finais de 200 nM,
400 nM e 800 nM (figura 7 C).

As reacOes de qRT-PCR foram realizadas utilizando o kit SYBR® Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA). O volume total das reagoes
de gRT-PCR foi de 12 pul, sendo 6 ul de SYBR® Green, 3 pl (10 mM) da mistura de
primers (sense e antisense) e 3 pl de cDNA das amostras. As amplificacdes foram
realizadas através do equipamento 7300 Real Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, CA), utilizando-se o seguinte programa: 50 °C por 2
minutos (incubagéo), 95 °C por 10 minutos (ativac¢do), 40 ciclos de 95 °C por 15
segundos (desnaturacdo do cDNA) e temperatura especifica de cada oligonucleotideos
por 1 minuto (anelamento dos primers). Os controles negativos das reacdes foram
feitos substituindo o cDNA por agua Milli-Q autoclavada (NTC - No Template
Control).

Desta forma, determinou-se a menor concentragdo final de primers necessaria

para a amplificagdo do produto de interesse, sem que ocorra variagdo no valor do Ct


https://www.google.com.br/search?biw=1280&bih=699&q=oligonucleot%C3%ADdeos&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwim4Jv4kbjNAhVCEJAKHftCDPMQvwUIGSgA
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(Cycle Threshold) e no perfil da curva de amplificacdo genica, além da minima ou
inexistente formacdo de dimeros. As razbes de concentracdo de primers (em nM)

utilizadas para cada gene estdo descritas na Tabela 5.

Tabela 5 - Concentragdes utilizadas nas reagdes de gRT-PCR.

Gene [ InM Gene [ InM
COX-1 400 EP4 200
COX-2 400 PGT 200
cPGES 400 15-HPGD 200
mPGES1 200 TBP 200
mPGES?2 200 - -
EP2 400 - ]

3.2.6 Determinacdo da eficiéncia dos primers

As eficiéncias dos primers foram obtidas a partir de diluigbes seriadas de
cDNA (1:2) partindo de 25 ng de material até 1,56 ng. Para cada concentracdo de
cDNA foi preparada uma reacdo com 6 pl de SYBR® Green, 3 ul da mistura de
primers (sense e antisense) (na concentracdo determinada anteriormente) e 3 ul de
cDNA das amostras. As amplificacdes foram realizadas através do equipamento
7300 Real Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA), utilizando-se o
seguinte programa: 50 °C por 2 minutos (incubacdo), 95 °C por 10 minutos
(ativacdo), 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos (desnaturacdo do cDNA) e 60 °C por
1 minuto (anelamento dos primers). Os controles negativos das reacdes foram feitos
substituindo o cDNA por agua Milli-Q autoclavada (NTC - No Template Control).

Os valores obtidos dessas reag0es serviram para construir uma curva padrao
para cada par de primer testado. A inclinacdo da reta foi calculada a partir de
regressao linear simples e posteriormente foi calculado o coeficiente de correlagéo
de Pearson. O valor de inclinagdo da reta foi empregado na formula E = 10 ¢*/slore)
(Rasmussen, 2001), onde o slope corresponde a inclinagdo da reta obtida da
regressdo entre os valores de Ct (Cycle Threshold) dos transcritos e os valores do

logaritmo das diferentes diluicbes de cDNA (curva padrdo de eficiéncia), sendo
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considerados aceitaveis valores de eficiéncia entre 1,8 e 2,2, 0 que corresponde a

uma eficiéncia da reacdo entre 90-110% (figura 7 D).

3.2.7 Reacgéo de qRT-PCR

As reacOes de gRT-PCR foram realizadas utilizando do kit SYBR® Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA). O volume total das reacdes de
gRT-PCR foi de 12 pl, sendo 6 pl de SYBR® Green, 3 pl da mistura de primers
(sense e antsense), na concentragdo final previamente determinada, e 3 pl de cDNA
das amostras. As amostras foram aplicadas em placas de 96 pocgos e posteriormente
seladas. As amplificacGes foram realizadas através do equipamento 7300 Real Time
PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA), utilizando-se o0 seguinte programa:
50 °C por 2 minutos (incubacgéo), 95 °C por 10 minutos (ativacao), 40 ciclos de 95 °C
por 15 segundos (desnaturacdo do cDNA) e temperatura especifica de cada
oligonucleotideos por 1 minuto (anelamento dos primers). Os controles negativos das
reacdes foram feitos substituindo o cDNA por agua Milli-Q autoclavada (NTC - No
Template Control) (figura 7 E e F).

Para cada experimento foram feitas triplicata biolégica com duplicatas

experimentais.

3.2.8 Anadlise de dados do gRT-PCR

Apds o término das reacGes, os dados foram coletados e analisados segundo o
modelo de Pfaffl, que utiliza os valores das eficiéncias dos primers para o calculo
das quantificacBes relativas. A expressdo relativa do gene alvo é calculado
baseando-se na eficiéncia de amplificacdo e no ciclo do PCR onde foi detectado o
aumento da fluorescéncia acima do sinal basal (Ct) (Pfaffl, 2001).

O método utiliza a seguinte formula:

Expressdo Relativa (R) = (Eawo) 2 avo/ (Eref) A ret

Onde:

Eavo = Eficiéncia da reacdo de PCR dos genes alvos

Ees = Eficiéncia da reacdo de PCR do gene controle enddgeno

ACT = Ct controle — Ct amostra

A relacdo apresentada acima foi facilitada com o desenvolvimento do

programa REST® (relative expression software tool), onde os dados sédo submetidos


https://www.google.com.br/search?biw=1280&bih=699&q=oligonucleot%C3%ADdeos&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwim4Jv4kbjNAhVCEJAKHftCDPMQvwUIGSgA
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a analises estatisticas, considerando-se significativos os valores de probabilidade de
p<0,05.
O software leva em consideracdo os valores de eficiéncia dos primers de cada

gene nas analises estatisticas. (Pfafll et al., 2001).

3.3  Imunofluorescéncia

As células foram cultivadas em laminulas de vidro circulares com didmetro
compativel com as placas de 24 pocos contendo meio de cultura. Apds o periodo de
crescimento o meio de cultura foi retirado e as células lavadas delicadamente com
PBS e fixadas com 4% de formaldeido em fosfato tampéo (0,1 M — pH 7,2 a 7,4) por
30 minutos e depois lavadas 3 veze em PBS.

A seguir, para bloquear os sitios inespecificos, as células foram incubadas
com solucdo de bloqueio (1% de albumina de soro bovino + 5% de soro de burro +
0,01% Triton X-100 em PBS [PBST]) durante 1 hora em temperatura ambiente.
Apo6s o periodo de bloqueio, as células foram incubadas “overnight” com os
respectivos anticorpos priméarios diluidos em PBST a temperatura ambiente. As
descricbes dos anticorpos utilizados e suas respectivas concentracBes estdo na
Tabela 6. Os controles negativos experimentais receberam apenas PBST.

No dia seguinte, as células foram lavadas 3 vezes com PBST e incubadas por
90 minutos com o anticorpo secundario conjugado com Alexia 488 (1:1000) a
temperatura ambiente e protegido da luz. Em alguns casos foi usado faloidina-
rodamina para marcacdo de filamentos de actina. Para coloracdo dos nucleos as
células também foram incubadas por 5 minutos com DAPI (4,6-diamidino-2-
phenylindole-Sigma). Finalmente as laminulas contendo as células foram lavadas 2
vezes com PBST e 1 vez com PBS.

Ao final das lavagens, as laminulas foram montadas em laminas de vidro
utilizando Vectashield. As imagens foram obtidas por microscopia de

epifluorescéncia, utilizando Zeiss Axiovision Z1.
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Tabela 6 - Anticorpos usados em imunofluorescéncia.

Fabricante Fabricante

Gene Origem 10 20 DiluicGes
COX-1 Camundongo abcam abcam 1:200
COX-2 Cabra abcam abcam 1:200
cPGES Coelho cayman abcam 1:50
mPGES1 Coelho cayman abcam 1:200
MPGES2 Coelho cayman abcam 1:200
EP2 Coelho abcam abcam 1:100
EP4 Coelho abcam abcam 1:100
PGT Coelho abcam abcam 1:200
15-HPGD Coelho abcam abcam 1:200

3.4 LC/ESI-MS/MS

Para definir o perfil de producdo das prostaglandinas nas linhagens T98G, U-
138MG, A-172, U-251MG e U-87MG, usamos cromatografia liquida acoplada com
espectrometria de massa de spray eletrébnico de ionizacdo em tandem (LC/ESI-
MS/MS).

As amostras foram ajustadas para 15% (v / v) em metanol gelado e mantida a
4 °C. Quarenta nanogramas do padrdo interno recentemente preparado (PGB;-d4)
foram adicionados a cada amostra.

Apb6s 15 minutos, as amostras foram centrifugadas (3000 rpm durante 5
minutos) e as proteinas precipitadas foram removidas e o sobrenadante acidificada
até pH 3,0 com acido cloridrico 0,1 M e imediatamente colocadas em colunas C18
SPE pré-condicionada com 20 mL de metanol e 20 mL de agua. Em seguida a
coluna foi lavada com 20 ml de metanol 15%, em seguida foi lavada com 20 ml de
H,O e 10 ml de Hexano.

Finalmente, os eicosanoides foram eluidos em 15 mL de formato de metilo. O
solvente foi evaporado com nitrogénio, no escuro e o residuo foi dissolvido em 200
pL de etanol 70% (v / v) para ser injectado no LC-MS / MS.
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O aparelho Thermo Accela TSQ Quantum Max LC-MS / MS foi operado no
modo de ionizacdo por electrospray negativo. Linhas de calibracdo foram
executados para 0s 21 prostanoides contendo de 1 pg / mL a 200 pg / mL.

As condicdes Optimas para cada prostanoide individual foi determinado por
infusdo direta de uma solucéo padrao de 10 ng / mL.

A columa de cromatogrfia C18, Luna 2.0 x 150 mm, da Phenomenex foi
utilizada, e o volume da amostra foi de 5 puL a uma taxa de fluxo de 350uL / min
com amostras mantida a 8 °C.

As amostras foram corridas utilizando um solvente A - H,O (0,2% de acido
acético); solvente C - acetonitrilo (0,2% &acido acético).

Com um gradiente da seguinte maneira: - 0-10 min, 60% de A: 40% C;
10.01-13 min, 60% -10% de A: 40% -90% C; 13.01-15 min, 10% de A: 90% C; 15-
15.01 min, 10% -60% de A: 90% -40% C; 15.01-19 min, 60% de A: 40% C; 19.01
min-end, 100% A. Os resultados foram analisados usando o software Thermo
XCalibur.

3.5 Migracéo Celular

3.5.1 Padronizagbes das concentra¢fes dos prostanoides e dos antagonistas EP2 e

EP4

Para testar a influéncia dos eicosanoides sobre a linhagem celular U-251MG
e U-87MG foi realizado um primeiro ensaio de migracdo para determinar as
concentracdes de PGE,;, PGE,, PGD,;, PGD,, PGF;, e PGF,, exdgena e dos
antagonistas dos receptores EP2 e EP4 que seriam utilizadas.

Foram plaqueadas 3 x 10* células por transwell, em placas de 24 pocos e
tratadas por 12 horas com as seguintes concentracdes de PGE;, PGE;, PGD;1, PGDy,
PGFy, ou PGFy,: 1 UM, 5 uM e 10 pM. Para os antagonistas AH6809 e L-161982 as
concentragdes testadas foram de 0,1 uM, 1 uM e 10 pM.

A migracgéo celular foi avaliada utilizando insertos de cultura celular do tipo
Transwell com membrana de policarbonato de poros de 8 pM em placas de 24 pogos
(Corning Incorporated, Corning, NY, USA).

As células U-251MG e U-87MG (3 x 10” células por poco) foram semeadas
na parte superior do inserto com 200 ul de meio de cultura com SFB. Na parte

inferior do inserto, foi também adicionado 200 ul meio de cultura acrescido de SFB.
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Apobs o periodo de aderéncia das células, os meios de cultura da parte superior e
inferior dos insertos foram trocados por novos meios de cultura acrescido dos seus

tratamentos especificos.

3.5.2 Ensaio de migragdo

Apos a determinacdo das concentracfes dos prostanoides PGE 1, PGE,, PGD;,
PGD,, PGF1, e PGFy, (5 uM), e dos antagonistas AH6809 e L-161982 (1 puM),
novos ensaios foram realizados.

As células U-251MG e U-87MG (3 x 10* células por pogo) foram semeadas
na parte superior do inserto com 200 pl meio de cultura especifico para cada
linhagem (DMEM ou DMEM/F12) com SFB. Na parte inferior do inserto, foi
adicionado 200 pl meio de cultura (DMEM ou DMEM/F12) e SFB. As células
foram incubadas em estufa a 37 °C com 5% de CO, e 95% de umidade por um
periodo de aproximadamente 12 horas (aderéncia das células). Ap6s o periodo de
aderéncia das células, os meios de cultura da parte superior e inferior dos insertos

foram trocados por novos meios de cultura acrescido dos seguintes tratamentos.

-Tratamento 1: Prostanoides por 12 horas nas linhagens U-251MG e U-87MG na
concentragéo de 5 pM.

S5pM 5pM 5pM s5uM S5pM 5uM
Etanol PGE PGE PGD > PGF PGF
1 2 1 P1DZ la 2a

i

-Tratamento 2: Antagonista de EP2 (AH6809) e Antagonista de EP4 (L-161982) por
12 horas nas linhagens U-251MG e U-87MG na concentrac¢ao de 1 pM.

1pM 1pM
AHG809 Etanol L-161982

Etanol
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-Tratamento 3: Antagonistas de EP2(AH6809) e EP4 (L-161982) por 1 hora.
Passado esse periodo, foi adicionado PGE; por mais 11 horas nas linhagens U-
251MG e U-87MG na concentragédo de 1 pM.

1uM AHG809

1pM 1pM + )
AHGS809 L-161982 1pM L-161982
Etanol * * +
PGE, PGE, 5uM PGE,

1 | !

No final dos tratamentos, as células que ndo migraram (parte superior da
membrana) foram removidas com cotonetes. As células que migraram (parte inferior
da membrana) foram fixadas com etanol (70%) e coradas com cristal de violeta
(0,05%) por 30 minutos. Em seguida para retirar o excesso de cristal de violeta os
insertos foram lavados com PBS e deixados para secar a temperatura ambiente por
algumas horas. Apds a secagem, as membranas foram delicadamente removidas dos
insertos com o auxilio de um bisturi e pinca e montadas em uma lamina e recoberta
com uma laminula. Dez campos randomizados por membrana foram capturados em
aumento final de x 200 no microscopio Nikon Optiphot-ll equipado com uma

camera Cool Snap Pro. Foram realizados trés experimentos independentes.

3.6 Andlises estatisticas

Os dados foram expressos em média + erro padrdo. As analises estatisticas
foram feitas utilizando o programa Graph Pad instat, utilizando o teste t de Student
para dois grupos. Para compara¢des multiplas foi utilizado ANOVA com pos-teste
Tukey. As diferencas foram consideradas significantes com p<0,05.

Todos os procedimentos estatisticos foram realizados com o auxilio do Setor
de Estatistica do Instituto de Ciéncias Biomédias da USP, sob a supervisdo da Sra
Rosana Duarte Prisco. Utilizou-se o software estatistico Statgraphics Centurion XVI
versdo 16.2.04, Statpoint Technologies, Inc. Warrenton, Virginia.
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4 RESULTADOS
4.1 Otimizacéo das reacdes de gRTPCR

Os niveis de expressdo de mRNA dos genes (COX-1, COX-2, cPGES, mPGES1,
mPGES2, EP2, EP4, PGT, 15-HPGD e TBP), foram quantificados através da técnica de
gRTPCR. As reacOes foram otimizadas inicialmente para cada gene com relagéo as
concentracdes minimas de primer para todos os genes (alvos e referéncias). Todos os
primers foram analisados quanto a sua eficiéncia de amplificagdo com diluicGes seriadas
de cDNA.

O gene TBP foi escolhido com base na literatura e nos dados ja estabelecidos
pelo nosso laboratorio anteriormente. O TBP € um dos genes mais usados como
controle interno em varios estudos de expressdo génica envolvendo amostras de

pacientes e linhagens de GBM.
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Figura 7 - PadronizacGes gRT-PCR. (A) Gel de agarose (1,5%) do cDNA das linhagem U-
251MG e U-87MG. (B) Gel de agarose (1,5%) do teste de temperatura de mPGES2 em gel de
agarose a 1,5%. (C) Curvas de concentragfes (200 nM, 400 nM e 800 nM) do primer cPGES.
(D) Curva padrdo do gene COX-1. (E) Curva de dissociacdo do gene EP4 nas linhagens U-
251MG e U-87MG. (F) Gel de agarose (1,5%) da expressdo de EP4 nas linhagens U-251MG e
U-87MG.
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4.2 Andlise da expressdo génica nas linhagens U-251MG e U-87TMG

Apdbs a otimizacdo dos primers, as expressdes dos genes foram avaliados por
gRT-PCR nas linhagens U-251MG e U-87MG. Os resultados demonstram que em
ambas as linhagens ocorreu a expressao de todos os genes analisados (COX-1, COX-2,
mMPGES1, mPGES2, cPGES, EP2, EP4, PGT e 15-HPGD) (figura 8).

Na linhagem U-251MG, observamos uma maior expressdo da mPGES],
mPGES?2 e do receptor EP4 em relagdo aos mesmos genes na linhagem U-87MG.

No caso da linhagem U-87MG as maiores expressdes em relagdo a linhagem U-
251MG, foram dos genes COX-2 e EP2.

Apesar das diferencas encontradas, foi possivel observar algumas semelhancas
entre as linhagens. Um exemplo, foi a sintase cPGES, que além de apresentar uma
semelhanca de expressao entre as linhagens, apresentou também uma maior expressao
qguando comparada aos outro genes da via. Outro exemplo, foi em relacdo aos genes
envolvidos na via de degradacdo, PGT e 15-HPGD, que apresentaram semelhancas de

expressdo entre as linhagens, além de menor expressdo entre os demais genes.
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Figura 8 - Anélise da expressdo génica por qRT-PCR nas linhagens U-251MG e U-87MG.
Expressdo relativa dos genes COX-1, COX-2, mPGES1, mPGES2, cPGES, EP2, EP4, PGT e
15-HPGD. Todas as amostras representam N=3 feitos em duplicatas.

4.3 Imunofluorescéncia nas linhagens U-251MG e U-87TMG

Os ensaios de imunofluorescéncia foram realizado nas linhagens U-251MG e
U-87MG, para analisar a expressao e localizacdo das proteinas COX-1, COX-2, cPGES,
mPGES1, mPGES2, EP2, EP4, PGT e 15-HPGD, além de complementar os dados
obtidos qRTPCR.

Os resultados mostraram na linhagem U-251MG uma marcacdo forte das
proteinas COX-1, mPGES2, EP2, EP4 e 15-HPGD. Para as proteinas COX-2 e
mPGES1 a marcagdo foi fraca. Em relagdo a cPGES e PGT nenhuma marcacao foi
constatada na linhagem U-251MG (figura 9).

Na linhagem U-87MG as proteinas COX-1, mPGES1, mPGES2, EP2, EP4,
PGT e 15-HPGD tiveram uma forte marcagdo. Enquanto que nas proteinas COX-2 e

cPGES observamos uma fraca marcacéo (figura 10).
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Figura 9 - Imunofluorescéncia da célula U-251MG. Imagens da expressdo das proteinas COX-
1, COX-2, cPGES, mPGES1, mPGES2, EP2, EP4, PGT e 15-HPGD (verde) em U-251MG.
DAPI (azul) para marcacdo do nucleo e Rodamina-Faloidina (vermelho) para marcacdo da
actina. Barra de escala = 50 pM.
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Figura 10 - Imunofluorescéncia da célula U-87MG. Imagens da expressdo das proteinas COX-
1, COX-2, cPGES, mPGES1, mPGES2, EP2, EP4, PGT e 15-HPGD (verde) em U-87MG.
DAPI (azul) para marcacdo do nucleo e Rodamina-Faloidina (vermelho) para marcacdo da
actina. Barra de escala = 50 uM.
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4.4 LC/ESI-MS/MS nas linhagens de GBM

Foram monitorados 20 produtos da via das ciclooxigenases (prostanoides da
série 1, série 2 e série 3) incluindo: 6kPGFy,, TXBj3, TXB;, PGEs, PGFy,, PGFy,,
PGDs;, PGE;, PGE;, 13,14dhPGF,, PGD;, PGD,, 15kPGE,, 13,14dh15kPGF,,
13,14dh15kPGFy,, 13,14dh15kPGE,, 13,14dh15kPGE; PGJ,, deltal2PGJ,, 15dPGJ;,
mais o controle interno PGB,- d4, no aparelho Thermo Accela TSQ Quantum Max LC-
MS/MS (figura 11) (Tabela 7).
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Figura 11 - Cromatograma completa dos 21 prostanoides monitorados (A) e reacdes ms2 dos
prostanoides individuais (B) 6kFy,, (C) TXBs, (D) TXB,, (E) PGE3, (F)PGFy,, (G) PGF,,, (H)
PGD;, (1) PGE,,(J) PGE;, (L) 13.14dhPGF,, (M) PGD;, (N) PGD,, (O) 15kPGE,, (P)
dkPGF,,, (Q) 13.14dh15PGF,,, (R) dkPGE2, (S) 13.14dh15PGE;, (T) PGJ,, (U) PGdeltal2-J,,

(V) PGB,-d4, (X) 15dPGJ,.



Tabela 7 - Lista de m/z e transi¢des monitoradas para cada prostanoide analisado.
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m/z

CE

Scan

Scan Window

Tube

Transitions (V) Time(s) (min) Lens (V) Analytes
369 163 29 0.1 0.93 243 86 6kFy,
369 207 24 0.1 0.93 243 86 6kFy,
369 245 28 0.1 0.93 243 86 6kFy,
367 125 27 0.05 1.19 2.69 65 TXB;
367 169 15 0.05 1.19 2.69 65 TXB;
367 195 14 0.05 1.19 2.69 65 TXB;
369 169 27 0.1 1.75 3.25 73 TXB,
369 195 27 0.1 1.75 3.25 73 TXB,
369 289 30 0.1 1.75 3.25 73 TXB,
349 175 16 0.05 2.06 3.56 65 PGE;
349 189 18 0.05 2.06 3.56 65 PGE;
349 269 14 0.05 2.06 3.56 65 PGE;
355 211 19 0.05 2.19 3.69 89 PGFy,
355 293 20 0.05 2.19 3.69 89 PGFy,
355 311 16 0.05 2.19 3.69 89 PGFy,
353 193 28 0.1 2.3 3.8 82 PGF,
353 291 23 0.1 2.3 3.8 82 PGF,
353 309 21 0.1 2.3 3.8 82 PGF,
349 269 13 0.05 2.54 4.04 68 PGD;
349 287 25 0.05 2.54 4.04 68 PGD;
349 289 17 0.05 2.54 4.04 68 PGD;
351 189 21 0.1 3.09 4.59 65 PGE,
351 271 19 0.1 3.09 4.59 65 PGE,
351 315 15 0.1 3.09 4.59 65 PGE,
353 235 17 0.1 3.24 4.74 70 PGE;
353 273 22 0.1 3.24 4.74 70 PGE,
353 317 16 0.1 3.24 4.74 70 PGE;
355 275 20 0.1 3.4 4.9 89 13.14dhPGF,,
355 311 20 0.1 3.4 4.9 89 13.14dhPGF,,
355 319 20 0.1 3.4 4.9 89 13.14dhPGF,,
353 235 13 0.1 3.62 5.12 66 PGD,
353 273 20 0.1 3.62 5.12 66 PGD,
353 317 15 0.1 3.62 5.12 66 PGD,
351 189 22 0.1 3.85 5.35 63 PGD,
351 271 19 0.1 3.85 5.35 63 PGD,
351 315 14 0.1 3.85 5.35 63 PGD,
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349 113 20 0.05 4.53 6.03 67 15kPGE,
349 161 20 0.05 4.53 6.03 67 15kPGE,
349 223 16 0.05 4.53 6.03 67 15kPGE,
353 183 26 0.1 5.18 6.68 85 dkPGF,,
353 195 25 0.1 5.18 6.68 85 dkPGF,,
353 291 22 0.1 5.18 6.68 85 dkPGF,,
355 193 24 0.05 5.94 7.44 93 13.14dh15PGFy,
355 221 26 0.05 5.94 7.44 93 13.14dh15PGFy,
355 337 20 0.05 5.94 7.44 93 13.14dh15PGFy,
351 235 25 0.1 6.12 7.62 67 dkPGE,

351 315 20 0.1 6.12 7.62 67 dkPGE,

351 333 15 0.1 6.12 7.62 67 dkPGE,

353 209 22 0.05 6.91 8.41 60 13.14dh15PGE;
353 221 20 0.05 6.91 8.41 60 13.14dh15PGE;
353 335 13 0.05 6.91 8.41 60 13.14dh15PGE,
333 189 17 0.05 9.26 10.76 63 PGJ,

333 203 24 0.05 9.26 10.76 63 PGJ,

333 271 14 0.05 9.26 10.76 63 PGJ,

333 189 16 0.1 9.76 11.26 60 PGdeltal2-J,
333 203 21 0.1 9.76 11.26 60 PGdeltal2-J,
333 271 16 0.1 9.76 11.26 60 PGdeltal2-J,
337 179 17 0.1 9.83 11.33 83 PGB,-d4
337 239 18 0.1 9.83 11.33 83 PGB,-d4
337 319 15 0.1 9.83 11.33 83 PGB,-d4
315 203 23 0.05 13.71 15.21 75 15dPGJ,
315 217 22 0.05 13.71 15.21 75 15dPGJ,
315 271 29 0.05 13.71 15.21 75 15dPGJ,

As andlises mostram a producdo dos prostanoides da série 2: TXB,, PGF,,,
PGE,, 13,14dhPGF,,, PGD,, 15kPGE,, 13,14dh15kPGF,,, 13,14dh15kPGE; e 15dPGJ,
nas cincos linhagens celulares (figura 12). Os metabdlitos PGJ, e deltal2PGJ, ndo
foram detectados em nenhuma das linhagens.

Os graficos da figura 12 mostram que as cinco linhagens possuem um perfil de
producdo dos prostanoides com caracteristicas diferentes, porém em alguns casos
podemos observamos algumas caracteristicas similares.

Em relacdo as diferencas podemos citar, por exemplo, a linhagem U-138MG que

foi a Unica que produziu 15kPGE, (metabolito de PGE,). Outro exemplo ocorreu com a
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linhagem U-251MG que ndo produziu PGF,, e a A172 que também ndo produziu PGE..
No caso das linhagens U-138MG, A-172 e U-251MG foi detectado 13,14dhPGF,,
(metabdlito de PGF,,).

Nas linhagens T98G e A172 o produto 13,14dh15kPGF,, (metabdlito de PGF,,)
foi detectado. Esses dados demostram que entres as linhagens analisadas temos um
perfis de producéo dos prostanoides bem diferentes.

Outra constatacdo do ensaio, foi a auséncia dos prostanoides da série 1 e série 3
(6kPGFy,, TXBj;, PGE; PGFy,, PGD;, PGE;, PGD;, 13,14dh15kPGFi, e
13,14dh15kPGE;) em quglquer das linhagens.

Em comum observamos a producdo do TXB,, PGD, e 15dPGJ, nas cinco
linhagens. Apesar da producdo do TXB; e da 15dPGJ, terem sido encontradas em
concentracdes bem diferentes entre si, entre as linhagens a producdo de cada uma deles
foi bem semelhante.

Estes dados demonstram que a producgdo dos prostanoides da série 2 em relacdo
aos outros prostanoides analisados (série 1 e série 3) sdo importantes no metabolismo do
GBM.
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4.5 Migragéo celular das linhagens U-251MG e U-87TMG

45.1 Padronizagdes das concentracfes dos prostanoides e dos antagonistas EP2 e

EP4

Para determinar quais as concentra¢des de PGFy,, PGE,, PGD;, PGD, PGE;,
PGE,, AH6809 e L161.982 que seriam usadas nos ensaios de migracfes, foram
realizados ensaios de padronizacgdes nas concentracfes de 1 uM, 5 uM e 10 uM para 0s
prostanoides e de 0,1 uM, 1 uM e 10 uM para 0s antagonistas.

Atraveés das analises dos dados, foi possivel observar que a acdo dos tratamentos
realizados com o0s prostanoides sobre a migracdo celular foi significativo nas
concentracdes de 5 UM e 10 uM em ambas as linhagens. Com esses resultados,
escolhemos para 0s experimentos seguintes a concentracdo de 5 uM. Assim teriamos o
efeito desejado com a menor concentragéo (figura 13A e B).

No caso dos antagonistas dos receptores EP2 (AH6809) e EP4 (L161.982) as
concentracgdes significativas foram as de 1 uM e 10 uM. Para 0s experimentos seguintes

a concentracdo escolhida foi de 1 uM (figura 14A e B).
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Figura 13 - Curva de concentracdo dos prostanoides nas linhagens U-251MG e U-87MG. (A)
Capacidade de migracdo celular da linhagem U-251MG frente aos tratamentos com 0s
prostanoides nas concentragfes de 1 pM, 5 uM e 10 puM por 12 horas. (B) Capacidade de
migracdo celular da linhagem U-87MG frente aos tratamentos com 0s prostanoides nas
concentracbes de 1 uM, 5 pM e 10 uM por 12 horas. Os resultados experimentais sdo
apresentados como a media + erro padréo. Valores significativos para *p<0,05 versus controle.
Todas as amostras representam N=3 feitos em triplicatas.
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Figura 14 - Curva de concentracdo dos antagonistas nas linhagens U-251MG e U-87MG. (A)
Capacidade de migracdo celular da linhagem U-251MG frente aos tratamentos com 0s
antagonistas AH6809 e L61982 nas concentracGes de 0,1 uM, 1 uM e 10 uM por 12 horas. (B)
Capacidade de migracdo celular da linhagem U-87MG frente aos tratamentos com 0s
antagonistas AH6809 e L61982 nas concentragdes de 0,1 uM, 1 uM e 10 uM por 12 horas. Os
resultados experimentais sdo apresentados como a média + erro padrdo. Valores significativos
para *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 versus controle. Todas as amostras representam N=3
feitos em triplicatas.
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452 Migragcdo celular das linhagens U-251MG e U-87MG tratadas com
prostanoides

Apbs a determinacdo da concentracdo dos prostanoides (PGFiqa, PGE,«, PGDy,
PGD, PGE;, PGE;), que seriam utilizados, novos ensaios de migragdes foram
realizados. Os experimentos foram feitos com a adicdo de 5 pM dos prostanoides
exogenos por um periodo de 12 horas nas linhagens de GBM humano U-251 MG e U-
87 MG.

Os resultados demonstram na linhagem U-251MG um aumento da capacidade
de migragdo em relagdo ao controle para os tratamentos realizados com PGE«, PGD;,
PGD,, PGE; e PGE, (figura 15). No caso da linhagem U-87MG os tratamentos
realizados com PGD;, PGD, PGE; e PGE, também aumentaram a capacidade de
migracdo quando comparada ao seu controle (figura 16). Os dados estatisticos estdo
demostrados na Tabela 8.

Para os tratamentos realizados com PGF4 ndo foi observada nenhuma diferenca
significativa em ambas as linhagens. Porém no tratamento com PGE,, 0 aumento da
migracdo celular ocorreu apenas da linhagem U-251MG.

Comparando as linhagens, podemos observar de um modo geral que o0s
tratamentos afetaram mais a migragéo celular das linhagens U-87MG do que a linhagem
U-251MG (Tabela 9).

Em ambas as linhagens os dados demostraram uma influéncia maior de PGE; e

PGE; quando comparadas aos outros tratamentos
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Figura 15 - Efeito dos prostanoides (PGFy,, PGF,, PGD;, PGD; e PGE;, PGE;) na migracédo da
célula U-251MG. (A) Imagens representativas de células que migraram coradas com cristal de
violeta. (B) Grafico com o numero de células que migram na presenca ou auséncia de 5 uM
PGF,,, PGF,, PGD4, PGD, e PGE;,, PGE,. Os resultados experimentais sdo apresentados como
a média * erro padrdo. Valores significativos para *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 versus
controle. Todas as amostras representam N=3 feitos em triplicatas. Barra de escala = 30 uM.
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Figura 16 - Efeito dos prostanoides (PGFi., PGF,. PGD;, PGD, e PGE;, PGE;) na migracao da
célula U-87 MG. (A) Imagens representativas de células que migraram coradas com cristal de
violeta. (B) Grafico com o nimero de células que migram na auséncia ou presenca de 5 uM 5
UM PGF,, PGF,« PGD;, PGD, e PGE;, PGE,. Os resultados experimentais sdo apresentados
como a média + erro padrdo. Valores significativos para *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 versus
controle. Todas as amostras representam N=3 feitos em triplicatas. Barra de escala =30 puM.



Tabela 8 - Relages estatisticas dos prostanoides na migracéo.
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RelacGes U-251MG U-87TMG Relagbes U-251MG  U-87MG

Cont vs PGF, ns ns PGF,, vs PGE; Fkk Xk
Cont vs PGF5, * ns PGF;, vs PGD; ns ns
Cont vs PGD, ** ** PGF;, vs PGD, ns ns
Cont vs PGD, x* x* PGFy, vs PGE; *xx —
Contr vs PGE; flael flae PGF,, vs PGE; *xx —
Contr vs PGE, kel kel PGD; vs PGD, ns ns
PGFy, vs PGFy, ns ns PGD; vs PGE; ok ok
PGF,, vs PGD, ns ns PGD, vs PGE, — —
PGF, Vs PGD, ns ns PGD, vs PGE, o Aok
PGF,, vs PGE; il ok PGD, vs PGE; Hokx ok
PGF,, vs PGE, ok Fokx PGE; vs PGE, ns ns

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001

Tabela 9 - Resultados dos tratamentos dos realizados com os prostanoides na migracao.

Prostanoide U-251MG U-87MG.
PGF1q - -
PGF,« 1 16% -
PGD, T 17% 1 18%
PGD, T 19% 1 2%
PGE; 1 38% 1 49%
PGE, 1 45% 1 62%
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453 Migragdo celular das linhagens U-251MG e U-87MG tratadas com o0s
antagonistas de EP2 (AH6809) e EP4 (L161.982)

Com base nos resultados demonstrados acima, decidimos verificar se 0 processo
de migracao celular é dependente dos receptores EP2 e EP4, uma vez que PGE; exerce
suas funcdes bioldgicas através de seus receptores. Para isso, utilizamos a inibigédo
farmacoldgica, com antagonistas dos receptores EP2 (AH6809) e EP4 (L161.982).

AH6809 é um antagonista dos receptores EP e DP, com igual afinidade para
EP1, EP2, EP3-1ll e DP1. J4 0 L161.982 é um antagonista seletivo apenas do receptor
EP4.

Apesar do antagonista AH6809 reconhecer diferentes receptores, isso ndo foi um
problema para os nossos estudos, pois foi visto no trabalho de Feitoza (2013), que as
linhagens U-251 MG e U-87 MG ndo expressam os receptores EP1 e EP3. Em relacdo a
DP1, no trabalho de Ferreira (2014), foi demonstrado que as linhagens U-251MG e U-
87MG também ndo expressam esse receptor. Sendo assim, utilizamos esse antagonista
com seguranga.

Os resultados demostraram na linhagem U-251MG que tanto o tratamento
realizado com o antagonista do receptor EP2 (AH6809), quanto o tratamento realizado
com o antagonista do receptor EP4 (L161.982) diminuiram a capacidade de migracao
das células. No tratamento realizado com 1 pM de AH6809 a reducgdo da migracéo foi
de 18%, enquanto que a reducdo para o tratamento de 1 uM de L161.982 foi de 11%
(figura 17).

Para a linhagem U-87MG os efeitos obtidos na migracdo em ambos 0s
tratamentos foram muito similar com os obtidos na linhagem U-251MG. No tratamento
com 1 puM de AH6809 a reducdo da migragédo foi de 16%, enquanto que com o
tratamento de 1 pM de L161.982 a reducéo foi de 12% (figura 18) (Tabela 9).
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Figura 17 - Efeito dos antagonistas dos receptores EP2 (AH6809) e EP4(L161982) na migragdo
da célula U-251MG. (A) Imagens representativas de células que migraram coradas com cristal
de violeta de cristal. (B) Grafico com o nimero de células que migram na auséncia ou presenca
de 1 uM dos antagonistas de EP2 (AH6809) e EP4 (L161.982) por 12 horas. Os resultados
experimentais sdo apresentados como a média + erro padrdo. Valores significativos para
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 versus controle. Todas as amostras representam N=3 feitos em
triplicatas. Barra de escala= 30 pM.
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Figura 18 - Efeito dos antagonistas dos receptores EP2 (AH6809) e EP4(L161982) na migracdo
da célula U-87MG. (A) Imagens representativas de células que migraram coradas com cristal de
violeta. (B) Grafico com o nimero de células que migram na auséncia ou presenca de 1 uM dos
antagonistas de EP2 (AH6809) e EP4 (L161.982) por 12 hora. Os resultados experimentais s&o
apresentados como a média * erro padrdo. Valores significativos para *p<0,05, **p<0,01,
***n<0,001 versus controle. Todas as amostras representam N=3 feitos em triplicatas. Barra da
escala=30 uM.
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454 Migragdo celular das linhagens U-251MG e U-87MG tratadas com o0s
antagonistas de EP2 (AH6809) e EP4 (L161.982) e PGE; exdgena.

Para elucidar a hip6tese de que o efeito de PGE; nas linhagens de GBM eram
dependente dos receptores EP2 e EP4, realizamos ensaio de migracdo com a inibicéo
dos receptores EP2 e/ou EP4 (1 uM), além da adicdo exdgena de PGE; (5 uM).

A diferenca desse experimento para o anterior esta relacionada a quantidade de
PGE,. Diferente do experimento anterior, aonde ndo houve a adigdo exdgena de PGE; e
sim uma pequena quantidade de PGE; encontrado no SFB do meio de cultura. Este
experimento além da pequena quantidade de PGE; encontrado no SFB, houve também a
adicdo de PGE; exdgeno.

Observou-se pelos resultados que os tratamentos realizado com o antagonista do
receptor EP2 (AH6809) e PGE, exdgeno, ndo tiveram diferencas significativas em
relacdo aos seus controles em ambas as linhagens. Para o tratamento realizado com o
antagonista do receptor EP4 (L161.982) e PGE, também ndo foram observadas
diferencas em ambas as linhagens, quando comparadas com seus respectivos controles.

Esses dados mostraram que a inibicdo simultanea dos receptores EP2 e EP4 é
capaz de reverter a diminui¢do da migracdo induzida pelo tratamento com PGE,. Outro
fato importante constatado foi de que a inibicdo de apenas um dos receptores (EP2 ou
EP4) ndo foi suficiente para anular o papel de PGE; na migracéo celular, indicando que
ambos os receptores (EP2 ou EP4) sdo igualmente importante para este processo.

No caso do tratamento realizado com o0s antagonistas dos receptores EP2
(AH6809) e EP4 (L161.982) mais a adigdo de PGE,, observamos uma diminuigédo da
migracao celular de 23% na linhagem U-251MG (figura 19) e de 14% na linhagem U-
87MG (figura 20) (Tabela 11).
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Figura 19 - Efeito dos antagonistas dos receptores (EP2 e EP4) e PGE, na migracédo das células
U-251MG. (A) Imagens representativas de células que migraram coradas com cristal de violeta.
(B) Gréafico com o numero de células que migram na auséncia ou presenca de 1 uM AH6809 +
5 UM PGE,, 1 uM L161982 + 5 uM PGE,, e 1 uM EP2 + 1 uM EP2 + 5 uM PGE; por 12 horas.
Os resultados experimentais sdo apresentados como a média + erro padrdo. Valores
significativos para *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 versus controle. Todas as amostras
representam N=3 feitos em triplicatas. Barra da escala= 30 pM.



77

Nt e ~,}§A
1.982+PGE,  AH6809+L161.982
+PGE,

B
U-87MG
15+
2.
g 10+
)
Q
N~
)}
=
Z s
‘O
Q

Figura 20 - Efeito dos antagonistas dos receptores (EP2 e EP4) e PGE, na migracéo das células
U-87MG. (A) Imagens representativas de células que migraram coradas com cristal de violeta.
(B) Gréafico com o numero de células que migram na auséncia ou presenca de 1 uM AH6809 +
5 uM PGE,, 1 uM L161982 + 5 uM PGE,, e 1 uM EP2 + 1 uM EP2 + 5 uM PGE, por 12 horas.
Os resultados experimentais sdo apresentados como a média = erro padrdo. Valores
significativos para *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 versus controle. Todas as amostras
representam N=3 feitos em triplicatas. Barra da escala=30 puM.
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Tabela 10 - Resultados dos tratamentos realizados com antagonistas na migragéo.

Linhagem AH6809 L161.982
U-251MG | 18% | 11%
U-87MG 1 16% l 12%

Tabela 11 - Resultados dos tratamentos realizados com antagonistas e PGE; na
migrag&o.

Linhagem AH6809+PGE, L161.982+PGE, AHG6809+L.161.982+PGE,
U-251MG - - 1 23%
U-87TMG - - | 14%
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Figura 21 - Efeito de PGE; e os antagonistas dos receptores (EP2 e EP4) na migracdo das
células U-251MG e U-87MG. Os resultados experimentais sdo apresentados como a média +
erro padrdo. Valores significativos para *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 versus controle. Todas
as amostras representam N=3 feitos em triplicatas.
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5 DISCUSSAO
5.1 Analise da expressdo génica e proteica

A sintese dos prostanoides é importante na patogénese e progressao do cancer,
pois 0s metabdlitos do AA afetam varios comportamentos celulares importantes, tais
como proliferagdo, adesdo celular, invasdo e apoptose. Além disso, em varios tipos de
tumores os niveis de sintese desses prostanoides é muito superior quando comparado ao
tecido normal.

Os prostanoides sdo produzidos através de uma complexa cascata enzimatica, da
qual participam as ciclooxigenases, sintases e receptores. A via de sintese dos
prostanoides da origem a: PGD,, PGE,, PGl,, PGF,, € TXA,, que estdo de alguma
forma envolvida no desenvolvimento e progressao do tumor (Mutoh et al., 2006). PGE;
é considerada como o prostanoide mais importante entre as prostaglandinas da série 2,
sendo detectada em tumores de célon, de estdmago, figado, prostata, mama, pulméo e
pele (Buckman et al., 1998; Hwang et al., 1998; Koga et al., 1999; Uefuji et al., 1998;
Wolff et al., 1998; Yoshimura et al., 2000). No cérebro, PGE; é guantitativamente a
prostaglandina mais sintetizada, participando de varios processos cerebrais importantes
(Chen, Bazan, 2005).

A elucidacdo dos componentes da via de sinalizacéo dos prostanoides bem como
suas funcdes em condicdes fisiologicas e patoldgicas, vem sendo alvo frequente de
investigagdo nas ultima décadas.

Buscando elucidar o perfil de expressdo génica e proteica de genes envolvidos
na via de biossintese de PGE,, avaliamos as ciclooxigenases (COX-1 e COX-2),
sintases (MPGES1, mPGES2 e cPGES), receptores (EP2 e EP4) e a via de degradacdo
(PGT e 15-HPGD) nas linhagens U-251MG e U-87MG.

Nossos resultados mostraram que em ambas as linhagens foram encontradas a
expressao de todos os genes e proteinas analisados. De um modo geral o perfil de
expressao dos genes nas células U-251MG e U-87MG foram bem heterogéneos, com
excecao da sintase CPGES que apresentou um perfil de expressao muito semelhante nas
duas linhagens.

Analisando separadamente a expresséo de cada gene, vimos que na linhagem U-
251MG a expressdo da COX-1 e COX-2 foram muito semelhantes entre si, enquanto
que na linhagem U-87MG tivemos uma maior expressédo da COX-2 em relagdo a COX-
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1. Em relacdo a imumofluorescéncia, vimos uma forte marcacdo para COX-1 e fraca
marcagdo para COX-2 para ambas as linhagens.

As ciclooxigenases (COX-1 e COX-2) sdo enzimas que estdo envolvidas na
sintese dos prostanoides usando &cidos graxos da membrana como substrato. A
expressao alterada das COXs, especialmente da COX-2, esta associada com o0 aumento
dos niveis de seu principal produto metabdlico, a PGE, (Greenhough et al., 2009).

Em GBM, estudos anteriores demonstraram que COX-2 estd correlacionada
diretamente com o grau de glioma e com a menor sobrevida de pacientes com GBM
(Shono et al., 2001). Além disso, evidéncias recentes indicam que a COX-2 é essencial
para 0s processos de invasdo e proliferacdo de GBM, o que sugere um papel critico da
COX-2 na iniciagéo e desenvolvimento de GBM (Sharma et al., 2011; Xu et al., 2014).

Estudos realizados por Joki et al., (2002) avaliaram por imunohistoquimica a
expressao de COX-2 em 50 amostras de glioma, sendo que 25 dessas amostras eram de
pacientes com GBM. Os resultados mostraram que todas as 50 amostras avaliadas
apresentaram a expressdo de COX-2. Porém nas amostras de GBM a expressdo da
COX-2 foi mais elevada quanto comparada com gliomas de baixo grau analisados.

De um modo semelhante Prayson et al., (2002), também avaliou a expressao de
COX-2 em 47 amostras de GBM. Das 47 amostras de tumores analisadas, 75%
apresentaram uma elevada expressdao de COX-2. Neste trabalho a expressdo aumentada
de COX-2 foi associada as altas taxas de proliferacdo do GBM.

No caso da COX-1, por muito tempo, a expressdo dessa ciclooxigenase em
tumores, foi secundaria em comparacdo a COX-2. Muitos dos estudos que avaliaram a
expressdo de COX-2 nos tumores, ndo avaliaram a expressdo da COX-1, devido ao
pressuposto de que COX-1 é um gene constitutivo. Porém no trabalho de Osman,
Youssef (2015) observou uma alta expressdao de COX-1 em 62,5% dos tecidos de
cancer renal (RCC). Sendo que a expressao da COX-1 foi progressivamente
aumentando a partir do tecido renal normal na direcdo dos graus I-1I-11l e IV do
carcinoma. Em outros trabalhos também foram vistos uma correlacdo estatistica
significativa entre a ativacdo de COX-1 e a progressdo de tumores como carcinoma de
nasofaringe, melanoma ('Yoshimoto et al., 2005), cancer de mama (Hwang et al., 1998),
ovario (Freedman et ai, 2007; Gupta et ai, 2003), pulméo (Bauer et al., 2000), cervical
cancer e colo do Utero (Sales et al., 2002).

No trabalho desenvolvido por Wilson et al., (2015) foi visto em diferentes
linhagens tumorais, incluindo GBM, uma expressdo mais elevada do mRNA de COX-1
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em comparacdo a expressdo de COX-2. Em outros trabalhos realizados no laboratorio,
Panagopoulos (2013), observou em amostras de GBM uma maior expressao da COX-1
e COX-2 em relacdo a gliomas de baixo grau.

Esses dados apresentados s6 reforcam os dados obtidos neste trabalho, que
mostram que ambas as ciclooxigenases além de serem expressas em GBM, sao
importantes para o desenvolvimento do tumor. Porém sozinhas essas ciclooxigenases
néo séo capazes de produzir PGE;,

PGE sintases (PGES) agem de forma downstream as ciclooxigenases e catalisam
a conversdo de PGH, para PGE,. Existem trés isoformas distintas conhecidas das
sintases denominadas como: PGES, mPGES1 e mPGES2 (Park et el., 2006). Destas
sintases, CPGES e mPGES2 sdo constitutivamente expresso, enquanto que a mPGES1 ¢é
induzida (Samuel et al., 2007).

Entre as trés sintases a mPGESL1 ¢é a mais estudada e esta diretamente associada
com o aumento da producdo de PGE,, em varios tipos de canceres incluindo os tumores
cerebrais (Mattila et al., 2009).

No trabalho de Murakami et al., (2000), foi demonstrado que a expressdo
aumentada de COX-2 e mPGES1 na linhagem HEK-293 (rim) aumentou o processo de
proliferacdo celular da linhagem. Além disso, a expressdo aumentada de COX-2 e
mPGES1 na mesma linhagem foi responsavel pela formacdo de tumores grandes e bem
vascularizados, quando injetado nos flancos de ratos nudes. No mesmo trabalho, o
tratamento de células HCA-7 com o inibidor de mPGES1 (CAY10526), diminuiu a
producdo de PGE; e atenuou a proliferacdo das células, ao passo que a expressao
aumentada de mPGES1 aumentou a producéo de PGE; e a proliferacdo celular (Kamei
et al., 2003).

Outros trabalhos mostraram nas linhagens tumorais, A549 (pulmé&o) e DU145
(prostata), que o silenciamento da mPGES1 causou uma diminuicdo da capacidade
clonogénico, além de diminuir a capacidade de crescimento dos tumores (Hanaka et al.,
2009). Da mesma forma, Kamei et al., (2009) mostrou que o silenciamento da mPGES1
em carcinoma de pulmdo de Lewis, diminui a proliferacdo celular, além de reduzir a
invasdo e aumentar adesdo da matriz extracelular.

Recentemente, Seo et al., (2009) relatou que a expressdao de mPGES2 em cancer
de colorretal, foi significativamente mais elevado nas amostras de tumor do que nas
amostras do epitélio normal adjacente. Em bidpsias de pacientes com carcinoma de
células escamosas de cabeca e pescoco (CECP), foi mostrado uma expressdo aumentada


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mattila%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19347995

82

de COX-2 e cPGES, cerca de 4 e 2,5 vezes respectivamente, em comparacdo ao tecido
normal (Camacho et al., 2008).

Em outros estudos a expressdo de mPGES1, mPGES2, e cPGES foram avaliados
por imunohistoquimica em 129 amostras de pacientes com cancer gastrico. A expressao
das trés sintases foram encontradas em 47% das amostras analisadas, enquanto que em
tecidos normais apenas as sintases MPGES1 e mPGES2 foram encontradas (Gudis et
al., 2007).

Em tumores cerebrais a expressdo de altos niveis de mPGES1, mPGES2 e
cPGES foi observado por imunohistoquimica em amostras de neuroblastoma e gliomas.
Em ambos os casos a expressdo aumentada dessas sintases correspondeu a um
prognastico ruim dos pacientes (Larsson et al., 2015; Mattila et al.,2009).

Nossos dados mostraram pela primeira vez uma maior expressao da sintase
cPGES em relacdo a mPGES1 e mPGES2 em ambas as linhagens de GBM. A literatura
mostra que a cPGES de um modo geral liga-se preferencialmente a COX-1 para
promover a producdo de PGE;. Isso confirma mais uma vez a importancia de COX-1
para a producdo de PGE, em GBM, além de mostrar um possivel papel de cPGES no
processo tumoral.

Outro dado observado foi a maior expressdo de mPGES1 em comparagdo com
mPGES2 na linhagem U-87MG. Esses dados séo interessantes porque para promover a
biossintese de PGE,, a mPGES1 necessita estar ligada preferencialmente a COX-2 e
como vimos anteriormente na U-87MG ocorreu uma maior expressdo de COX-2 em
relagdo a COX-1. No caso da U-251MG a expressao de ambas as sintases mPGES1 e
mPGES2 foram muito semelhantes, assim como a expressdo da COX-1 e COX-2.

Na imunofluorescéncia observamos apenas uma forte marcagdo para a
mPGES2em ambas as linhagens, enquanto que na mPGES1 tivemos uma fraca
marcacdo para U-251MG e forte marcagéo para U-87MG.

Em relacdo a cPGES observamos uma fraca marcacao para a linhagem U-87MG
e nenhuma marcagdo para U-251 MG. Esses dados da ndo deteccdo da proteina cCPGES
pode estar relacionados a qualidade do anticorpo utilizado, pois em trabalhos anteriores
do laboratorio ndo foi detectado a marcacdo de cPGES em amostras controle.

Com esse trabalho, demostramos que de forma geral todas as sintases
possivelmente estdo envolvidas na producdo de PGE; nas linhagens U-87MG e U-

251MG. Além disso, podemos sugerir que coletivamente a expressdo aumentada das
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sintases em combinagdo com as ciclooxigenases podem contribuir com a progressao do
cancer.

Sob condigdes normais, PGE; regula varias fungdes através da ligacdo com seus
receptores EP, classificados como EP1, EP2, EP3, EP4, onde cada um dos seus
receptores tem uma funcdo bioquimica distinta (Sugimoto et al., 2007; Wang et al.,
2007;). Trabalhos envolvendo os receptores mostram que as expressoes de certos EPs
podem influenciar na capacidade de crescimento, invasdo e angiogénese dos tumores de
pulméo, colon, prostata e pele (Amano et al., 2003; Fulton et al., 2006; Huang et al.,
2013).

No trabalho de Payner et al., (2006) andlises feitas por western blot na linhagem
U87-MG mostraram uma maior expressao de EP2 e EP4 em comparagdo aos astrocitos
de cultura priméaria. Em outro trabalho realizado por Fiebich et al., (2001) apenas 0s
MRNA dos receptores EP2 e EP4 foram encontrados na linhagem U-373MG (GBM) e
em culturas primérias de astrdcitos de rato.

Utilizando cultura primaria de amostras de GBM Brocard et al., (2015), mostrou
que atraveés do receptor EP2, PGE; foi capaz de aumentar a sobrevivéncia e proliferacdo
das células. Raza et al., (2004) também constatou uma expressdo elevada de EP4 em 15
amostras de tecidos de GBM em comparac¢do a 5 astrocitoma anaplésico. Esses dados
foram semelhantes aos encontrados neste trabalho, aonde obtivemos por qRT-PCR a
expressao apenas de EP2 e EP4 nas linhagens U-251MG e U-87MG. Porém em ambas
as linhagens a expressdo do receptor EP2 foi mais elevada em comparagao a expressao
de EP4, sendo que na U-87MG isso fica mais evidente.

Na imunofluorescéncia a marcacdo de ambos os receptores (EP2 e EP4) foram
forte nas duas linhagens. Esses dados em conjunto sugerem que a ativacdo de EP2 e
EP4 é um componente importante na progressao de GBM.

Atualmente, os membros envolvidos na via de transporte e degradacéo de PGE;
estdo ganhando cada vez mais atencdo, uma vez que os efeitos prd-carcinogéneos de
PGE; ndo séo regulados apenas pela sua biossintese, mas também pela sua degradacéo.

A internalizacdo e a inativagdo de PGE; sdo realizadas por duas proteinas
distintas. PGE, € transportada para o interior das células através de PGT e
subsequentemente oxidada a 15-ceto-PGE; pela 15-PGDH. Ambas as etapas séo
necessarias para a inativacao eficiente de PGE, (Nomura et al., 2004).

Estudos tém demonstrado que a expressao de PGT e 15-PGDH estdo

frequentemente reduzidas em varias neoplasias, insinuando que as altera¢Ges nos niveis
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de PGE; podem ter um papel importante no desenvolvimento do tumor (Holla et al,
2008; Ichikawa et al, 1996;).

Em céncer de mama a analise da expressdo de 15-PGDH por qRT-PCR e
western blot nas linhagens celulares MCF-7, T-47D, BT-474, ZR75-1, MDA-MB-231,
MDA-MB-468, SK-BR-3 e BT-20 revelou uma baixa expressao em todas as linhagens
(Wolf et al., 2006). Em neuroblastoma de alto grau foi identificado uma baixa expressdo
de 15-PGDH e consequentemente altos niveis de PGE, quando comparado com
neuroblastomas de baixos graus (Larsson et al., 2015).

No entanto, os estudos envolvendo 15-PGDH em GBM sdo limitados.
Wakimoto et al. (1998), mostrou pela primeira vez, a influéncia de 15-PGDH no
crescimento celular da linhagem de glioma humano T98G, apds o tratamento com
AINEs (inibidor de COXs). A superexpressdo de 15-PGDH em T98G levou a uma
reducdo do crescimento celular, enquanto que a inibi¢cdo da mesma resultou no aumento
do crescimento celular.

Da mesma forma que os estudos com GBM, a expressdo diminuida de 15-PGDH
tem sido observada em varios canceres, incluindo cancer gastrico (Thiel et al., 2009),
pulmdo (Ding et al., 2005), célon (Yan et al., 2004), mama (Wolf et al., 2006) e
pancreas (Pham et al.,2010). A expressao diminuida de 15-HPGD em muitos casos esta
associada com a reducdo da tumorigénese. Enquanto que a perda de funcéo leva ao
acumulo de PGE, que sustenta a carcinogénese e progressao do tumor. Assim, a
diminuicdo na expressdo de 15-PGDH em tecidos tumorais pode ser um dos principais
mecanismos para 0 aumento de PGE; em céancer.

Estes resultados em conjunto apoiam a hip6tese de que a degradacdo de PGE;
como um resultado da expressdo aumentada de 15-PGDH, pode suprimir as metastases,
proliferacdo e invasdo além de funcionar como um supressor do tumor de células
cancerosas (Tai, 2011).

Semelhante a 15-PGDH, estudos com PGT tém demonstrado também uma baixa
expressdo desse transportadore em varios canceres, sugerindo que alteracGes no
metabolismo de PGE; tem um papel importante no desenvolvimento do cancer.

A visdo atual sobre o papel bioldgico de PGT € de mediar a captacdo de
prostaglandinas secretadas, permitindo a sua inativacdo pela 15-PGDH. Por isso, a
relevancia de PGT, nos poucos estudos em cancer tem sido exclusivamente ligada ao

catabolismo das prostaglandinas.
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PGT medeia o transporte das PGs, através da troca de um anion lactato com a
PGs, que é negativamente carregado a um pH fisiologico (Chan et al., 2002). Uma vez
que a maioria das células tumorais tem alta concentracdo de lactato intracelular como
um subproduto da glicolise, o efluxo de lactato facilita o influxo de PGE; a partir do
espaco pericelular. A importacdo de PGE;, a partir do espaco pericelular diminui a
ligacdo e ativacdo dos receptores EP sobre a superficie celular. No entanto, a fungéo de
transporte em outras células no microambiente tumoral também pode ser importante no
controle dos niveis extracelulares de PGE, (Greenhough et al., 2009; Holla et al., 2008;
Subbaramaiah et al., 2011).

Os niveis de mRNA e de proteina de PGT foram determinadas por PCR em
tempo real, Western blot e imunohistoquimica em tecidos de céncer colorretal e de
tecido normal adjacente. Foi observado nos experimentos realizados, uma maior
expressao do mRNA e da proteina PGT nas amostras de tecidos normais em relacdo as
amostras de pacientes com cancer colorretal (Shang et al., 2015).

De uma forma similar os nossos resultados demonstraram que a expressdo de
PGT e 15-PGDH apresentaram niveis baixos nas linhagens U-251MG e U-87MG.

Na imunofluorescéncia observamos uma marcacdo forte para 15-HPGD na
linhagem U-251MG e U-87MG e para PGT, observamos uma marcacdo forte para
U87MG e nemhuma marcacdo para U-251MG. Esses resultados sugerem que 0s niveis
reduzidos de PGT e 15-PGDH, podem contribuir para niveis elevados de PGE; no
microambiente tumoral contribuindo assim para o desenvolvimento do GBM.

No entanto, 0s mecanismos exatos para a baixa expressdo de PGT e 15-HPGD
na carcinogénese ndo sdo conhecidos. Como foi relatada, a expressdo baixa ou a
inibicdo de PGT, além de 15-PGDH, constituiria um meio muito eficaz de aumentar o0s
niveis locais de PGE,, podendo em GBM serem considerados como um alvo para

manipulacdo terapéutica.

5.2 LC/ESI-MS/MS nas linhagens de GBM

Considerando que o aumento da producdo de alguns prostanoides derivados de
DHGLA (série 1), AA (série 2) e EPA (série 3) estdo envolvidos em processos
fisiopatolégicos relacionados com o desenvolvimento e a disseminagdo de Vvarios
tumores (Klapan et al., 1992; Pan et al., 2015; Reader et al., 2011; Sasaki et al., 2015),
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avaliamos o perfil de producdo de alguns desses prostanoides e seus metabdlitos em
cinco linhagens de GBM diferentes (T98G, U-138MG, A172, U-251MG e U-87MG).

Os resultados obtidos neste trabalho, demostraram que nas analises feitas com os
prostanoides da série 2 todas as linhagens apresentaram um perfil muito semelhante em
relacdo a producdo do TXB,, PGD,, 15dPGJ,, PGJ; e delta 12-PGJ,. Por outro lado os
prostanoides PGF,,, PGE; PGD,, 13,14dhPGF,, 15kPGE,, 13,14dh15kPGF,,,
13,14dh15kPGE; apresentaram um perfil bem variado entre as linhagens.

Analisando separadamente cada um desses prostanoides, podemos dizer que nas
cinco linhagens de GBM, foi constatada uma maior producdo do prostanoide TXB;
(produto da hidrdlise de TXA;) em relacéo aos outros prostanoide analisados.

Os dados obtidos neste trabalho, foram muito semelhantes com os obtidos por
Castelli et al., (1989) que observou em 33 amostras de gliomas e 6 amostras de
metastases cerebrais (3 de pulméo, 1 de mama, 1 de melanoma e 1 gastrico), uma maior
prevaléncia do TXB; em relacdo a PGE,, PGD, e PGF,,. Em comparacdo com o tecido
cerebral normal, a producéo de TXB,também foi superior,

Em outro trabalho, foi encontrada em um grande painel de linhagens celulares de
glioma uma alta producdo de TXB,, além da expressao elevada da TXAS e do receptor
TP em comparagdo com 0s astrocitos normais. Estes dados foram relacionados com as
altas taxas de migracao destas células. A producdo aumentada de TXB; em linhagens de
glioma esté correlacionada com as taxas de migracdo destas células (Giese et al., 1999).

No estudo realizado com as linhagens obtidas de amostras de pacientes com
GBM, G112p (maior capacidade de migracdo) e G112ms (menor capacidade de
migracao), observou-se uma maior expressdo da TXAS na linhagem G112p em relagdo
a linhagem G112ms. Porém a alta capacidade de migracdo das celulas G112p foram
comprometidas apds os tratamentos com dazmegrel e furegrelate (antagonistas da
TXAS) (McDonough et al., 1998).

O uso de furegrelate em outros trabalhos, alem de estar relacionado com a
inibicdo do processo de migracdo, também esteve relacionado com a diminuicdo da
adesdo, aumentou da apoptose, crescimento do tumor in vivo e aumento da sensibilidade
a radiacdo em células derivadas de glioma (Giese et al., 1999; Kirzel et al., 2002;
Schauff et al., 2009; Yoshizato et al., 2002).

Apesar de ndo conhecer detalhadamente os mecanismos de acdo do tromboxano
nas celulas tumorais, este prostanoide demostra ter um papel importante na

tumorigénise de gliomas. Por isso 0 uso de inibidores para biossintese do tromboxano
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podem ser um dos caminhos para aumentar a susceptibilidade das células de glioma
para quimioterapia e radioterapia convencional.

Outras semelhangas encontradas entre as cinco linhagens foram em relagdo a
producdo de PGD; e dos seus metabolitos. PGD, é um importante metabdlito da COX-2
que possui atividades contraditorias (pro-inflamatéria ou anti-inflamatdria) em
condicBes patofisioldgicas.

No entanto, a implicacdo da producdo de PGD, em tumores é praticamente
inexplorada. Os poucos estudos envolvendo este prostanoide, consideram que PGD»,
assim como PGl,, apresentam atividade antitumoral (Murata et al., 2008).

Esta hipdtese é sustentada pelos trabalhos que demostram que niveis elevados de
PGD, causaram menos focos metastaticos no pulméao de ratos, inibicdo do crescimento
de células leucémicas e de tumores de Ehrlich, além de diminuir o potencial metastatico
em melanomas (Fukushima et al., 1982; Narumiya et al., 1987; Stringfellow,
Fitzpatrick, 1979).

No trabalho de Park et al., (2007) que avaliou a possivel influéncia de PGD; no
desenvolvimento de adenomas intestinais, foi mostrado no modelo de rato ApcM™*
nocaute para a enzima H-PGDS, um aumento de 50% dos adenomas intestinais,

enquanto que no modelo de ratos Apc™™*

com alta expressédo de H-PGDS ocorreu uma
reducdo de aproximadamente 80% dos adenomas.

Em gliomas, a diminuicdo dos niveis de proteina e mMRNA da sintase L-PGDS
(principal sintase produzida nos neurénios e nas células gliais) foram observados em
diferentes amostras de GBM quando comparada ao tecido cerebral normal (Payne et al.,
2008). Alem disto, a adicdo exdgena de PGD, nas linhagens A172 e C6 resultou na
diminuicdo da capacidade proliferativa das células (Conde et al., 1991; Payne et al.,
2008).

Em trabalhos anteriores do nosso laboratorio, foi visto que a adi¢cdo de PGD; em
condigBes fisiologicas nas linhagens Al72, U-87MG e U-251MG, aumentou a
proliferacdo das linhagens celulares em comparagéo aos seus controles (Ferreira, 2014).
Além disso, vimos também que a adigdo exdgena de PGD; nas linhagens U-251MG e
U-87MG aumentou significativamente a migracdo das células.

Assim como outros prostanoides, PGD; in vivo tem uma vida muito curta, sendo
convertido rapidamente a diferentes metabolitos. Nos dados encontrados neste trabalho,
observamos nas cinco linhagens uma baixa produgdo do metabodlito 15dPGJ; e a
auséncia dos metabdlitos PGJ; e delta 12-PGJ,.
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A adicdo exogena de 15d-PGJ; na linhagem JC (adenocarcinoma mamario de
rato), foi responsavel pela diminuicdo da migracdo estimulando a desmontagem da
adeséo focal e reorganizacéo da actina (Diers et al., 2010).

No trabalho realizado por Trindade-da-Silva et al., (2016) o metabolito 15d-PGJ,
em células TPC-1(cancer de tireoide) diminuiu as atividades proliferativas das células,
além de aumentar a apoptose. Em outra linhagem conhecida como MCG-803 (cancer
géastrico), 15d-PGJ, inibiu o crescimento celular e induziu a apoptose através da
diminuicdo da relacdo entre COX-2 e Bcl-2/Bax (Chen et al., 2003). Além disso, 15-
dPGJ; induziu a apoptose independente de caspase em células de glioma humano A172
por meio de formagéo de ROS e dano mitocondrial (Cho et al., 2006).

A 15-dPGJ; € um produto da desidratacdo de PGD,, que possui alta afinidade a
PPARYy, conhecido por ser um mediador potencial de apoptose. Acredita-se que
15dPGJ; possa influenciar na tumorigénese de varios tumores através de PPARYy
(Houseknecht et al., 2002; Surh et al., 2011).

No caso de PGJ; e delta 12-PGJ,, os trabalhos demonstram que estes metabdlitos
sdo conhecidos por reduzir a proliferacao celular e aumentarem a apoptose nos tumores
de melanoma (Paulitschke et al., 2012), cancer do ovario (de Jong et al., 2011), cancer
de coloretal e leucemia (Shin et al., 2009).

Sendo assim, ndo encontrarmos a producdo desses metabdlitos nas linhagens de
GBM, ndo foi nenhuma surpresa. Uma vez, que esses metabolitos possuem um papel
anti tumoral em diferentes tipos tumorais, incluindo GBM (Clay et al., 2002; Piva et al.,
2005; Zander et al., 2002). Porém sdo necessarios mais estudos para tentar entender o
papel duplo que PGD, exerce em GBM.

Em relacdo as diferencas encontradas nos perfis entre as cinco linhagens,
tivemos uma produgdo variada do prostanoide PGF,, e seus principais metabdlitos
(13,14dhPGF,, e 13,14dh15kPGF;,), além da producdo variada de PGE; e seus
metabdlitos 13,14dh15kPGE; e 15kPGE,.

No caso de PGF,, a Unica linhagem que ndo encontramos a producdo desse
prostanoide foi na U-251MG, porém na linhagem foi encontrada grande producgéo do
metabolito 13,14dhPGF,,. Isso indica que este prostanoide foi produzido pela célula.

Na literatura PGF,, esta relacionada a promocéo da angiogénese e o crescimento
tumoral em carcinoma endometrial (Sales et al., 2008). Em melanoma as quantidades de

PGF,, foram maiores do que as encontradas em melanocitos normais, porém a
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quantidade do receptor de FP no tumor foi bem reduzida (Scott et al., 2005). Fricke et
al., (2010) sugeriram que PGF,, pode facilitar a progressdo do melanoma através de
células como fibroblastos e as células endoteliais, as quais expressam o receptor de FP.

Em relacdo a PGE,, estudos realizados na década de 80, demostraram que as
células tumorais de glioma, especialmente de GBM, produzem uma grande quantidade
de PGE; tanto no modelo in vitro quanto no modelo in vivo (Cooper et al., 1984;
Castelli et al., 1989). Loh et al., (2002) elucidou por anélise de HPLC altos niveis de
PGE, em GBM quando comparados com outros astrocitomas de baixo graus e
metastases cerebrais. Em relacdo aos controles a producdo de PGE; nas amostras
tumorais de GBMs foi seis vezes maior. No trabalho, realizado por Kékoglu et al.,
(1998) o nivel de PGE; quantificado pela técnica de Elisa foi significativamente maior
em gliomas e meningiomas quando comparado ao tecido controle.

Sendo assim, com os dados obtidos por LC-MS/MS apresentados por este
trabalho, podemos dizer que a produgdo dos prostanoides da série 2 e seu metabolitos,
principalmente do TXB, e PGE,, reforcam a ideia de que os prostanoides da série 2
possuem um papel importante em GBM e possivelmente estdo relacionados com maior
proliferacdo e agressividade, conforme sugere a literatura em outros tipos de cancer.
Além disso, esse trabalho também demostrou que novos estudos necessitam ser
realizados para tentar elucidar o papel de PGD, e PGF,,em GBM.

Outro dado importante que chamou a atencao neste trabalho foi a auséncia dos
prostanoides da série 1 e da série 3 nas linhagens analisadas.

Os trabalhos encontrados na literatura, mostraram que prostanoides da série 1 e 3
possuem uma atividade antitumoral, podendo potencialmente antagonizar com o0s
efeitos pro tumorais dos prostanoides da série 2. Porém o0s mecanismos subjacentes
responsaveis por estas atividades ndo sao totalmente elucidados (Cockbain et al., 2012;
D’Eliseo et al., 2012; Serini et al.,2009).

Estudos realizados por Yang et al., (2014) mostraram que a adi¢do exdgena de
PGE; inibiu a proliferacdo das células de cancer de pulm&o, enquanto que a adigdo
exogena de PGE; estimulou o crescimento destas células.

A suplementacdo de células tumorais com DGLA (responsavel pela formacao
dos prostanoides da série 1) ou EPA (responsavel pela formagdo dos prostanoides da
série 3), diminuiu o crescimento de varios tipos de tumores, incluindo os do pulméo, do
célon, das mamas e da préstata (Dommels et al., 2003; Wang et al., 2012; Xu, Qian,
2014).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yang%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24657656
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22333072
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No estudo realizado pelo nosso laboratério, mostrou que o tratamento com GLA em
células C6 inibiu 30% da migracdo celular (Ramos e Colquhoun, 2003). Em outro
estudo a exposicdo de células W256 a GLA e EPA, afetou o processo de apoptose
através da liberacdo de citocromo c pela mitocéndria, producdo aumentada de espécies
reativas de oxigénios e um aumento da peroxidacao lipidica (Colghoun e Schumacher,
2001).

No trabalho realizado por Das, Madhavi (2011), a suplementacdo com EPA e
DGLA em células de carcinoma cervical humano potencializou a agdo citotoxica de
vincristina. EPA e DGLA melhoram a absor¢do de vincristina e inibiram o seu efluxo,
aumentando assim a concentragdo intracelular da droga.

Uma das possiveis causas para ndo termos encontrado os prostanoides da série 1
e serie 3 nas linhagens de GBM, é provavelmente pela pouca oferta de substrato in vitro
para formacdo desses prostanoides.

Naturalmente no cérebro encontramos uma composicao de &cido graxos Unico,
com niveis elevados de AA e baixos de EPA (Brenna, Diau, 2007; Crawford et al.,
1976). Além do mais, os &cidos graxos EPA e DHGLA possuem mais algumas
desvantagens em relacdo ao AA em células tumorais.

O DGLA em condic6es normais € naturalmente dessaturado para a producdo do
AA. No entanto, devido a atividade limitada de A5 dessaturase em seres humanos,
apenas uma parte de DGLA ¢é convertida em AA. Em células tumorais esse equilibrio é
perdido e acabamos tendo uma maior formacdo do AA (Wang, Lin, 2012). Mesmo em
casos de suplementacdo de células com DGLA a quantidade encontrada de AA ainda é
3 vezes maior que o DGLA, principalmente devido a eficaz dessaturacdo de DGLA a
AA (Fujimoto et al., 2010).

No caso de EPA, foi visto que proteinas como cPLA2, COXs e sintases que
estdo envolvidas na biossintese dos prostanoides da série 3, tem maior preferéncia por
AA do que ao EPA (Leslie, 2004).

Apesar de tudo o que foi mostrado na literatura, vimos em trabalhos anteriores
do laboratério e neste mesmo trabalho (discutiremos a seguir) que apesar dos
prostanoides da série 1 e 3 ndo terem sidos produzidos pelas células U-251MG e U-
87MG, a adicao exdgenas de alguns desses prostanoides foram capaz de aumentar o
processo de migracdo dessas celulas. Em outro trabalho realizado com a linhagem

T98G, a adicdo exodgena de PGE; assim como de PGE; foi responsavel por afetarem
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positivamente diversos processos celulares importantes, para a progressdao tumoral,
como migracéo, proliferacdo e apoptose. (Gomes, Colquhoun, 2012).

Apesar de ndo termos detectado a producdo dos prostanoides das séries 1 e 3 nas
linhagens, isso nédo significa que em outras situacdo esses prostanoides ndo possam ter

um funcdo no desenvolvimento do tumor.

5.3 Migracdo celular nas linhagens U-251MG e U-87MG tratadas com
prostanoides

O GBM é caracterizado por seu comportamento agressivo e por sua elevada taxa
de recorréncia, principalmente pela sua grande capacidade de migracdo e de invaséo ao
tecido cerebral sadio.

Em estudos anteriores realizados com a linhagem T98G, foi visto que apds 0s
tratamentos com PGE; e PGE; exdgeno, tivemos um aumento significativo no processo
de migracdo celular. Em contrapartida, o tratamento com Ibuprofeno (inibidor néo
seletivo de COX), diminuiu o processo de migracdo celular em T98G (Gomes,
Colquhoun, 2012). Em outros estudos realizados com cancer de pancreas e de coloretal,
a adicdo exogena de PGE, também estimulou a migracdo desses tumores (Buchanan et
al., 2003; Charo et al., 2013).

No trabalho de Feitoza (2013), a adi¢do de PGE; nas linhagens U-251MG e U-
87MG aumentou a expressdo de proteinas importantes da MEC envolvidas na migracao
e invasdo tumoral. Em conjunto, esses dados demostram a influéncia que PGE, tem no
processo de migracao tumoral.

Embora a maior parte dos estudos envolvendo migragéo seja em torno de PGE-,
é importante verificar a possivel influéncia de outros prostanoides na migragdo de
GBM. Uma vez que, estudos tém demonstrado que outros prostanoides, além de PGE,,
tambem podem influenciar no desenvolvimento do tumor (Schneider, Pozzi, 2011).

No trabalho realizado por Sales et al., (2008) utilizando a linhagem FPS (células
de adenocarcinoma do endométrio que expressam de forma estavel o receptor FP) foi
visto que PGF,, através de seu receptor FP aumentou a capacidade migratéria das
células FPS. Assim como os estudos mostrados acima, nossos resultados mostram que
todos os prostanoides da série 2 (PGE,, PGD, e PGF,,) analisados, aumentaram a
capacidade de migracao da linhagem U-251MG, enquanto que na linhagem U-87MG os

prostanoide E; e D, também aumentaram a migracéo das células.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schneider%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22002716
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schneider%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22002716

92

Em relacdo aos prostanoides da serie 1, este trabalho mostrou que tanto PGE;
como PGD;, também aumentaram significantemente a migracdo celular nas linhagens
U-251MG e U87-MG. Apesar de ndo terem sido detectados por LC-MS/MS os
prostanoides da série 1, assim como 0s prostanoides da série 2, aumentaram o0 processo
de migracéo celular nas linhagens U-251MG e U87-MG.

No trabalho de Gomes, Colquhoun (2012) a adicdo de PGE; exdgena nas
linhagens de GBM T98G aumentou significativamente o processo de migracao,
enquanto que a adicdo do Ibuprofeno reverteu o aumento da migracao.

Uma das explicacBes para a influéncia de PGE; e PGD; exdgeno na migracao
das células de GBM, seria a utilizacdo dos mesmos mecanismos e receptores usados
pelos prostanoides da série 2. Uma vez que em ambos o0s casos (série 1 e série 2) a
metabolizacdo ocorre de um modo semelhante com a participacdo de as mesmas
enzimas, além de compartilharem o mesmo sistema receptor EP (Das, 2006). Portanto
bastaria a producdo de apenas uma das séries dos prostanoides para termos toda a
maquinaria de acao a disposi¢do de outras séries.

Como vimos anteriormente por LC-MS/MS, as linhagens U-251MG e U87-MG
ja estdo produzindo prostanoides da série 2, portanto possuem toda a maquinaria que
pode ter facilitado a acdo de PGE; e PGD; adicionados as células de forma exdgeno.
Outro fato que também deve ter contribuido para a influéncia dos prostanoides da série
1 e 2, foi a baixa expressdo das proteinas PGT e 15-HPGD observadas por gRTPCR. A
baixa expressdo desses genes colabora com uma degradacdo ineficiente dos
prostanoides, facilitando assim uma maior oferta desses prostanoides para as células.

Esses dados sdo importantes, pois além de reforcar a importancia dos
prostanoides da série 2, também demostram pela primeira vez a influéncia de PGE; e
principalmente de PGD; no processo de migracdo de GBM. Contrariando assim 0s
dados da literatura que até 0 momento so atribuiram os prostanoides da série 1 o papel
de anti-tumorigénico. Este trabalho mostrou que estes prostanoides também podem ter
um efeito pro-tumorigénico em relacdo & migracdo de GBM.

Porém 0s mecanismos pelo quais os prostanoides agem ndo sdo conhecidos e
novos estudos devem ser realizados para elucidar esses mecanismos.

Assim como os estudos mostrados acima, a adicdo exogena dos prostanoides da
série 1 (PGE; e PGD,) e da série 2 (PGE,, PGD, e PGF,,) aumentaram a migracao
celular nas linhagens U-251MG e U87-MG. Sendo PGE; e PGE; os prostanoides que

mais se destacaram em ambas as linhagens.
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5.4 Influéncias dos receptores EP2 e EP4 na migracao celular das linhagens U-
251MG e U-87TMG

Segundo a literatura, para PGE; exercer sua influéncia no processo de migracao
€ necessario a ativacao de um dos seus quatros receptores. No trabalho de Cheng et al.,
(2014) PGE; promoveu o aumento da migracdo das ceélulas Huh-7 (hepatocarcinoma)
através do seu receptor EP2. Na linhagem PC3 (cancer de prostata) os resultados
indicaram que a migracao induzida por PGE; foi mediada, em parte, por EP4 (Huang et
al., 2013). Ja nas linhagens CCLP1 e HUCCT1 (cancer de figado) o aumento da
migracdo causado pela adicdo de PGE, ocorreu através do receptor EP3 (Du et al.,
2015).

Como vimos anteriormente, as linhagens U-251MG e U87-MG utilizadas neste
estudo expressam apenas 0s receptores EP2 e EP4. Desse modo utilizamos o0s
antagonistas especificos AH6809 e L161.982 para o bloqueio das funcdes de EP2 e EP4
respectivamente. Assim poderiamos determinar se 0s receptores estavam de fato
envolvidos no processo de migracéo junto com PGE,.

Num primeiro momento, demostramos que a inibicdo dos receptores EP2 e EP4
pelos seus respectivos antagonistas (AH6809 e L161.982) diminuiram a migracdo das
células U-251MG e U-87MG de uma forma muito similar entre eles. Esses dados
mostraram que os dois receptores de forma muitos parecidas estdo envolvidos na
migracdo das células de GBM.

Nossos dados s&o muito similares com os estudos que associam 0s receptores
EP2 e EP4 com o processo de migracao das células tumorais. Nos trabalhos de Vaid et
al., (2015) e Xu et al., (2014) o uso do antagonista AH6809 (EP2) nas linhagens de
melanoma e (A375 e Hs294t) e do antagonista ONO-AE3-208 (EP4) nas linhagens de
prostata (PC-3 em LNCaP) diminuiram significativamente a capacidade de migracao
dessas celulas.

Em outro trabalho, foi visto que o aumento na migragdo em células tumorais de
mama (410.4, 410, e 66.1) causado em resposta a adicdo exogena de PGE,, foi
bloqueado pelo uso dos antagonistas AH6809 (EP2) ou AH23848 (EP4). No mesmo
trabalho foi demonstrado que esses mesmos receptores também foram importantes para
o crescimento dessas células (Ma et al., 2006).

Em conjunto com os trabalhos apresentado na literatura, os nossos dados
sugerem que a inibicdo de EP2 e EP4 por seus antagonistas especificos podem

contribuir para a diminuicdo da migracao celular de GBM.
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Uma das possiveis vias pelo qual esses receptores devem estar influenciando na
migracdo das células U-251MG e U-87MG ¢ atraves da ativacdo da via de sinalizacdo
do cAMP. Uma vez que ambos os receptores EP2 e EP4 estdo acoplados a proteina Gs
promovendo 0 aumento na concentracdo intracelular de cAMP (Sugimoto, Narumiya,
2007).

No trabalho realizado por Timoshenko et al., (2003) demostrou que 0 aumento
da migracdo causado pela adi¢cdo exdgena de PGE; nas linhagens C3L5, MCF-7 e
MDA-MB-231, foi atraves do receptor EP4 com o aumento de CAMP. Em
adenocarcinoma a estimulacdo do receptor de EP induziu a ativacdo da via adenilato-
ciclase / cAMP / PKA (Buchanan et al., 2003). Na linhagem U-87MG a adicdo exdgena
de PGE; aumentou a fosforilacdo de cAMP (Bidwell et al., 2010).

Num segundo momento fizemos uso dos inibidores de EP2 e/ou EP4 junto com
a adicdo exdgena de PGE,, assim poderiamos confirmar a hipotese de que 0s receptores
EP2 e EP4, junto com PGE; estavam envolvidos no processo de migragéo de GBM.

Os resultados mostraram que a adi¢ao exdgena de PGE; nas células de GBM que
tiveram um de seus receptores inibidos (EP2 ou EP4), foi capaz de aumentar a
capacidade de migracdo dessas células em comparacdo as células que também tiveram
um dos seus receptores inibidos, mas sem a adi¢do exdgena de PGE,. Porém o aumento
da migragdo dessas celulas foi inferior as tratadas apenas com PGE; sem a inibi¢&o dos
receptores.

Esses dados mostram que para que PGE; possa influenciar de forma efetiva no
processo de migracdo celular é necessaria que as nas linhagens U-251MG e U-87MG
tenham disponivel pelo menos um de seus receptores EPs (EP2 ou EP4).

Ao inibirmos simultaneamente 0s dois receptores esperdvamos a principio, uma
reducdo quase que total da migracdo em ambas as linhagens. Porém os dados mostraram
apenas uma reducéo significativa da migracdo em ambas as linhagens, resultados esses
que foram muito parecidos com os obtidos nas células que tiveram um dos receptores
inibida e ndo a adig¢do de PGE;.

Esses dados demonstram que com a inibicdo dos receptores EP2 e EP4 nas
linhagens U-87MG e U-251MG, PGE; deve estar interagindo com outros receptores
para influenciar no processo de migracao.

Como sabemos, na literatura € descrito que apesar da especificidade da maioria

dos receptores derivados da via da COX, o receptor TP (do TXA,) também pode ser
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estimulado pelos prostanoides PGE;,, PGIl, e PGF,, (Bos et al., 2004; Coleman et al.,
1994).

Como vimos nos dados de LC-MS/MS ambas as linhagens produzem TXB,
além de dados preliminares de imunocitoquimica mostrarem a expressao da TXS. Outro
dado importante visto na literatura é a presenca do receptor TP em GBM.

Isso mostra que possivelmente PGE; deve estar interagindo com o receptor TP
(do TXA,), porém a interacdo com esses outros receptores nao é tdo eficiente quanto a
dos receptores EP2 e EP4.

Outra explicacdo para os dados obtidos com a inibi¢do de ambos 0s receptores é
que a migracdo de U-251MG e U-87MG nao séo influenciadas apenas por PGE,. Isso
explicaria também o aumento da migracdo celular através de outros prostanoides como
foi demonstrado nos experimentos anteriores com a adi¢do exogenas de PGE,, PGE;,
PGD,, PGD; e PGF,.

Coletivamente com o0s estudos apresentados aqui, 0 presente trabalho
demonstrou de forma inédita de que PGE, tem um papel importante no processo de
migracdo das células de GBM (figura 22). Papel este que é mediado, pelo menos em
parte, por uma alteracdo na resposta celular através da ativacdo dos receptores EP2 e
EP4, mas os mecanismos pelos quais isto ocorre ndo sao conhecidos. Por isso, existe a
necessidade em estudar os mecanismos pelos quais a PGE; interfere na a migracéo das
células, para determinar num futuro novos alvos e novas estratégias terapéuticas

adjuvantes no tratamento de GBM.



Proliferacio Migracio Apoptose

Figura 22 - Representacgdo da possivel acdo de PGE,em GBM.
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6 CONCLUSAO

Em conclusdo nossos resultados mostraram que de uma forma geral o0s
prostanoides possuem um papel importante no processo de migracdo das células U-
251MG e U-87MG.

Entre esses prostanoides destacamos PGE,, que em partes influenciou a

migracao das células GBM através da ativacdo dos receptores EP2 e EP4.

As principais conclusdes desse estudo foram:
A. Observamos por qRT-PCR a expressdo das proteinas envolvidas na biossintese
de PGE; (COX-1, COX-2, cPGES, mPGES1, mPGES2, EP2, EP4, PGT e 15-
HPGD) nas linhagens de GBM U-251MG e U-87MG.

B. Observamos por imunofluorescéncia a expressao proteica de COX-1, COX-2,
mPGES1, mPGES2, EP2, EP4 e 15-HPGD na linhagem U-251MG e COX-1, COX-
2, CPGES, mPGES1, mPGES2, EP2, EP4, PGT e 15-HPGD na linhagem U-87MG.

C. Demostramos um perfil de producéo diferente entre as linhagens U-251MG, U-
87TMG, T98G, A-172 e U-138MG em relacdo aos produtos da via das
ciclooxigenases: 6kPGF;,, TXB3, TXB,, PGEs, PGF;,, PGF,,, PGD3, PGE,, PGE;,
13,14dhPGF,,, PGD;, PGD,, 15kPGE,, 13,14dh15kPGF;,, 13,14dh15kPGFi,
13,14dh15kPGE;, 13,14dh15kPGE; PGJ,, deltal2PGJ,, 15dPGJ;.

D. Nas linhagens U-251MG e U-87MG demostramos um aumento no processo de
migracdo apos o tratamento com PGE;, PGE;, PGD3, PGD; e PGF,, exdgeno.

E. Observamos que os tratamentos realizados nas linhagens U-251MG e U-87MG
com os antagonistas dos receptores EP2 (AH6809) ou EP4 (L-161982) inibiram a

migracdo celular.

F. Observamos que o tratamento realizado com PGE; exdgeno e os antagonistas
dos receptores EP2 (AH6809) e EP4 (L-161982) em conjunto, ndo foram suficientes
para inibir completamente a migracéo das linhagens U-251MG e U-87MG.
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Abstract

Mitochondral glutammase (GA) plays an essential role i
cancer cell metabolism, contrbuting to biosynthesis, bioener-
getics, and redox balance. Humans contain several GA iso-
zymes encoded by the GLS and GLS2 genes, but the specific
roles of each in cancer metabolism are still unclear. In this
study, glioma SFxL and LN229 cells with silenced isoenzyme
glutaminase KGA (encoded by GLS) showed lower survival
ratios and a reduced GSH-dependent antioxadant capacity.
These GLS -silenced cells also demonstrated induction of ap-
optosis indicated by enhanced annexin V binding capacity and
caspase 3 activity. GLS silencing was associated with de-
creased mitochondrial membrane potential (AW¥m) (JC-1
dye test), indicating that apoptosis was mediated by
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mitochondral dysfincion. Similar observations were made
in T98 glioma cells overexpressing glulamnase Boenzyme
GAB, encoded by GLS2, though some characteristics (GSH/
GSSG ratio) were different in the differently treated cell lines.
Thus, control of GA soenzyme expression may prove o be a
key tool to alter both metabolic and oxidative stress in cancer
therapy. Interestingly, reactive oxygen species (ROS) genera-
tion by treatment with oxidizing agents: arsenic troxide or
hydrogen peroxide, synergizes with either KGA silencing or
GAB overexpression to suppress malignant properties of gli-
oma cells, including the reduction of cellular motility. Of note,
negatve modulation of GLS soforms or GAB overexpression
evoked lower c-myc and bel-2 expression, as well as higher
pro-apoptotic bid expression. Combination of modulation of
GA expression and treatment with oxidizing agents may be-
come a thempeutic strategy for intractable cancers and pro-
vides a mult-angle evaluation system for ant-glioma pre-
clinical investigations.

Key message

*  Silencing GLS or overexpressing GLS2 induces growth
inhibition in glioma cell lines.

*  Inhibition is synergistically enhanced after arsenic trioxide
(ATO) or H;O, treatment.

*  Glutatione levels decrease in GLS-silenced cells but aug-
ment if GLS2 1s overexpressed.

«  ROS synergistically inhibit cell migration by GLS silenc-
ing or GLS2 overexpression.

»  c-myc, bid, and bel2 mediate apoptosis resulting from
GLS silencing or GLS2 overexpression.

Keywords Apoptosis - Cancer - Glioma . Glutaminase -
Glutathione - ROS
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Introduction

Mammalian glutaminases (GA) catalyze the hydrolytic
dearmdation of glutsmme to glutamate [1], which 1s further
catabolized in the Krebs cycle for the production of ATP,
nucleotides, certain amino acids, and lipids [2]. Although
there 1s no doubt about the importance of GA m brain [3, 4],
its key mole in cancer [5, 6] and oxidative stress has been
recently highlighted [7, 8]. In fact, several recent findings
support the notion of GA as a multifaceted protein involved
in other functions besides glutamate generation from gluta-
mine[1,5, 9]. Of outstanding interest, the presence of multple
GA transcripts has been demonstrated even in a single cancer
cell type [10]. In humans, the GA family consists of two mam
members: the GLS gene encodes two isoforms, known as
kidney (K-type) glutammnase or KGA, and glutammase C or
GAC [4]. These two isoenzymes are usually referred to as
GLS[8]. On the other hand, the GLS2 gene codes for liver (L-
type) isozymes, named LGA, as well as for a longer isoform
named GAB [11, 12]. Both 1soemzymes are designated collec-
tively as GLS2 [8]. GLS has been demonstrated to be regu-
lated by oncogenes and to support tumor cell growth [S, 6, 9,
13, 14]. In contrast, GLS2 is a ranscriptional target of p53 and
has been argued to have tumor suppressor properties, and re-
expressing it in p53-deficient cells limits malignaney [7, 15].
It is unclear why these isozymes have such different biological
properties despite their ability to catalyse the same enzymatic
reaction.

The process of oncogenic transformation places energy
demands on cancer cells to support proliferation, expansion,
and invasion [16, 17]. Deregulated tumor metabolism is a
critical part of oncogenesis and may be targeted for therapeu-
tic benefits [6], including glioma treatment [18]. Both gluta-
mine addiction and GLS activity are critical for c-myc-
mediated oncogenesis [9, 14, 19, 20]; they have been linked
to glutamine synthetase requirement [17], and proposed as
atractive targets for therpeutic intervention [5, 6, 8] The
Warburg effect (increased aerobic glycolysis) [16] and
elutaminolysis (increased mitochondnal activity from gluta-
mine catabolism) [ 5] are well-known hallmarks of cancer [21],
and are accompanied by increased lactate production [22] as
well as mereased generation of reactive oxygen species (ROS)
[23-25]. Arsenic troxide (ATQO) and hydrogen peroxide
(H203) can depolarise mitochondrial membrane potential
(AWm), increase intracellular ROS production, and induce
apoptosis [24]. Based on these observations, and on the fact
that GL S has oncogenic properties [14], and GLS2 soenzyme
can be designed as a tmor suppressor [15] and a ROS
regulator [7], we sought to compare and contrast the effects
of GLS (KGA and GAC) silencing and GLS2 (GAB) over-
expression on malignant properties of tumor cells, alone and
when combined with oxidative stress. We used ghoma cells
lines as a model, becanse several such cell lines have been
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shown to be glutamine dependent in culture and to use gluta-
mine as a major substrate for anaplerosis and oxidative me-
tabolism [13]. For GLS silencing experiments, we used the
ghioblastoma cell lines LN229 and SFxL. Both of these cell
lines use glutamine as an anaplerotic precursor for the TCA
cyele, and both display significant reductions in
ammoniagenesis, cell proliferation, and tumor growth upon
GLS silencing [13]. On the other hand, human ghoblastoma
T98G cell line expresses high amounts of GLS tran-
scripts, while GLS2 transcrpts are hardly detectable in
these cells [12]. Interestingly, transfection of T98G cells with
a GAB ¢DNA sequence dimmished cell proliferation and
survival [12].

Methods

Cell Imes, culture conditions, stable transfections and RNA
interference

All cell lines were tested for mycoplasma contamination.
SFxL and LN229 cells were cultured in Dulbeceo's modified
eagle medium (DMEM) supplemented with 10 % fetal bovine
serum (FBS), penieillin/streptomyein, and 6 mM L-glutamine
as previously described [13]. All RNA imterference (RNAI)
experiments used pools of cells. Vectors for RNAI, lentiviral
particles, and details have been described previously [13]. Of
note, SFxL and LN229 control cells are expressing a non-
targeting shRNA. Stably infected pools with adequate silenc-
ing were maintained in 1 pg/mL puromycmn. In all stable
knockdown experiments, very few detached cells were noted
in the culture, and these were not included m growth and
viability counts. T98G human ghioblastoma cells were pur-
chased from American Type Culture Collection and
were mamtained in minimum essential medium, supple-
mented with 10 % FBS, 1 % non-essential amino acids,
100 IU/mL penicillin and 100 pg/mL streptomyein, all
supplied by Sigma-Aldnch, St. Louis, MO, USA. Cul-
tures were maintained at 37 °C in a humidified atmo-
sphere with 95 % air and 5 % COs. T98G-GAB and T9WG-
pcDNA cell lines were obtained by stable transfection
of T98G cells with a full ¢DNA sequence encoding
human GAB or empty pcDNA3 vector, respectively,
exactly as described previously [12]. The culture medi-
um for the polyclonal populations of T98G-GAB and
T98G-pcDNA. cells containing the neomycin-resistance
gene was supplemented with 0.5 mg/mL geneticin
(Sigma-Aldach). Relative baseline expression of GLS
and GLS2 in all assayed cell lines shows that SFxL and
LN229 GLS-silenced cell lines significantly diminished
GLS expression, and T98G-GAB cell line significantly
overexpressed GLS2? (Fig. 1).
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Fig. 1 Expression of GLS and GLS2 in assaved cell lines. Western blots
show that SFXL and LN229 GLS silenced cell lines diminished GLS
expression, and T9BG-GAB cell line effectively overexpressed GLS2
isoform. Transacted controls were equivalent to non-transfected cells
for all type of cells. Data are from one ofthree representative experiments.
Glyeeraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDIH) was used as
loading control

Cell viability assays

For viability assays, 510" cells in 100 pL of medium were
seeded in a 96-well culture plate. Next, the cells were exposed
to increasing (0-300 uM) concentrations of ATO (Sigma-
Aldrich) or Hs0, (Sigma-Aldrich) for 15 min, 1, 6, 24, 48
and 72 h. After treatments, the medium was removed, the cells
were washed with phosphate-buffered saline (PBS), and cell
number was evaluated. In brief, 10 uL of 344 5-dimethyl-
thiazol-2-y1}-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium (MTS) (Promega, Southampton,
UK) was added to each well (0.5 mg'mL), and then the plates
were incubated at 37 °C for 3 h. The absorbance at 570 nm
was measured using an Elisa BioRad Microplate Reader
(BioRad, Hercules, CA, USA).

Amexin Vand caspase 3 activity assays

Apoptosis was quantified by flow cytometry afier staining
cells with R-phycoerythrin (R-PE)-labelled annexin V
(Invirogen, Grand Island, NY, USA) and propidium iodide
(PI). After 48 h of ATO treatment (5 uM for SFxL and LN229
pairs, and 50 uM for T98G derivative cells), 1% 10° cellsimL
were harvested and centrifuged at 900=g for S min; the pellets
were washed twice with PBS and resuspended in 100 pl of
annexin V binding buffer (0.14 M NaCl, 2.5 mM CaCl,,
0.01 M HEPES pH 7.4). Annexin V (5 uL) was added to
the samples and incubated in the dark for 30 min. For Pl assay
(Sigma-Aldrich), the same amount of cells was washed with
PBS and then resuspended in 500 wl of PBS containing 20 pug/
mL RNase A, 0.1 % Triton X-100 and PI(20 pg/mL). Un-
treated cells were used as control for double staining. Samples
were kept on ice afier incubation until fluorescence-activated
cell sorting (FACS) analysis was performed, and apoptosis
evaluated based on the percentage of annexm V-positive cdls.
Amexin V can be detected in both the early and late stages of
apoptosis. P1 enters the cell in late apoptosis or necro-
sis. Early apoptosis is defined by annexin V'/PI stain-
ing, late apoptosis is defined by annexin V'/PI" staining
and necrosis is defined by annexin V /P17 staining.
Fluonimetric assay of caspase-3 activity was performed

according to the instructions of the manufactrer with-
out modifications (Promega, Madison, Wisconsin, LUJSA).

Evaluation of mitochondral membrane potential

Alrm was assessed using a sensitive {luorescent probe 5,50,6,
60-tetrachloro-1,10,3,30-tetracthyl-
benzamidaznlocarboc yanin iodide (JC-1, Invitrogen), calcu-
lated as the ratio of fluorescence intensities at 64030 nm and
525+20 nm (640/525), with excitation at 485 nm and a
beamsplitter at 505 nm. Red emission from the dye is attrib-
uted to a potential-dependent aggregation of JC-1 in the
mitochondria. Green fluorescence reflects the monomeric
form of JC-1, appearing in the cytoplasm after mitochondrial
membrane depolarization. 0.25-0.5% 10® cells were grown on
25-cm” flasks, followed by ATO (2.5 uM, 48 h) or HyO»
(200 uM, 1 h) treatment. Cells were then incubated with
1.5 mM JC-1 dye diluted in culture medium at 37 °C for
30 min. Cells were washed with PBS and analyzed immedi-
ately using a FACScalibur (Becton and Dickinson, Franklin
Lakes, NJ Franklin Lakes, NJ, USA).

Intracellular antioxidant levels

Total glutathione (GSH+GSSG), oxidized glutathione
(GSSG) and reduced glutathione (GSH) were measured spec-
trophotometrically by the glutathione reductase (GR)
recycling assay at 412 nm in the presence of 5,5-
dithiobis(2-nitrobenzoic) acid (DTNB) (Sigma-Aldrich).
0.75%10" cells were grown on 25-cm” flasks suspensions
and left untreated or were reated with different concentrations
of ATO or Hy0s. For SFxL, SFxL-GLS(—), LN229, LN229-
GLS(-) cells, 2.5 uM ATO (24 h), and 200 uM H,0, (1 h)
were used. For T98G, T98G-GAB, T98G-pcDNA cells, 5 uM
ATO (24 h) and 300 uM H204 (1 h) were used. For sample
preparation, cells were trypsinized and washed twice i cold
PBS, and then resuspended to the same volume in PBS, lysed
in PBS supplemented with 0.1 % Triton X-100, 0.6 %
sulfosalicylic acid, vortexed, and then incubated 30 min at
4 °C. After centrifugation for 4 min at 3,000=g, supernatant
was recovered and divided in two aliquots: one was conserved
at 4 °C for GSH+GSSG quantification, the other one was
treated with 2-vinylpyridine (Ce=5 %) during 1 h at room
temperature (RT), and tdethanolamine (Cy=1 %) during
10 min at BT to mask the GSH present in the extract and
prevent its measurement [26]. Using a 96-well culture plate,
20 ul of the supernatant was added to 120 uL of DTNB
reagent (0,040 g of DTNB dissolved in 10 mL of PBS). This
was mixed and incubated for 30 s at RT. Then, 60 uL of 1 mM
NADPH was added, and the absorbance was read at 412 nm,
using an Elisa BioRad Microplate Reader (BioRad, Hercules,
CA, USA). The amount of GSH was obtamed by subtracting
the amount of GSSG from that of total glutathione.
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Transwell migration assay

Migration assays were performed using a 24-well Boyden
chamber plate with 8-um pore size polycarbonate membrane
filters (BD- Biosciences San Jose, CA, USA). SFxL, SFxL-
GLS(—), LN229, LN229-GLS(—) cells (2x 10%well), and
T98G, T9SG-GAB, T98G-pcDNA cdls (4= 10%well) were
placed in the upper part of the Boyden chamber containing
DMEM and 10 % FBS, the lower chamber also contained
DMEM and 10 % FBS. When treated cells were assayed, after
a period of cell adhesion (12 h) the medium was changed o
mtroduce the oxidizng agents (2.5 uM ATO for SFxL and
LN229 cells, and 5 uM ATO for T98G cells, 24 or 48 h; and
1 uM H:0; for SFxL and LN229 cells, and 2 uM H2 O, for
T98G cells, 24 h) tw both compartments of the chamber. The
culture media was changed daily (ATO) or every 12h (Hs0s).
Alfter incubation, the cells on the membrane filter were fixed
with methanol and stained with 0.05 % crystal violet for
30 min. The cells on the upper surface of the filter were
removed witha cotton swab. The membranes were then rinsed
m PBS until excess stain was removed. The membranes were
then air-dred for 20 min. The migratory cells were determined
by counting the cells that migrated to the lower side of the
filter by bright field microscopy at 200 magnification. Leica
model SP5 I1 and Nikon model Optiphot-11 microscopes, with
=20 objectives, were used to examine the cells, with Leica
LAS AF and Nikon Image Pro plus image acquisition sofi-
ware, respectively. Ten random fields were counted for each
filter, and each sample was assayed in trplicate.

Protein expression

The cells were harvested and washed in PBS, keep in ice and
lysed in RIPA buffer supplemented with a Complete Protease
Inhibitor kit (Roche, Indianapolis, IN, USA). Lysates were
centrifuged at 10,000=g for 10 min at 4 °C, and the supema-
tants were collected and stored at —80 °C. Protein concentra-
ton was determined using the Bradford Protein Assay Kit
(BioRad, Hercules, CA, USA). After heating for 5 min i
boiling water, 25 nug of protein was resolved on 12 %
polyacrylamide-SDS gels and then electroransferred to nitro-
cellulose membranes. Membranes were washed m TBST
(200 mm Tris—HCI, pH 7.5, and 500 mm NaCl, containing
0.1 % Tween 20) and blocked for 1 h in TBST containing
0.5 % Tween 20 and 5 % dned milk, or 5 % bovine serum
albumin (BSA). The following antibodies were purchased: c-
myc (Abcam, Cambridge, UK), bel-2 (Cell Signaling, Dan-
vers, MA, USA), bid (Cell Signaling), and used as recom-
mended by suppliers. After incubation with respective prima-
ry antibodies, membranes were meubated with a horseradish
peroxidase-conjugated secondary antibody (Sigma-Aldrich),
for 1 h at RT with gentle rocking, and visuahized on Kodak X-
ray film using an enhanced chemiluminiscence (ECL)
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detection system ( SuperSignal West Pico, Pierce, Rockford,
IL, USA). The membranes were stripped for 30 min in Stip-
ping Buffer (60 mM Tris—HCI pH 6.8, 0.7 % f-
mercaptoethanol, 2 % SDS) and re-probed with anti-
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) anti-
body as a loading control (Sigma-Aldrich). Independent ex-
periments validated that this stripping procedure did not lead
to loss of signal.

Statistical analysis

Data were expressed as the mean+5D from independent
experiments. Statistical analysis was performed using SPSS
13.0 for Windows., Comparisons between two groups were
performed by unpared-test. Multiple comparisons between
more than two groups were performed by one-way analysis
of variance ( ANOVA). Significance was considered to be P<
0.05. Expeniments were performed at least three times.

Results

Silencing GLS or overexpressing (7LS2 mnduces growth inhi-
bition in different glioma cell lnes and inhibition is synergis-
tically augmented after oxidative stress

Cell proliferation (MT'S) assays were performed to charac-
terize growth of control and glutammnase-modified ghomacell
lines (Fig. 2). Inall inhibitory studies, non-transfected controls
are equivalent to transficted controls. To avoid repetition,
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Fig. 2 Effect of GLS silencing or (ILS2 overexpression on the prohfer-
ation of glioma cells afier 24 h without treatment. Proliferation of SFxL-
GLS(~) and IN229-GLS(~) versus SFxL and LN229 cells, and T98G-
GAB versus T98G cells, respectively, were assaved by MTS method.
Whike bars for SFXL and LN229 cells represent cells tmisfected with a
non-silencing shRN AL For T98G, wiite bar represent value for wild-type
cells. Dark grey bars represent values for GLS-silenced cells, or cells
overexpressing GLS2. Light gray bars represent values for tmnsacted
control (TY8G-peDN A cdlline). Data are presented as the means S E. of
triplicate experiments. Value for each control cell type was setat 100 %3,
Differences were always significant (n=3, *P=0.01) berween SFxL-
GLS(~), LN229-GLS(~) or T9G-GAB cells and their respective control
cells. Transacted controls were equivalent to non-transfected cells for all
type of cells. Three asferisks mdicated significantly different values
between TBG-GAB cells and TI8G-pcDNA cells (***F<0.01)
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only non-silencing controls are shown for SFxL and Ln229
cells. White bars for SFxL and LN229 cells represent cells
transfected with a non-silencing shRNA (Fig. 2). A rapid
(24 h) effect was found m proliferation ratio when GLS was
silenced in SFxL (41 %) and LN229 cells (38 %). Minor, but
significant (P<0.01), effect was depicted in T98G cells
(63 %) in cells overexpressing GLS2 (Fig 2). No significant
differences were found at 48 or 72 h (results not shown). Then,
we used these human glioma cancer cell lines to evaluate the
effects of ATO and H,0, in cell survival. To assess the effect
of these agents, each viability value was standardized setting
100 % to the respective value without treatment. All tested cell
lines showed dose- and time- dependent sensitivity to oxida-
tive stress by both oxidative agents. Thus, these cell lmes
provide us an excellent system to evaluate how silencing of
GLS oroverexpression of GLS2 alters survival of glioma cell
lines when an oxidative stress occurs. First, MTS assays were
carried out to study the responsiveness of SFxL versus SFxL-
GLS(—) to ATO (Fig. 3a). GLS-silenced cells were more
sensitive to this oxidative agent than control cells. For exam-
ple, a significant (P <0.01) synergstic inhibition was shown
(50 %) after 24 h of 20 uM ATO incubation. When incubation
time was 48 h, more than 20 % inhibition was found at 2.5 uM
ATO, but the highest effect was depicted at 5, 10, and 20 uM
(more than 50 % inhibition). Finally, afier 72-h treatment, the
effect was stronger, 35 % at 2.5 uM and 50 % at 5, 10, and 20
(Fig. 3a). Regarding H,O, effect, in SFxL pair, after 1 h (at 50,
100, and 200 uM) and 6 h (at 50 and 100 uM) reatments, the
highest differences were observed (Fig. 3b). Moreover, sig-
nificant differences were found at 200 puM (6 h). In LN229
system, stmular survival rates were found (Fig 3c.d). After
reatment for 72 h, more than 75 % inhibition was noticed at
10 and 20 uM ATO (Fig. 3c). Large differences (P<0.01)
were also obtained for H:O: treatment (Fig. 3d). Spe-
cifically, inhibition was>25 % at 100 uM (6 h) and
200 uM (15 min), and=>35 % at 200 uM (1 and 6 h).
For 300 uM H,0s 50, 60 and 80 % inhibition were
found respectively (15 min, 1 and 6 h). When overex-
pression of GLS2 was studied, opposite results were
obtained at 48 h for lower (10 and 20 uM) and higher
(50 uM) ATO (Fig. 3¢). When ATO concentration was
50 uM T98G-GAB cells showed higher survival ratio for
48-h treatment but no differences were observed after 24 and
72 h. However, clear inhibition values were found at 50 uM
(24 and 72 h) and even at lower concentratons (5 and 10 uM)
for 48 h. For H205 treatment, a similar heterogeneous pattem
of survival was obtained, including a clear higher sur-
vival rate at 100 uM (6 h) (Fig. 3f). However, signif-
icant lower values were obtamed at 200 uM (15 min
and 1 h) as well as at 300 uM (1 and 6 h). For T98G and
T98G-peDNA control cell lines significant differences
were not found (results not shown) neither for ATO or
H.(0); treatment.

GLS silencing synergizes with induction of intrnsic apo-
ptosis but GLS2 overexpression can reduce apoptosis after
oxidative stress

When assaying SFxL and LN229 pairs, after treatment for
48 h with 5 uM of ATO, the percentage of early apoptotic cells
was 69 and 70 %, respectively (both P <0.01 versus control),
compared to untreated control cells (23 and 28 %) (Fig. 4a).
Then, ATO clearly induced higher apoptotic activity in these
glioma cells when LS was silenced. Conversely, after reat-
ment with 50 uM of ATO (48 h) T98G and TI8G-GAB cells
showed 60 and 30 % of apoptosis, respectively (Fig. 4a).
Additional fluorimetric assays were then performed to verify
whether GLS- and GLS2-mediated apoptosis was associated
with caspase 3 actvity and, consequently, through the intrinsic
mechanisms. A large increase of caspase-3 activity was ob-
served in both SFxL and LN229 par cells after 48 h of
exposure to 5 uM of ATO (Fig. 4b). Simultaneously, a clear
decrease In caspase 3 activity was found in the parr of T98G

and T98G-GAB cells when exposed to 50 uM of ATO (48 h).

GLS silencing and GLS2 overexpression synergize with
oxidative stress evoking formation of dysfunctional
mitochondna

To prove whether the reduction of viability produced by ATO
and HyO, was the result of accumulation of dysfunctional
mitochondna, the A¥m dissipation as a consequence of a
48 h-long reatment with ATO, or a 1 heshort treatment with
H,0,, was analyzed m detail. As expected, control wmor cells
showed a high mean red fluorescence (set to 100 %) afier
staining with JC-1 (Fig. 5). Cells silencing GLS or overexpress-
ing GLS? show levels of fluorescence 10-20 % lower than
controls. After treatment with oxadant agents (ATO and HA04),
the mean red fluorescence of the mitochondrna dropped (40—
55 %) in cells with knocked-down expression of GLS, indicat-
ing that the A%m had collapsed, and that GLS silencing and
ROS have a synergistic effect against functional mitochondria.
As shown in Fig. 5 GLS silencing was able to produce sustamed
Aim dissipation that was highly increased afier a ROS msult
(P<0.01). SFxL and SFxL-GLS(—) cells, with or without treat-
ment of 2.5 pM ATO (48 h), showed a significant reduction (P
=0.01) in the mean red fluorescence mtensity (Fig. 5a), which,
in repeated experiments, was sirmilar to that seen for LN229 and
LN229-GLS(-) cells (Fig. 5a). When experiments were carmed
out using the T98G glioma mode, meluding cells overexpress-
mng GLS2, similar results were found for 5 uM ATO (48 h)
(Fig. 5a). On the other hand, treatment of gloma cells with
cytotoxic doses of HyO5 (200 uM) causes a more rapid (1 h) loss
of AUm (Fig 5b). Also m this case, such effect was shown for
SFxL and LN229 models. Equally, significant lower AWm were
found for the T98G glioma model that overexpresses GLS2
after 200 uM HoOs (1 h) treatment ( Fig. 5b).

Antioxidant glutathione levels were decreased in GLS-si-
lenced glioma cells but augmented in glioma cells overexpress-
ng GLS2. Both effects were augmented after an oxidative msult
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Fig. 3 Dose-dependent decrease in cell viability of the assayed glioma
cell lines by MTS method afier treatment with ATO or H,0,. a Bar chant
showing percentages of survival in SFXL (white bary ) and SFXL-GLS(~)
(gray bars) cells when treated with 125-20 uM ATO for 24, 48, and
72 h. b Bar chart showing percentages of survival in SFXL (white bars)
and SFXL-GLS(~) (gray bars) cells when treated with 50-300 uM H,0,
for 15 min, 1 h, and 6 h. ¢ Bar chant showing percentages of survival in
LN229 (white bars) and LN229-GLS(~) (gray bars) cells when treated
with 1.25-20 uM ATO for 24, 48, and 72 h. d Bar chart showing
percentages of survival in LN229 (white bars) and LN229-GLS(~) (gray
bars) cells when treated with 50-300 uM H0, for 15 min, 1 h,and6h. e
Bar chant showing percentages of survival in T98G (white bars) and

Levels of GSH, the major cellular antioxidant, were affect-
ed by both GLS silencing and GLS2 overexpression (Fig. 6a).
However, the GSH/GSSG ratio was not significantly
modified in any assayed cell type (Fig. 6b). Neverthe-
less, when cells were treated with 2.5 uM ATO (24 h)
or 200 uM H,0, (1 h), differences were much larger
between control cells and theirr counterparts (Fig. 6¢,e).
Curiously, after treatment with oxidative agents, a clear
difference appeared in GSH/GSSG ratio (P<0.01); spe-
cifically lower GSH/GSSG mtios for SFxL-GLS(—) and
LN229-GLS(-), and higher GSH/GSSG ratios for
T98G-GAB cells (Fig. 6d, f).
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TI8G-GAB (gray bars) cells when treated with 10-50 pM ATO for 24,
48, and 72 h.  Bar chart showing percentages of survival in TI8G (white
bars) and TIS8G-GAB (gray bary ) cells when treated with 50-300 uM
H,0, for 15 min, 1 h, and 6 h. Each value is mean from three independent
experiments. Error bars are not shown in this figure for clarity.
Transfected Is were equivalent to fected cdls for all type
of cells. Asterisks indicated significantly d d values b SFxL-
GLS(~), LN229-GLS(~), or T98G-GAB cells and their respective control
cells (*P<005, **P<0.01). Three asterisks indicated significantly in-
creased values between TISG-GAB cells and their respective control
cells (***P<0.05)

Inhibition of cell migration by GLS silencing or by GLS2
overexpression, and synergistic effect after a ROS insult

For ATO treatment, the number of cells migrating across
the upper well was decreased by 25 % and 20 % (P <0.05),
respectively, when GLS was silenced m SFxL and LN229
cells, after oxidative msult for 24 h (Fig. 7a). Treatment was
also assayed after 48 h and similar results were found. The rate
of migrated cells was equally lower in T98G-GAB cells than
the control cells. In fact, we observed that the migration rate of
TI98G-GAB cells decreased approximately 30 % (P<0.05)
compared to both transacted and non-transfected control cells
(Fig. 7a). Treatment was also assayed after 48 h showing
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Fig. 4 Assessment of apoptosis. Color code for bars as depicted in
Fig. 2. a Apoptosis assay using cytometry afler staining with annexin
V-PE/propidium iodide (PI). b Caspase 3 activity using a fluodmetric
assay as described in the materials and methods. Results are expressed as
percentage of relative fluorescence units (RFU) per minute per milligram
of protein detected in untreated cells, which are arbitrarily expressed as
100 %, SFxL and LN229 cells were teated with 5 uM ATO (48 h), and
TO98G cells were treated with 50 uM ATO (48 h). For SFxL and LN229
pair cells caspase activity of GLS-silenced cells were set at 100 %.
Conversely, for T98G cell type cells caspase activity was set at 100 %
fior wild-type T98G. Data are presented as the meant S.E. of triplicate
experiments. Differences were always significant (n=3, *P-<0.01) be-
tween SFXL-GLS(-), LN229-GLS(-), or T98G-GAB cells and their
respective control cells, Transacted controls were equivalent w non-
tansfected cells for all type of cells. Three astersks indicated signifi-
canily different values between treated T9BG-GAB cells and treated
TIG-peDNA cells (***P-<0.01)

significant differences that were somewhat reduced m scope
(Fig. 7a). When oxidative stress was induced with 1 uM of
H205 (24 h), the number of SFxL and LN229 cells migrating
across the upper well also decreased significantdy (20 and
22 % respectively) when compared with the nespective non-
silencing control cells (P<0.05) (Fig. 7b). The same expen-
ment was performed with 2 uM of H,0, (24 h) for T98G-
GAB cells and they showed a similar 30 % decrease (P<
0.05), compared to both transfected and non-transfected
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Fig.5 Flow cytometry analysis showing aberations in the Alm of SFxL,
LN229, and T98G cells. Upon completion of teatments, the clls were
stained with JC-1 md the alterations in Atm were analyzed as mentioned
in methods. White bars represent nonssilencing controls for SFal and
LN229 cells, as well as nondransfected controls for T98G cell line.
Transfiected controls were equivalent to nonransfected cells for all type
of cells. Dark grev bars represent values for GLS-silenced cells, or cells
overexpressing GLS2. Light gray bars represent vales for control T9BG-
peDNA cell line. Non-hatehed bears epresent untreated cells. Hached bars
represent weated cells with ATO (a) or HyO5 (b). a Bar chant showing
percentges of relative fluorescence intensity of A%m in SFxL versus
SFRL-GLS(-) cells, LN229 versus LN229-GLS(~) cells, and TO8G and
T8 CG-peDN A versus TO8G-GAB cells for untreated (wnfilled pattern ) and
2.5 uM (SFaL and LN229 denvative cells) or 5 uM (T98G derivative cells)
ATO (48 h) reated cells (angular siripes paitern ). b Bar chart showing
percentiges of relative fluorescence intensity of A%m in SFxL versus
SFxL-GLS(—) cells, LN229 versus LN229-GLS(-) cells, and T98G and
TORCG-peDN A versus TORG-GAB cells for untreated (wnfillad pattern ) and
200 ph H505 (1 h) reated cells (angular stripes pattern ). Each value is
mean+ S E. from atleast three ndependent experiments. Asterisk indicated
significantly different values between treated and control (untreated) clls
(*P=0.01). Two asterisks indicaed significantly different values between
treated sikenced'overexpressed cells and treated control cells (**P<0.01).
Three asterisks indicated significantly different values between treated
TORG-GAB cells and treated TOBG-pcdDNA cells (*** =001}
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Fig. 6 Glutathione leves (nmol/mg protein) were measured in pooled
cotitrol or &L -silenced/ L2 -trans fected cells. Color code for bars as
depictad in Fig. 2. a GSH levels in SFRL-GLS(-), LN229-GLS(~), and
TIRG-GAB cells versus SFxL, LN229, and T98G/TI8G-pcDN A cells,
respectively. b GSH/GSSG ratios in SFXL-GLS(—), LN229-GLS(-), and
TIRG-GAB cells versus SFxL, LN229, and T98G/TI8G-pcDN A cells,
respectively. ¢ GSH levds in SFXL-GLS(—), LN29-GLS(-), and T98G-
GAB cells versus SFxL, LN229, and T98G/T98G-peDN A cells, respac-
tively, after 24-h ATO treatment (2.5 uM for SFRL and LN229 pairs, and
5 uM for TORG derivative cells). d GSH/GSSG mtios in SFXL-GLS(=),
LN229-GLS(~) and T98G-GAB cells versus SFxL, LN229 and TORG/
TORGpeDN A cells, respectively, after 24-h ATO treatment (2.5 uM for
SFxL and LN229 pairs, and 5 uM for T98G dedvative cdls). e GEH
levels in SFxL-GLS(-), LN229-GLS(~), and T98G-GAB cells versus

control cells (Fig. Th). Representative images of migrated cells
are shown for non-silencing control and silenced SFxL,
LN229 pair cells, as well as for non-transfected control
TY98G and T9BG-GAB cells, afier ATO (Fig. 8a) and Ha0+
reatment (Fig 8b), respectively. A representative synergistic
effect between GLS inhibition and ATO treatment (5 uM,
48 h) is shown for LN229 pair of cdls (Fig. 9a). As higher
rates of migration inhibition were obtamed afier ATO treat-
ment (Fig. 9b), panels for non-treated cells were onutted.
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SFxL, LN229, and T98G/T98G-pcDNA cells, respectively, afier 1-h
treatment with FaO (200 pM for SFXL and LN229 pairs, and 300 pM
for TI8G derivative cells). I GSH/GSSG mtios in SFRL-GLS(—), LN229-
GLS(—), and T98G-GAB cells versus SFxL, LN229, and T93G/T98G-
peDNA cells, respectively, after 1-h trentment with HyO5 (200 uM for
SFxL and LN229 pairs, and 300 uM for T98G derivative cells). Differ-
ences were always significant (n=3, *P-<001) between SFL-GLS(-),
LN229-GLS(-), or T98G-GAB cells and their respective cortol cells.
Timsfeded controls were equivalent to non-tmnsfected cells for all type of
cells. Two asterisks (**P=001) indicated significantly different values
between treated silenced/overexpressed cells and untreated control cells
(panels ¢ and e versusa, and panels d and T versus b), Three asterisks
indicated significantly different values between treated TORG-GAB cells
anid treated TORG-peDN A cells (***P<0.01)

GLS silenang or GLS2? overexpression reduced the ex-
pression of c-myc, as well as changed the expression of bid
and bel-2

To venfy the role of GLS silencing in the expression of the
oncoprotein c-myc, as well as pro-apoptotic bid and anti-
apoptotic bel-2 protems, Western blot analysis of these key
protems was performed with lysates of SFxL, SFxL-GLS(—),
LN229, and LN229-GLS(—) ghoma cells after 48-h treatment
with 2.5 uM ATO. Indeed c-mye, bid, and bel-2 were present
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Fig. 7 GLS silencing and GLS2 overexpression reduces glioma cells
migration after an oxidative insult. Color code for bars as depicted in
Fig. 2. Unfilled pattern means 24-h treatment. Dotted pattern means48-h
trestment. a Cell migration of SFxL-GLS(~) cells versus SFxL, LN226-
GLS(=) cells versus LN229, and T98G-GAB cells versus T98G/T98G-
peDNA after ATO treatment. b Cell migration of SFXL-GLS(~) cells
versus SFxl, LN229-GLS(-) cells versus LN229, and TO8G-GAB cells
versis TORGTIRG-pcDNA after HaOs treatment. Data are the mean of
three independent experiments. Transacted controls were equivalent to
non-trans fected cells for all type of cells. Asterisk indicated significantly
different values between treated silenced/overexpressed cells and treated
control cells (*F<0,01). Two asterisky indicated significantly different
values between 24-h treated silenced/overexpressed cells and 48-h treated
control cells (**F <0.01). Three asterisks indicated significantl v different
values between treated T93G-GAB cdls and treate d T9RG-peDNA cells
(**=P<0.01)

in all samples, although at different levels (Fig. 10a). Our find
that protein levels vary between control and their comespond-
ing GLS-silenced cell line is in agreement with our earlier
findings where GLS-silenced cells showed a less tumorigenic
phenotype. Note that levels of e-myc in GLS-silenced cells are
much lower (ten times lower for SFxL and two times lower for
LN229, based on densitometry than those for controls

(Fig. 10b). These data suggest that c-myc plays a more im-
portant role in SFxL cells than in LN229 cells. Conversdly, the
abundance of bid band was augmented by twofold for both
SFxL and LN229 cells, in comparison to GLS -silenced cells,
respectively (Fig. 10b). This finding is consistent with an
essential role of GLS in the effect of this pro-apoptotic factor
in those cells. Additonal support to the hypothesis that apo-
plosis 1s a pivotal process related to GLS expression came
from bel-2 protein expression levels: anti-apoptotic bel-2 was
less than 2.5- and 6-fold, respectively, expressed in both SFxL
and LN229 cells, versus to their corresponding GLS-silenced
cells (Fig. 10b). GLS2 1 a key isoenzyme linked to pro-
apoptotic and tumor suppressor properties [7, 8, 15]. Consis-
tently, when GLS2 was overexpressed in T98G cells, c-myc
and bel-2 were less than 4- and 6-fold respectively expressed.
In contrast, pro-apoptotic bid was 2.3-fold overexpressed
(Fig. 11).

Discussion

Expression of glutaminase isoenzymes is a key switch
in oncogenic signaling pathways

Glutaminase expression has been shown to be increased in
several tumor types, such as lymphoma, prostate, brain
(ghoblastoma), and kidney cancers [9, 18]. Elevated gluta-
minase activity is under regulatory control of the oncogenic
transcrption factor ¢-mye, which itself is amplified in many
cancers [5, 9, 20]. Glutaminase 15 also upregulated by other
oncogenic signaling pathways [27], and by the small GTPase
Rho in a NF-kB-dependent manner [6]. Defective signaling
through tighdy regulated apoptotic pathways that involve
oxidative stress can contribute to both unbalance m apoptosis
[25] and development of cancer [23]. Glutamine (via gluta-
mate) is one of the precursor amino acid for glutathione,
which 1s present within the cell as GSH and GSSG forms
[8]. The ratio of GSH/GSSG is the most important regulator of
the cellular redox potential [25]. Total GSH is used by cells for
many purposes, but the GSH/GSSG ratio may indicate that the
cells can utilize both GSH and GSSG, and both forms of
glutathione could be used to bind free sulfydryl groups of
cysteine residues in proteins [B]. In our experiments, T98G
cells transfected with GLS? showed augmentation of both
GSH and GSSG, while SFxL and LN229 cells which are
deplete of GLS exhibited lower levels of both GSH and
GSSG, consistent with GLS2's prominent role in controlling
overall redox status [8, 15]. In addition, silencing of GLS kills
cells that overexpress c-myc and catabolize glutamine [20].
On the other hand, while lacking GLS expression, breast cell
lines have shown a higher level of GLS2 [17], according with
the higher p53 levels given the ability of p53 to regulate GLS2
[7. 15]. Nonetheless, an isoemzymatic balance exists between
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Fig. 8 Photomicrographs of

crystal violetstained cells are
shown for treated SFXL, IN229,
and T98G derivative cells. The
number of transmigrated glioma
cells was counted at <200
magnification in ten microscopic
fidds randomly selected and
calculated as mean cell number
per field. Trasfected controls did
not show differences with non-
transfected cells. Because space
reasons only one type of control
cells is shown for each assayed
glioma. a Representative
photomi hs are shown
afier ATO treatment (24 h). b
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GLS and GLS2 in most human cancers [8}, and simultancous
control of the expression of both isoenzymes might be used as
a valuable tool for some types of cancer.

Lower ¢-myc and bel-2 expression, as well as higher pro-
apoptotic bid expression were found as potential mediators of
glioma cell apoptosis resulting from the combination of GLS-
silencing and ATO treatment. To highlight, GA isoenzymes
can regulate ROS generation 7], generate pro-apoptotic sig-
nals [8], and disturb reprogrammed metabolism
(glutaminolysis) [14]. One of the biochemical hallmarks of
tumor cells mvolves the reprogramming of energy metabolism

2 ,ntreated + 5uM ATO

4 N

Fig. 9 Photomicrographs of crystal violet-stained cells are shown for
untreated and ATO-treated LN229 and LN229-GLS(~) cells. After cul-
ture for 12 h, more untreated cells migrated to the centre of the wound
fidd, whereas less ATO-treated cdls and even fewer ATOAreated plus
GLS-silencing cells did so. The number of transmigrated ghoma cells was
counted at x200 magni fication in ten microscopic fields randomly select-
ed and calculated as mean cell number per field. a Representative
photomicrograph of LN229 and LN229-GLS(~) cells is shown with or
without 5 uM ATO treatment (48 h). b Relative number of migrated cells
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from primarily oxidative phosphorylation (OXPHOS) to-
wards an enhanced rate of anaerobic glycolysis, a phenome-
non termed the Warburg effect [ 16]. Interestingly, inhibiion of
GLS also provoked a significant decrease i the ratio of O-
glycosylated to total proteins [28]. Accordingly, postransla-
tional modification of proteins by O-linked B-N-
acetylglucosamine (O-GleNAcylation) is a key metabolic reg-
ulator of glucose metabolism in cancer cells. In fact, blocking
glycosylation of phosphofructokinase 1 (PFK1) reduced can-
cer cell proliferation i vitro and impaired tumor formation
in vivo [29].
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different values between GLS silenced LN229 and ilencing control

for untreated or treated cells (*P<001). Two asterisks indicated signif-
icantly different values between untreated and treated non-silencing cells
(**P<001). Three asterisks indicated significantly different values be-
tween untreated and treated GLS silenced LN229 cells (***P<0.05)
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silencing shRNA. Grey bars represent values for GLS-silenced cells.
Quantifications were normalized to value obtained for GAPDH protein

shows significant differences in the exp ofsomekey pr when

simultaneously GLS was silenced and cells were treated during 48 h with
2.5 uM ATO. GAPDH was used as loading control. Data are ffom one of
three representative experiments. b Relative levels of proteins as assessed
by grey values. White bars represent cells transfected with a non-

A synergistic effect by GLS silencing or GLS2 overexpres-
sion plus an oxidative mnsult decreased apoptosis, antioxidant
status and cellular motility

T and rep 1as d optical density (IOD). Asterisk
indicated significantly different values between GLS silenced SFxL or
GLS silenced LN229 cells and their respective non-silencing control cells
(*P <0.01). Tiwo asterisks indicated significantly different values between
GLS silenced LN229 cells and non-silencing control cells (**P<0.05)

In this study, silencing GLS or overexpressing GLS2 genes
decreased glioma cell survival. This effect was mcreased by
an oxidative insult. Overall, the survival expenments firstly
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Fig. 11 Results of expression of c-myc, bid and bel-2 proteins in T98G
cells overexpressmg GAB versus cells transfected with the empty vedor.
a Westem blot analysis of glioma cell shows signi ficant differences in the
expression of some apoptotic key proteins when GAB was
overexpressed. Non-transfected controls were equivalent to transacted
controls. To avoid repetition, only transacted controls are shown.
GAPDH was used as loading control. Data are from one of three

representative expeniments. b Relative levels of proteins as assessed by
grey values. White bars represent value for T9SG-pcDNA (transfected
control), Grey bars represent values for cells overexpressing GAB iso-
form. Quantifications were lized to value obtained for GAPDH
protein expression and represented as integrated optical density (I0D).
Asterisks indicated significantly different values between T98G-GAB
cells and transacted control T98GpcDNA cells (*P<0.01; **P <0.03)
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suggest that longer periods of oxidative stress were required to
achieve similar antiproliferative effects with ATO versus
H:05. Secondly, GLS silencing had a stronger synergistic
mhibitary effect in cell survival than GLS2 overexpression.
Third, only higher concentrations and longer periods of both
ATO and H20: evoke decreased cell viability in the T98G
pair. A kind of balance exists and, i some other conditions, an
opposite effect was observed To test whether the decrease m
SFxL and LN229 cell number observed after oxidative treat-
ment was the result of apoptosis, ATO-treated cells were
assayed for annexin V/PI staining and caspase 3 activity. We
also tested apoptosis and caspase 3 activity for critical condi-
tons that evokes higher survival ratios for T98G-GAB cells.
Altogether, these results suggest that both the antiproliferative
effect of GLS silencing and the higher survival m GLS2
overexpressing cells may be caused by opposite ratios of
intrinsic apoptosis. Addidonally, after GLS? overexpression
T98G glioma cells became more resistant to oxidative stress,
reinforcing the idea of GLS2? having a key role m GSH
antioxidant function [7, 8, 15]. Both GLS silencing and
GLS2 overexpression showed diminished AWm and cell vi-
ability, but the decrease was substantially augmented after
inducing oxidative stress with either agent, ATO or H20-.
Apoptesis and mitochondrial swelling 15 often associated with
the loss of A%m [25]. In our research, these results mimmor the
data obtained for annexin V positive cells, as well as for
caspase 3 activity, indicating that loss of A¥m 1s Inked to
GLS and ROS-mediated cell killing. Loss of AUm is an early
event of the apoptosis processes, which could be regulated by
other pro-survival effectors, including higher glutathione
levels [8]. Significantly, afier oxidative treatments, GLS si-
lencing disturbs redox balance severely disrupting ROS scav-
enging by GSH, as evidenced by a prominent lower GSH/
GSG mtio in GLS silenced glioma cells. On the contrary,
T98G-GAB cells showed the highest GSH/GSSG ratio after
both ATO and H,0, treatment. Evidently, this increased GSH/
GSSG appeared insufficient o effectively counteract the pro-
apoptotic pathway. These striking results obtined for GSH/
GSSG mtios could be explamed by the key mle of GLS
isoenzymes regulating oxidative stress [7, 15].

In addition, the lack of sensitivity of non-cancerous cell
lines to the clnically relevant concentratons of ATO also
suggests that this treatment is an adequate strategy to study
the effect of GLS inhibition and/or GLS2 overexpression on
both oxidative stress and cancer growth. Certainly, non-
ransformed cells are less sensitive to oxidative injury [25],
and wmor cells tend 1o display higher dependence on gluta-
mine than non-malignant cells [ 5]. Moreover, H,0, sensitivity
of tumor cells can be modified by GSH-dependent mecha-
nisms [25]. On the other hand, invasive ability and aberrant
motility are key hallmarks of cancer [8]. To address whether
GLS inhibition or GLS2 overexpression plays a role in regu-
lating the migmtion of SFxL, LN229, and T98G cells, we
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mvestigated the influence of an oxidative insult on cells mi-
gration by a transwell assay, using controls and GLS/GLS2
modified cells. The results point out an important relation
between GA isoenzymes expression and migration rate of
these glioma cell lines after both ATO and H»0» treatment,
and suggest that the decrease in migration rate might be
synergistically related to the downregulaton of GLS expres-
sion and/or overexpression of GLS2.

Future prospect of combination thempy as an effective
strategy to combat glioma

Recently, selective pharmmacological mhibition of bel-2 has
shown antitumor activity inducing apoptosis in bel-2-
dependent hematological cancers [30]. Efforts against glioma
malignancies have focused on therapies which trget key
intracellular apoptotic pathways which may confer tumor
resistance, such as p53 family, and more recently miRNAs
[31]. This research by Liu et al. proposes a combination
therapy which incorporates chemotherapy, radiotherapy, and
selective apoptotic inhibitors and miRNA-based therapy,
which is likely to be the future direction for the trestment of
glioblastoma Otherwise, caspase 3 and bel-2 family proteins
have been also nvolved in therapies targeting apoptosis sig-
naling pathways in T98G cells [31]. In a very recent research,
the expression of KGA and GAC isoforms was knocked down
in T98G and T98G-GAB; the GLS silencing reduced prolif-
eration and viability of glioblastoma cells and strengthen the
antiproliferative effect evoked by GLS2 overexpression.
Therefore, combination of negative modulation of GA iso-
forms arising from GLS gene with the introduction of GLS2
gene product, GAB, may in the future provide a useful means
to curb glioblastoma growth in situ [32].

As previously proposed, GA modification will not be ef
fective as a single-arm therapy but will be a part of a more
complex strategy that may involve other metabolic targets,
including inhibition of glycolysis [18]. Combination and se-
quential treatments to improve therapeutic efficacy are recom-
mended [33], including synergistic antitumor effects of sever-
al natural antioxidants with current anticancer drugs [34]. In
other study, an allosteric inhibitor of glutamine metabolism,
the small molecule bis-2-(5-phenylacetamido-1,2,4-
thiadiaznl-2-yljethyl sulfide ( BPTES) has been found to slow
growth of glioblastoma cells targeting GLS but not GLS2
isoenzymes [18]. The small molecule 968, a
dibenzophenanthridine, was recently shown to inhibit GAC,
blocking the proliferation and inhibiting tumor formation in
mouse xenograft models. Of outstanding interest, an additive
effect was observed when cancer cells are dosed with 968 and
BPTES simultaneously [35]. As a man conclusion of our
research, GLS silencing and overexpression of GLS2 while
simultaneously disrupting glutathione-dependent antioxidant
capacity can synergistically contribute to an important effect
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agamst tumor cell growth caused by ROS (ATO or H,0,
msult). Consistently, blocking GLS and/or overexpressing
GLS2 could help to reset cellular metabolism toward normal
cell growth, providing a new strategy to combat some types of
cancer, as those having mutant isocitrate dehydrogenase 1
(IDH1) cancer cells [18]. In another investigation, stable
rransfection with (LS2 mhibited cell growth of T98G glio-
blastoma through dowrregulation of O®-methylguanine-DNA
methyltransferase, and sensitized these cells to alkylating
agents as temozolomide and carmustine. Consequently, en-
nchment with GLS2, m additon to inhibiting glioma growth,
may facilitate chemotherapeutic intervention [36].

Reprogramming glutamine metabolism is a promising tool
agamst cancer

Cancer often involves perturbations of normal signal trans-
duction, including gluamine metabolism [2, 5, 13, 16]. Al-
though metabolic profiles of tumors depend on both the
genotype and tissue of orgin [20], cancer cells have a very
different metabolic profile compared to normmal cells [21]. OF
note, targeting metabolism of breast cancercells with ATO has
been a very useful strategy. Interestingly, lower sensitivity of
normal cells to the concentrations of ATO tested in this study
states that this agent as a promising treatment against solid
umors in vivo [24]. Given the importance of glutamine me-
tabolism in maintaining the redox state in cancer [8] future
therapeutic approaches could synergize with ATO or HyO2
reatment. In fact, when combined with H20s, the growth-
suppressive effect on pancreatic cancer cells was notably
augmented, indicating that cancer cells are markedly more
sensitive to ROS when glutamine metabolism is impaired
and glutathione levels are reduced [37]. Hence, these authors
revealed that inhibition of glutaminase in cancer cells can
potentially synergize with therapies that increase intracellular
ROS, for example chemotherapy and radiation [37].

Multiple nuelear proteins may regulate the transcription of
the human (7FLS2 gene promoter [38], suggesting its possible
mvolvement in transcription regulation [ 3]. Interestingly, there
is a growing body of evidence pointing to glutamine as a
signaling molecule involved m gene expression [8]. The sig-
nificance of the nuclear GLS2 localization could be as simple
as being an enzyme controlling in situ the glitamine levels n
the nucleoplasm and therefore being indirectly involved in the
expression of glutamine-regulated genes [3]. It 1s becoming
clear that metabolic reprogramming network is induced by
many proteins, such as IDHI, c-mye, p53, GLS, GLS2, and
other molecules that act both independently and in concert
with each other [39]. Therefore, RNA-mediated downregula-
tion of GLS and overexpression of GLS2 could be valuable
tools for defining gene expression and functional programs
downstream of oncogenic GLS as well as tumor suppressor
(LS2 signals, which, in tum, may be helpful to isolate novel

diagnostic markers, and for designing tumor-specific interven-
tion at downstream targets of GLS and GLS2.
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