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RESUMO

Feitoza F. Estudo in vitro do efeito da prostaglandina e, na migracéo das células US7MG e U251MG,
evidenciando a matriz extracelular e as moléculas de adesdo. [dissertacdo (Mestrado em
Biologia Celular e Tecidual)]. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo; 2013.

O (dlioblastoma (GBM) € uma neoplasia do sistema nervoso central (SNC),
caracterizada por uma elevada capacidade proliferativa e migratéria. O
desenvolvimento do tumor provoca uma remodelagédo da matriz extracelular (MEC)
gue facilita a migracao tumoral. Eicosanoides sao moléculas lipidicas importantes na
carcinogénese e a sua sintese esta correlacionada com o grau de desenvolvimento
do tumor. As prostaglandinas sdo eicosanoides envolvidas na estimulacdo da
angiogénese, na adesao celular e proliferacdo celular. Este estudo tem por objetivo
avaliar in vitro o efeito da PGE; na expressdo moléculas da MEC e das moléculas de
adesdo envolvidas na migracdo, em células US7TMG e U251MG. As células
U251MG e U87MG foram tratadas com PGE; (10uM) e Ibuprofeno (25uM), por um
periodo 48hs. As proteinas da MEC foram analisadas por RT-gPCR apds o
tratamento. Foram realizadas reacdes de imunohistoquimica para as moléculas da
MEC. As alteragbes foram encontradas na expressao de laminina, fibronectina,
colageno tipo IV e as integrinas a,, az e as para células UB7MG . Observamos
imunomarcacao nas linhas celulares para colageno tipo 1V, laminina e fibronectina.
Concluimos que o tratamento com Ibuprofeno e PGE,, afeta a expressédo génica de
moléculas de MEC.

Palavras-chave: Glioma. Eicosanoides. Matriz Extracelular. Migracdo. Moléculas de
Adesdo.



ABSTRACT

Feitoza F. In vitro study of the effect of prostaglandin E; on cell migration of U87MG
and U251MG, highlighting the extracellular matrix and adhesion molecules. [Masters
thesis (Tissue and Celular Biology)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo; 2013.

Glioblastoma (GBM) is a neoplasm of the central nervous system (CNS),
characterized by a high proliferative and migratory capacity. Tumor development
leads to extracellular matrix (ECM) remodeling and which facilitates the migration of
these cells. Eicosanoids are important lipid molecules in carcinogenesis, and their
synthesis often correlates with the degree of tumor development. Prostaglandins are
eicosanoids involved in the stimulation of angiogenesis, cell adhesion and cell
proliferation. This study is aimed to evaluate the expression of several ECM
molecules involved in migration after altering the concentration of prostaglandins,
using human glioma cell lines as an in vitro model. The cell lines U87MG and
U251MG were treated with PGE, (10uM) and Ibuprofen (25uM), for a predetermined
period of 48hs. Proteins involved in extracellular matrix were analyzed by RT-gPCR
after treatment in vitro. Immunohistochemical reactions were also performed for the
ECM molecules. Changes were found in the expression of laminin, fibronectin, type
IV collagen and a,, az and as integrins in cells U87MG. We observed immunolabelling
in cell lines for type IV collagen, laminin and fibronectin. In conclusion, Ibuprofen and
PGE,, affects gene expression of ECM molecules.

Keywords: Glioblastoma Multiforme. Eicosanoids. Extracellular matrix.  Cell
migration. Adhesion molecules.
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1 INTRODUCAO

1.1 Gliomas

Os tecidos biologicos se organizam em células, que apresentam funcdes
especificas de acordo com a necessidade do seu microambiente. O controle
adequado na organizacdo, funcdo, sobrevivéncia e multiplicacdo dessas células
provem da acdo de uma maquinaria celular composta por proteinas, receptores e
mediadores quimicos.

No Sistema Nervoso Central (SNC), todo esse equilibrio ou homeostase € de
responsabilidade de dois grupos celulares: os neurbnios e as células da glia ou
neuroglia. As células da glia sdo de grande importancia para o tecido cerebral,
compondo ~65% do tecido nervoso em humanos. A glia € responsavel por diversas
fungbes importantes na manutencédo da homeostase neuronal.

O desequilibrio da homeostasia celular pode ser influenciado por fatores
externos, ou por alguma mutacdo génica, ocasionando um descontrole na divisdo
celular e alterando todo o funcionamento da célula normal. Essa anormalidade é
caracterizada por um “crescimento novo”, ou seja, um surgimento de tecido repleto
de células que crescem desordenadamente. A interrupcdo da divisdo celular e o
continuo crescimento descontrolado sao caracteristicas peculiares de células
tumorais.

O termo glioma é utilizado para designar os tumores intracranianos originados
das células da glia. As células gliais fornecem um microambiente adequado para a
sobrevivéncia dos neurdnios, como por exemplo, na formacdo da bainha de mielina,
na nutricdo neuronal e participando das transmissdes sinapticas. Dentre os tipos de
glia do Sistema Nervoso Central encontramos os astrécitos, oligodendrdcitos,
microglia e células ependimarias (Hatton, 2004).

Os gliomas sao classificados conforme sua origem, em astrocitomas
(astrocitica), oligodendrogliomas (oligodendrocitica) e oligoastrocitomas (misto =
astrocitos/oligodendrécitos). Esses tumores de origem glial apresentam
caracteristicas tipicas, que incluem a capacidade de proliferacdo e migracao,
semelhantes as células embrionarias.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), os astrocitomas estao

classificados quanto ao grau de malignidade, variando de | até IV (Louis et al.,
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2001). Considerando os quatro graus de malignidade os astrocitomas podem se
divididos nos seguintes grupos: astrocitoma pilociticos, considerada a forma mais
branda do tumor (grau ), astrocitoma de baixo grau (grau Il), astrocitoma anaplasico
(grau IlI) e glioblastoma multiforme ou glioblastoma (grau V) caracterizado como o
mais agressivo e infiltrativo (Louis et al., 2001; Louis et al., 2007).

Existem duas formas de glioblastoma (GBM): priméario e secundério. O
primario é mais agressivo e origina-se diretamente das células astrociticas. O GBM
secundario é originado de astrocitomas de graus inferiores e pré-existentes (Figura
1), desenvolvendo uma evolucdo clinica mais prolongada (Miller, Perry, 2007;
Ohgaki, Kleihues, 2007).

O GBM ¢é caracterizado pela alta capacidade proliferativa e mitética,
apresentando células poucas diferenciadas do tipo fusiforme ou pleomorfica. Além
disso, observa-se uma hipercelularidade, com grande quantidade de reticulo
endoplasmatico rugoso. A histopatologia do GBM ¢é bastante variada e heterogénea,
apresentando células gigantes multinucleadas, regides vascularizadas, hemorragias
e areas de necrose (Dai et al., 2001).

Entre os principais sintomas dos GBMs estao cefaléia e papiledema, causado
pelo aumento da pressao intracraniana. Contudo sdo diagnosticados outros
sintomas nos pacientes como: nauseas, epilepsias e disturbio de personalidade
(Brandes et al., 2008).

Os tratamentos indicados para o GBM incluem: cirurgia, quimioterapia e
radioterapia. A cirurgia € a modalidade terapéutica mais indicada, objetivando a
remocao completa do tumor. No entanto, a total recessao cirargica nem sempre é
possivel, ja que o tumor pode estar localizado em uma éarea vital ou de funcbes
neurolégicas fundamentais, portanto nesse caso € realizado apenas a cito-reducéo
do tumor ou biépsia da leséo (Rich, Bigner, 2004). A quimioterapia e a radioterapia
convencional também sofrem resisténcia das células tumorais * As células tumorais
podem exibir uma existéncia aos tratamentos quimioterapicos e radioterapicos
convencionais, essas terapias sao inerentes as propriedades intrinsecas das células
deste tumor, que sao altamente infiltrativas, o que evita a sua recesséo total,
(Alpuente et al., 2011; Brandes et al., 2008; Kirkpatrick et al., 2013).
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Figura 1. Esquema de evolugdo de malignidade dos gliomas. Fotos: Ramos, 2007;
UNICAMP.
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A metastase extracraniana apresenta-se rara, sendo relata em apenas 0,4-
0,5%:- dos casos de GBMs. A baixa taxa de metastase esta correlacionada com o
pouco tempo de sobrevida dos pacientes, e, na maioria dos casos, é consequéncia
do processo cirurgico (Blume et al., 2013; Lun et al., 2011).

Estudos epidemioldgicos envolvendo o glioma tém relacionado a exposicao
radioativa com o desenvolvimento tumoral no SNC. Cerca de 30% a 40% de todos
0s tumores intracranianos apresentam origem glial, e a sua incidéncia ocorre
principalmente em adultos de 40 a 65 anos (Schneider et al., 2010).

Apesar de todos os avancos cirargicos, radio e quimioterapicos, e do
desenvolvimento de novos farmacos, ainda ndo existe uma terapia efetiva para o

tratamento desses gliomas.

1.2 Matriz extracelular (MEC) do Sistema Nervoso Central e dos gliomas

A matriz extracelular € uma rede complexa de macromoléculas, que envolve
as células nos mais diversos tecidos, proporcionando condi¢cdes adequadas para o
crescimento e o desenvolvimento celular. A MEC é constituida por diversas
proteinas (colagenos e elastinas), e glicoproteinas (lamininas e fibronectina). Este

arcabouco de macromoléculas (Figura 2) estd imerso em um gel de
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glicosaminoglicanos (GAGs) e proteoglicanos, controlando a morfologia, a
diferenciacao celular e o equilibrio homeostatico dos tecidos (Alberts et al., 2002;
Marastoni et al., 2008; Tanzer, 2006).

A MEC deixou de ser estudada apenas como um substrato celular mecanico,
e passou a ser analisada como uma fonte de informacgdes, repleta de fatores de
crescimento responsaveis pela regulacdo de diversos processos celulares, como a
progresséo, migragao e desenvolvimento celular (Ramirez, Rifikin, 2003).

O SNC difere dos demais tecidos por apresentar pouca MEC, seu espaco
extracelular é caracterizado por uma substancia amorfa e escassez de proteinas
fibrilares (Bonneh-Bark, Wiley, 2009). A presenca de coladgenos no SNC esta restrita
a regides préximas a barreira hematoencefélica e a pia-mater, das meninges. As
outras proteinas fibrilares e glicoproteinas adesivas encontram-se presentes em
regides como as membranas basais vasculares, glia limitante externa e nas redes
perineuronais (Gritsenko et al., 2012; Rutka et al., 1988).

A MEC influencia em muitos aspectos o desenvolvimento do tecido nervoso
central, principalmente na diferenciacdo de algumas células e no direcionamento
axonal. Apés um trauma ou qualquer outra injuria, a composicdo da matriz
extracelular do SNC aumenta significativamente (Goldbrunner et al., 1999).

Durante o desenvolvimento tumoral, as células neoplasicas direcionam uma
remodelacdo da matriz, alterando o microambiente e proporcionando adequacdes
favoraveis para sobrevivéncia e proliferacdo do cancer (Aguiar et al., 2005).

Os gliomas sintetizam sua propria matriz extracelular quando necessario,
contudo oportunamente fazem uso da matriz circundante no local, ou entdo
estimulam células gliais vizinhas a produzir uma MEC adequada para seu
desenvolvimento (Goldbrunner et al., 1999). A interacdo MEC — glioma apresenta
um papel importante na regulacéo da progressao e migracao tumoral.

Pesquisas recentes envolvendo o0s gliomas em ratos relatam
imunolocalizacdo das moléculas da MEC, como os colagenos (tipos I, 1l e V),
glicoproteinas (laminina, vitronectina, fibronectina) e alguns proteoglicanos, na
regido do parénquima cerebral. Contudo, essa imunomarcacdo é acentuada na
borda infiltrativa do tumor, sugerindo que esses elementos da matriz extracelular

apresentam um papel importante na migracao das células tumorais (Ramos, 2007).
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Figura 2. Esquema estrutural da interacdo célula-matriz extracelular. FN
(fibronectina). LN (Laminina). COLIV (Colageno tipo 1V). MP (Membrana Plasmética).
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1.2.1 Colageno tipo IV

Os colagenos apresentam uma familia heterogénea composta por diversos
tipos como os fibrilares, de ancoragem ou associados a fibrilas. Sdo encontrados
preponderadamente fora das células e constituidos por uma série de repeticbes de
aminoacidos Glicina-X-Y, no qual frequentemente X € uma prolina e Y uma
hidroxiprolina.

A biossintese da molécula de colageno se inicia com a formacéao de cadeias
repetidas de Gly-X-Y néo hidroxiladas, no reticulo endoplasmatico rugoso (RER). A
ligacdo destas cadeias por pontes de hidrogénio, e forcas de Van der Walls, formam
0 pré-colageno. Posteriormente ocorre a hidroxilagdo da prolina do pro-colageno,
por enzimas hidroxilases, e a molécula € encaminhada para exocitose. Durante o
transporte, a molécula de pro-colageno € processada pela enzima pro-colageno
peptidase, originando uma molécula inativa de colageno, denominada o
tropocolageno. A remocgdo das duas grandes terminacbes propeptidicas, amino
(NH,) e carboxi (COOH), por enzimas hidroliticas, acarreta em um processo de
fibrilogénese, formando as fibrilas de colageno.

No SNC, os colagenos estéo presentes basicamente na membrana basal dos

vasos sanguineos, sendo que o principal colageno encontrado € do tipo de
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ancoragem, como colageno tipo IV. O COLIV é encontrado em regifes da glia
limitante externa que envolve o encéfalo, regido que representa o limite externo da
superficie cerebral (Bellail et al., 2004; Novak, Kaye, 2000).

O colageno tipo IV (COLIV) pode estar relacionado com progressdo e a
invasao tumoral (Paulus et al., 1994). Esta proteina forma uma tripla hélice de
aproximadamente 400nm de comprimento, formada por duas cadeias a1 e uma a2
(Trueb et al., 1982).

O colageno tipo IV participa de diversos processos celulares, dentre 0s quais
destaca-se o controle do ciclo celular, influenciando na proliferacdo e morte celular.
Contudo, fragmentos de COLIV ativa algumas colagenases que degradam a MEC,
favorecendo a migracdo e a invasdo celular em alguns processos patoldgicos e
tumorais (Eyden, Tzaphlidou, 2001).

Estudos relatam que substratos composto por COLIV apresentam um
aumento do numero de células U87MG, de glioma humano, aderidas sem alterar a
morfologia tumoral (Giese et al., 1998). Em tumores gliais de ratos, a molécula de
colageno tipo IV esta localizada em regides de alta capacidade migratoria e invasiva,
como a borda infiltrativa do tumor (Ramos, 2007). Em humanos, trabalhos recentes
demonstram a presenca de colageno tipo IV, por imunomarcacdo nas membranas
basais e principalmente em torno de locais infiltrativos e migratorios do glioma

humano (Payne, Huang, 2013).

1.2.2 Laminina

A laminina (LN) é a glicoproteina adesiva e filamentosa mais abundante na
membrana basal e exerce fungdes estruturais. Adicionalmente, esta proteina
participa de processos hioldgicos como regulacéo de fatores do ciclo celular (Martin,
Timpl, 1987; Sasaki et al., 2004).

A laminina é formada por uma cadeia heterotrimérica, composta por cadeias
a, B e y. Essas cadeias se organizam formando um aspecto cruciforme e conectando
a membrana basal com os hemidesmossomos das células (Villanova et al., 1997).
No cérebro, a laminina apresenta uma imunomarcacdo na regido da membrana
basal vascular, sendo expressa por células da glia e neurénios (Hagg et al., 1997).

Atualmente a LN apresenta uma superfamilia composta por 16 isoformas,
mas provalvemente existem outras que ainda nao foram isoladas. As isoformas da

laminina sdo sintetizadas por diversas células do nosso organismo: como
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fibroblastos, células musculares, endoteliais e as células da glia (Bosman,
Stamenkovic, 2003; Miner, Yurchenco, 2004).

A laminina, assim como outras moléculas da MEC, é capaz de regular
diversos processos celulares, destacando-se a proliferacdo, ades&do celular,
espraiamento, desenvolvimento de neuritos e migracdo, além de metdstase tumoral
e secrecao de proteases (Bosman, Stamenkovic, 2003; Ponce et al., 2003).

Os gliomas sintetizam sua propria laminina e, além disso, 0s tumores também
podem modular a expressdo de LN de forma autécrina, produzindo um ambiente
extracelular propicio para o seu desenvolvimento (Gunther et al., 2003). Tysnes e
colaboradores (1999) observaram uma elevada expressdo de laminina nas regioes
peritumorais em gliomas humanos e em ratos, realizando transplantes heterotopicos
observaram que a laminina estava sendo produzida pelos astrécitos reativos do
tecido hospedeiro.

Alguns pesquisadores testaram a laminina y; como substrato para migracéo e
adesao celular de linhagens de gliomas como U87MG, U183MG, Al72, T98G e
U373MG, e verificaram que na linhagem U87MG houve um aumento na migracao

celular por transwell (Ishibashi et al., 2005).
1.2.3 Fibronectina

Outra glicoproteina importante e muito abundante na membrana basal € a
fibronectina (FN). A FN é composta por duas subunidades ligadas por pontes de
dissulfeto, cada uma com aproximadamente 220 kDa. Esta proteina apresenta
dominios especificos para outras proteinas da MEC, como as para GAG's e para
receptores de superficie celular (integrinas).

No cérebro, esta proteina € expressa na regido da glia limitante externa e na
membrana basal (Pankov, Yamanda, 2002). Contudo, estudos demonstram uma
aumentada expressdo desta glicoproteina em tumores cerebrais (Ohnishi et al.,
1997).

A FN tem um papel muito importante na progressao tumoral. Em carcinomas
de pulméo, estudos revelam que a fibronectina estimula a sintese de moléculas
como ciclooxigenase 2 (COX- 2) e que estad intimamente relacionada com a
malignidade tumoral (Han et al., 2004). Em gliomas, diversos estudos relacionam o
uso do substrato de FN com aumento da migragédo celular, principalmente em

estudos in vitro (Sabari et al., 2011).
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Estudo in vitro com linhagem C6, gliomas de ratos, propbe uma forte
imunomarcacao de fibronectina, apresentando de uma forma filamentosa e uniforme,

principalmente em células proliferativas (Ramos, 2007).
1.2.4 Vitronectina

Outra macromolécula importante da MEC é a vitronectina (VN), um substrato
adesivo para diversos de tipos celulares, através das integrinas (Wechsler-Reya,
2001). No SNC, esta molécula € expressa durante o desenvolvimento neural e
participa na diferenciacdo dos neurénios motores da medula espinhal.

Estudos com gliomas sugerem que a vitronectina pode facilitar o
comportamento invasivo do tumor, fornecendo um excelente substrato. (Gladson,
Cheresh, 1991). Outros pesquisadores demonstraram uma expressiva
imunomarcacao para vitronectina em gliomas malignos, auxiliando na adesé&o

tumoral e favorecendo a proliferacdo do GBM (Gladson, Cheresh, 1991).

1.2.5 Moléculas de Adesao: as integrinas

As integrinas formam uma familia de receptores transmembranicos e
heterodiméricos composto por duas cadeias polipeptidicas ligadas de forma néo
covalentes a e B, dependentes de cétions divalentes como o Ca*™ e Mg*". (Azuma et
al., 1998). As subunidades alfa (a) variam o peso molecular entre 120 a 200 kDa e
as cadeias betas (B) de 90 a 100 kDa.

Os dominios extracelulares das duas cadeias interagem com diversos
ligantes, incluindo glicoproteinas de matriz extracelular e proteinas de superficie de
outras células. Os dominios intracelulares das integrinas interagem com diversas
proteinas do citoesqueleto (Figura 3), participando da reorganizacédo e coordenacao
de mudancas morfologicas e fenotipicas das células (Horwitz et al., 1996; Mohri,
1996).

As macromoléculas da MEC, aqui apresentadas, fornecem um substrato
adequado para as células tumorais executarem processos obrigatérios para a
migracdo celular. As integrinas sdo importantes receptores de superficie
responsaveis pela interacdo do glioma com a MEC, ligando o citoesqueleto das

células tumorais com a matriz extracelular circundante (Guo, Giancotti, 2004).
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Figura 3. Esquema das estruturas das integrinas e a interagdo com as moléculas da
MEC e o citoesqueleto. FN (fibronectina), FAK (proteina quinase de adeséao focal).
Fonte: D’Abaco, Kaye, 2007
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Tabela 1. Principais ligantes das integrinas. (Jones, Walker, 1999)

Receptores (Integrinas) Ligantes (Moléculas da MEC)

a; B Laminina e Colagenos

o, B Laminina e Colagenos

oz B Laminina, Colagenos e Fibronectina
oy B Fibronectina

as B Fibronectina

as B1 Laminina

ay Bs Fibronectina e Vitronectina

ay B Vitronectina

as B4 Laminina

As integrinas esta representada por um grande grupo que ligam diversas as células

com as moléculas de matriz.
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Estudos com glioma de ratos evidenciam que a subunidade B; e a, das
integrinas foram fortemente expressas nas bordas infiltrativas do tumor, na regido do
parénquima cerebral (Ramos, 2007). Alguns estudos evidenciaram o papel da
integrina  B; em todos os aspectos de invasao (motilidade, adesdo e migracéo)
(Rooprai et al., 1999).

1.3. Eicosanoides

Os eicosanoides sdo moléculas lipidicas compostas por 20 carbonos,
oriundas da metabolizacdo dos acidos graxos, como acido araquiddnico, acido
dihomo — gama — linolénico e outros acidos graxos poliinsaturado (PUFAS). Estas
moléculas desempenham funcdes que auxiliam proliferacdo, motilidade e
sobrevivéncia celular. Adicionalmente, os eicosanoides exercem um complexo
controle da angiogénese, adesao celular e inflamagéo, e podem estar relacionados
com mutacao celular e promocao do cancer (Nathoo et al., 2004).

Existem trés familias dos eicosanoides derivadas do acido araquiddnico (AA):
as prostaglandinas, os tromboxanos (pela acdo das ciclooxigenases) e o0s
leucotrienos (pela a acdo das lipooxigenases) (Brambilla, 2006). A via das
ciclooxigenases (COX) apresenta duas isoformas principais: a COX-1 e a COX-2,
codificadas por diferentes genes. Contudo, ambas apresentam sitios ativos
semelhantes, e sdo inibidas por antiinflamatorios ndo esteroidais — AINEs (Garavito,
Mulichak, 2003; Smith et al., 2000).

A primeira isoforma, a COX-1, € responsavel pela producdo de
prostaglandinas envolvidas em diversas func¢des fisiolégicas, como na citoprotecéo
de mucosas gastricas, equilibrio renal e nas reacdes plaquetarias. A COX-2, por sua
vez, € uma importante proteina, expressa em alguns o6rgdos e no SNC. Esta
expressao se restringe a algumas partes do SNC, como no cértex, hipotalamo,
hipocampo e medula espinhal ( Vane, Bakhle, Botting, 1998).

Durante a carcinogénese, a COX-2 é expressa em diversas neoplasias. O
grau de diferenciacdo do tumor esta relacionado com o aumento da expressao da
COX-2. Alguns tumores, como mama e célon, apresentaram um aumento da sintese
de produtos derivados da COX, como as prostaglandinas (Sheehan et al., 1999).

A prostaglandina E, (PGE,) é um eicosanoide derivado do &cido araquidénico

(AA), metabolizado pelas COXs. A sintese desse prostanoide inicia-se com a
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hidrélise dos fosfolipidios de membrana plasmatica, produzindo o AA, uma reacdo
catalisada pela enzima fosfolipase A2. Em seguida, o AA livre é oxidado pelas
ciclooxigenases (COX-1 ou COX-2), produzindo uma substancia instavel
intermediaria: a prostaglandina G, (PGG;), convertida rapidamente em
prostaglandina H, (PGH,). A PGH; servir4 de substrato para as enzimas PG sintases
produzirem as prostaglandinas (PGD,, PGE,, PGF,,) e prostaciclina (PGl,), que
serdo liberadas pelas células (Hinz, Brune, 2002; Khan et al., 2011; Wang et al.,
2007).

Trabalhos mostram que a PGE, participa da progressdo de diversas
neoplasias, como o cancer de pele, célon, mama e entre outros (Kundu, Shur,.
2008). Sdo encontrados altos niveis da PGE; em tumores humanos, promovendo a
proliferacdo, a angiogénese e a inibicdo do apoptose tumoral. Desta forma, a PGE,
estimula o crescimento tumoral, contribuindo para o processo de metastase do
tumor (Camacho et al., 2008; Jain et al., 2008).

Estudos com inibidores seletivos para COX-2 em cancer do colon e de
pancreas demonstraram uma diminuicdo na adesdo das células tumorais nas
moléculas da MEC, como os colagenos tipos |, Ill e IV, laminina, fibronectina e
vitronectina. O efeito inibidor da COX-2 pode ser potente para a aplicacdo
terapéutica aos tumores, afeta divervos aspectos biolégicos, tais como a invasao e
metastase (Okami et al., 2003; Yazawa et al., 2005).

Alem disso, trabalhos com adenocarcinomas de pulmédo correlacionam a
expressdo de PGE, com laminina, facilitando a angiogénese e a migracédo tumoral
(Niki et al., 2002). Adicionalmente, em tumores de pulmao, a fibronectina induz a
sintese de PGE,, favorecendo o crescimento e a proliferacdo neoplasica (Han et al.,
2004). Alguns autores propdem uma remodelacdo da MEC em adenocarcinoma

endometrial, expressando vitronectina, apos a sintese de PGF,, (Sales et al., 2009).

1.4 Justificativa

O GBM é uma neoplasia que ainda ndo ha cura. Conforme foi demonstrado
na introducéo, os tratamentos ainda sao ineficazes para a total eliminacdo do tumor.
O GBM é caracterizado por apresentar células altamente migratorias e proliferativas,
de dificil visualizacdo durante o tratamento cirlrgico e também séo resistentes aos

outros tratamentos como a quimioterapia e radioterapia convencionais. Essas
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células tumorais sdo as principais responsaveis pela reincidéncia do tumor. Para
ocorrer a migragdo, essas células alteram o microambiente do parénquima cerebral
e produzem os seus préprios substratos, formando assim uma MEC especifica para
sua progressao tumoral.

A matriz extracelular é formada de macromoléculas que facilitam a migracéo
celular e esta associada com a membrana basal vascular, regiées preferenciais de
proliferacdo tumoral. Estudos relatam o envolvimento de moléculas da MEC
(coldgeno tipo IV, laminina, fibronectina e vitronectina) na migragdo de células
gliomas in vitro (Ohnishi et al., 1997). Alguns autores relatam o aumento da
expressdo de integrinas em diversos carcinomas, relacionando com os altos niveis
de prostaglandinas (Nystrom et al., 2006; Rooprai et al., 1999)

Outro fato importante, relatado em trabalhos com tumores de pancreas e
célon, é a diminuicdo da expressdo das moléculas da MEC, mediante a inibicdo da
producéo da COX-2 (Yazawa et al., 2005). Essa inibicdo da COX-2 é promovida por
antinflamatorios nao-esteroidais (AINEsS). Em contrapartida a adicdo de PGE,
exdgena, em adenocarcinoma endometrial, apresentou uma remodelacdo da MEC,
havendo um aumento na expressao de moléculas como a vitronectina (Sales et al.,
2009).

Desta forma, o foco desse trabalho foi elucidar a expressédo das moléculas da
MEC e de adesao em linhagens celulares U251MG e U87MG de gliomas humanos,
apos dois tratamentos:

1. Inibidor ndo seletivo de COX, o lbuprofeno;

2. Adicdo da PGE;exogena nas células de gliomas.
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2 OBJETIVOS

O principal objetivo desse estudo foi a andlise in vitro, da expressdo das
moléculas da MEC envolvidas na migracdo celular, de duas linhagens tumorais
U87MG e U251MG de gliomas humanos, na presenca de um inibidor da producéao
de prostaglandina E, o Ibuprofeno, e assim como, para adicao de PGE, exdgena.
Evidenciando os seguintes topicos;

e Avaliar o carater migratério das células US7MG e U251MG ap0és a inibicao de
COX-1 e COX-2 com Ibuprofeno na concentracdo 25 pM (Colquhoun et
al., 1998, Gomes, Colquhoun, 2012);

e Avaliar o carater migratorio das células U7TMG e U251MG apos a adicao de
PGE; exdgeno na concentracéo de 10 uM,;

e Analisar a expressao das moléculas de adesao: as integrinas ay, a3, 0s, B1 €

Ba;

e Analisar a expressao das moléculas da MEC: colageno tipo IV, laminina,

vitronectina e fibronectina.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Linhagens celulares escolhidas: US7MG e U251MG

O presente trabalho utilizou duas linhagens, UB7MG e U251MG, derivadas
de GBM, para estudos de migracao celular e anélise da expressédo das moléculas da
matriz extracelular. A linhagem celular U87MG foi isolada a partir de um astrocitoma
de grau IV (classificacdo segundo OMS) de uma mulher caucasiana de 44 anos de
idade (Poten, Macintyre, 1968). A linhagem U87MG tem se mostrado capaz de
formar tumores altamente invasivos quando inoculada em camundongos atimicos
(Martuza et al., 1991). UB7MG é selvagem para o gene p53 e apresenta mutacao
para PTEN (lanzini et al., 2007). A linhagem U251MG foi isolada a partir de um GBM
de um homem caucasiano de 47 anos de idade (Poten, Macintyre, 1968) e
apresenta mutacdo nos genes p53 e p2l. A U251MG é tumorigénico para
camundongos atimicos. A escolha das linhagens foi baseado no fato que ambas
sdo tumorigénicos em camundongos atimicos. As linhagens foram gentilmente
cedidas pelos professores Menck (U87MG) e Costanzi-Strauss (U251MG) do ICB,
USP.

3.2 Cultivo de células

As linhagens celulares U87MG e U251MG de glioma humano foram
cultivadas em Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Invitrogen, CA — EUA)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e antibiotico (penicilina - 50 u/mL
| estreptomicina -50 pg/mL). Os frascos foram mantidos em estufas de incubacéo
com atmosfera de 37 °C contendo 5% de CO, e 95% de ar até atingirem a fase
exponencial de crescimento. O congelamento das células foi feito em meio

suplementado com 10% de soro e com 10% DMSO.
3.3 Curva de crescimento

As células foram semeadas em uma placa de 24 pocos, contendo 4 diferentes
concentracdes celulares, sendo: 1x10 * 3x10 %, 5x10 * e 7x10* cél/poco. A
contagem das células foi feita apds os periodos de 24, 48 e 72 horas. Para a
contagem retirou-se o meio e adicionou-se solugdo de PBS (solucdo tampé&o de

fosfato) contendo Tripsina 0,025%/EDTA 0,02% para soltar as células da placa. As
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trocas de meio foram realizada diariamente. Para cada amostra e tempo diferente,
foram feitas 3 repeticbes deste procedimento em triplicata. As células foram retiradas
da placa e colocadas na Camara de Neubauer para contagem. Esse procedimento
foi realizado para ambas as linhagens U87MG e U251MG. As concentragbes
escolhidas para a utilizacdo no tratamento foram de 2x10* cél/poco (U251MG) e
3x10* cél/poco (USTMG).

3.4 Curva de dose resposta para os tratamentos com PGE; e Ibuprofeno

Para testar a influéncia do tratamento sobre a cultura, analisaram-se o0s
efeitos dos mesmos sobre o crescimento celular das linhagens U87MG e U251MG.
As células foram semeadas em uma placa de 24 pocos, contendo 4 diferentes
concentracbes dos tratamentos, prostaglandina E, e Ibuprofeno (inibidor né&o
especifico de COX-1 e COX-2), em cada poco foi colocada a concentracéo
escolhida de 2x10* cél/poco + 500 pL de meio de cultura para U251MG e 3x10*
cél/poco + 500 pL de meio para linhagem U87MG.

Para o tratamento com PGE; foram investigadas as seguintes concentracdes:
0,01 uM, 0,1 uM, 1 uM e 10 uM, tratadas por 24, 48 e 72 horas. Utilizou-se como
controle, o veiculo da droga: DMSO, no mesmo volume utilizado na concentracéo
maxima da droga (0,27%). Além disso, também se utilizou um controle que néao
recebeu nenhum tratamento. Em cada periodo, as células foram tripsinizadas
(Tripsina 0,025% em EDTA 0,02%) e contadas em camara de Neubauer. Todas as
analises foram realizadas em triplicatas e repetidas 3 vezes.

Foram semeadas 2x10* céllpoco para U251MG e 3x10* cél/poco para
U87MG, por poco, em placas de 24 pocos e tratadas por 24, 48 e 72 horas com as
seguintes concentracfes de Ibuprofeno: 25 uM, 50 uM, 75 uM e 100 pM. Utilizou-se
como controle o veiculo da droga, etanol P.A. no mesmo volume utilizado na
concentracdo maxima da droga (1%). Além disso, também se utilizou um controle
gue ndo recebeu nenhum tratamento. Em cada periodo, as células foram
tripsinizadas (Tripsina 0,025% em EDTA 0,02%) e contadas em camara de

Neubauer. Todas as andlises foram realizadas em triplicatas.
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3.5 Reacédo da Cadeia Polimerase (RT-PCR)

3.5.1 Desenho dos primers

Todos os primers utilizados foram desenhados com base em sequéncias

disponiveis no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) e com o auxilio do programa

Primer 3 (www.genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primr/primer3_www.cqi). A especificidade

de cada primer foi verificada através do BLAST

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Os primers foram sintetizados pela

Invitrogen®(Invitrogen, CA — EUA).

Tabela 2. Sequéncia dos primers utilizados para quantificacdo da expresséo génica

Molécula Forward primer Reverse primer Amplificacéo
Vitronectina [ CTCTGGATGGGTTCACAGGT GCCGCATCTACATCTCAGG 250
Cg:f‘c?ﬁ?o AGGCCTAGTGGTCCGAATCT CCTGGCTTGAAAAACAGCTC 285
Laminina | ACATCGTGTGAGCCCATGTATG TGAGGGATTCTGGAAGATGG 239
Fibronectina | CAAGTATGAGAAGCCTGGGTCT | TGAAGATTGGGGTGTGGAAG 213
Integrinaa5 | CATTTCCGAGTCTGGGCCAA TGGAGGCTTGAGCTGAGCTT 211
Integrinaav | GAAAAGAATGACACGGTTGC AGTGATGAGATGGTCCCGCT 51
Integrina a3 | CCTGCATCTCTGTGAAGCCTC CCAGAATTGGTCCCCTCCTC 155
Integrina B3 | GGGGACTGCCTGTGTGACTC CTTTTCGGTCGTGGATGGTG 123
Integrina 81 | GTGGTTGCTGGAATTGTTCTTATT | TTTTCCCTCATACTTCGGATTGAC 189
GAPDH ATGACATCAAGAAGGTGGTG CATACCAGGAAATGAGCTTG 177
18s CGGCGACGACCCATTCGAAC | GAATCGAACCCTGATTCCCCGTC 187

3.5.2 Extracdo de RNA total

Ao término do tratamento as células foram coletadas, mantidas em gelo e
homogeneizadas em equipamento Politron PT — 3100 (Kinematica Dispersing and
Mixing Technology, Luzern - Suica) com 1 mL de Trizol® (Invitrogen) e deixado a
temperatura ambiente por 5 minutos (min). Apds esse tempo foi adicionado 0,2 mL

de cloroférmio e deixado a temperatura ambiente por 3 min. Em seguida, foi


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primr/primer3_www.cgi
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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centrifugado a 10600 rpm (rotagdes por minuto) durante 15 min a 4 °C. A fase
aquosa foi retirada e colocada em tubos limpos. A esta foi adicionada 0,5 mL de
isopropanol, por 10 min. Apds esse periodo a amostra foi novamente centrifugada,
por 10 min. O sobrenadante foi descartado e ao pellet (precipitado) foi adicionado 1
mL de etanol 95% para ser centrifugado. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi
lavado com 1 mL de etanol 75% livre de RNAse, e centrifugado a 7500 RPM por 5
minutos a 4 °C. Essa etapa de lavagem foi realizada duas vezes. Por fim, o
sobrenadante foi removido, o precipitado de RNA foi ressuspendido em 100 uL de
agua DEPC (dimetil pirocarbonato) inativa.

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

por eletroforese em gel de agarose a 1% contendo brometo de etidio.
3.5.3 Preparacdo do DNA complementar

A metodologia basica de RT-PCR foi realizada a partir da extracéo total do
RNA na presenca de Trizol®, cloroférmio e alcool isopropilico, com a pureza do RNA
sendo confirmada pela razdo de absorbancia no espectrofotometro A260 nm/A280
nm, entre 1,8 - 2,0. A transcricdo reversa (RT) foi feita com MMLV® — transcriptase
reversa usando 2 ug de RNA de interesse.

O cDNA (DNA complementar) foi obtido através da técnica de RT-PCR
utilizando MMLV — trancriptase reversa (Invitrogen®). Para tal, foram adicionados 1
uL Inibidor de RNAse, 2 uL Random Primer®, 2 uL dNTP mix, 2 pL Ditiotreitol (DTT),
4 uyL Tampao RT, 2 yL MMLV® e 1 ug de cDNA de interesse. Para a amplificagéo do
cDNA foi utilizado um termociclador com as seguintes temperaturas e tempos
previamente determinados: 21 °C por 10’, 42 °C por 50’ e, 99 °C por 10'. A
amplificacdo foi confirmada pela eletroforese em gel de 1% de agarose contendo
brometo de etidio sendo o produto visualizado no equipamento de revelacdo de

imagens quimioluminescente G-Box.
3.5.4 PCR Convencional

O método de PCR foi feito com Platinum Taq® DNA polimerase (Invitrogen) e
oligonucleotideos sense e antisense de interesse, além de um gene controle que

ndo modifica sua expressdo nas condi¢cdes do experimento, a Gliceraldeido 3-
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Fosfato Desidrogenase (GAPDH), que produz um fragmento de 306 pares de bases
(pb). O protocolo de PCR foi padronizado para cada gene de interesse, sendo que
utilizamos 94 °C por 1’ (para liberacdo da enzima Taq® do seu inibidor) para
posterior entrada no ciclo: 94 °C por 1°, 1’ na temperatura de anelamento calculado
para os oligonucleotideos usados e 72 °C por 1. Foram feitos 46 ciclos para
determinar a faixa linear de producdo do produto de amplificagéo confirmada pelo
gel de agarose com amostras retiradas a cada dois ciclos. A analise semiquantitativa
do produto foi feita usando o sistema de dominio publico de imagem Image J

http://rsb.info.nih.gov/ij/.

Todos os dados obtidos estdo apresentados como média + erro padréo (SE).
Os resultados foram submetidos analise estatistica por ANOVA seguida de Teste t
de Student ndo pareado, para comparar a expressao génica entre células tratadas e

nao tratadas. As diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05.

3.5.5 Padronizacéo dos primers para RT-PCR (PCR convencional)

A padronizacdo dos primers € um passo importante para realizacdo dos
procedimentos e para assegurar a confiabilidade dos resultados. No primeiro
momento todos os primers (Vitronectina, Fibronectina, Laminina, Colageno Tipo IV e
as integrinas ay, as, as, B1 e B3, além dos gene GAPDH e 18S), foram analisados em
oito diferentes temperaturas (56,5 °C; 59,1 °C; 61,8 °C; 64,5 °C; 67 °C; 69,1 °C; 70,6
°C e 71,5 °C). Assim foi possivel verificar em qual temperatura o anelamento
mostrou-se mais eficiente para ser usado na reacdo e esse procedimento foi feito

para todos os primers (Tabela 2 e Figura 4).

Figura 4 (A-C). Teste de Temperatura. A) Teste de temperatura do gene constitutivo
18s. B) Teste de temperatura do gene Vitronectina. C) Teste de temperatura

Laminina,

| —

——

5 L 1-2-3-4-5-6-7-8

L1-2-3-4 -5-6-7-8
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3.6 Andlise da expressao génica através de RT —qPCR em tempo real.

Para o0 método de PCR em Tempo Real, a padronizacdo da quantidade
adequada de cDNA foi realizada através de reacgBes utilizando diferentes
concentragdes de cDNA.

As concentragdes testadas foram: 25.000 pg/pL, 12.500 pg/pL, 6.250 pg/uL,
3.125 pg/pL, 1.265,5 pg/pL e 781,5 pg/pL. Com isso, obtivemos uma curva padréo
mostrando a melhor concentracdo de cDNA para se utlizar nos experimentos
realizados. Foi realizado uma curva de concentracdo dos primers, utilizando 3
concentracgOes diferentes, sendo 200 nM, 400 nM e 800 nM. Esse teste foi feito com
cada um dos primers, e a partir dai escolheu-se a concentra¢do adequada para cada
um, visando uma melhor eficiéncia da reacdo do mesmo (Tabela 3).

As reacgOes foram preparadas com um volume final de 25 pL para cada
concentragdo, contendo: 12,5 uL de Syber Green® 5uL de cDNA, 5uL primer
(dependendo de cada primer) e completando com &gua ultrapura MilliQ®
autoclavada.

As amplificacdes foram realizadas através do aparelho 7300 REAL TIME PCR
system® (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Além das curvas de
amplificacdo, foram realizadas também curvas de dissociacdo para verificar a
especificidade da amplificacao (Figura 5 A-B).

Para a escolha da concentracdo mais adequada, foi utilizado o critério de
menor variacdo entre as duplicatas, confirmando a auséncia de dimeros dos primers
ou qualquer outro produto inespecifico, confirmando a confiabilidade dos resultados.
Para todas as concentracfes foram realizadas duplicatas.

A concentracao escolhida de cDNA foi de 6.250 pg/uL para todos os primers.
Abaixo temos exemplo de como ocorreu a tal padronizacgéo.

Para avaliar a expresséao diferencial dos grupos tratados foi utilizado o método
de quantificacdo relativa. O gene 18s, que codifica uma proteina ribossomal, foi
utilizado como normalizador (controle enddgeno) nas reacdes gPCR para analise de
RNAm. O calculo da expresséao relativa entre as amostra foi realizado de acordo

com a férmula descria por Pfaffl (2001).



-40 -

Figuras 5(A-B). A) Curva padrédo de diferentes concentragbes de cDNA em
duplicata. B) Curva de dissociacdo. O gene 18s foi utilizado como controle interno,
linhagem U87MG.

Delta Rn vs Cycle Dissociation Curve

Tabela 3. Padronizacdo das concentracdes dos primers para PCR em tempo
real.

Moléculas Concentracao de Concentracdo de cDNA
primers

Colageno tipo IV 400 nM 6,25 ng/pL
Fibronectina 400 nM 6,25 ng/pL
Vitronectina 400 nM 6,25 ng/pL
Laminina 400 nM 6,25 ng/pL
Integrina ay 800 nM 6,25 ng/pL
Integrina a; 400 nM 6,25 ng/pL
Integrina as 400 nM 6,25 ng/pL
Integrina B; 400 nM 6,25 ng/pL
Integrina B3 400 nM 6,25 ng/pL
18s 200 nM 6,25 ng/pL
GAPDH 200 nM 6,25 ng/pL

3.7 Ensaio de Migracao em Transwell

Para obter os resultados de migracdo celular, foi realizada a técnica de
migracdo em Transwell, utilizando filtros com poros de 8 UM em placas de 24 pocos
(BD- Biosciences San Jose, CA, USA).

Células US7MG e U251MG foram tripsinizadas, contadas e no total de 2 x 10*
e 3 x 10* cél/poco, respectivamente, e foram colocadas na porcdo superior de cada

membrana porosa na quantidade contadas e no total de 2 x 10* e 3 x 10 cél/poco,
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junto com o tratamento. No compartimento inferior da placa de Transwell foi
adicionado 0,5 mL de meio de cultura contendo 10% de SFB com tratamento. O
meio de cultura junto com o tratamento (lbuprofeno ou PGE; exdgena) foi trocado
diariamente.

Depois de 48 h de tratamento, as células foram coradas com cristal de violeta
(cristal de violeta 0,05% e 70% de etanol) por 30 minutos e lavadas com PBS (3
vezes). As células da porcdo superior do filtro (células que ndo migraram) foram
removidas com cotonetes. As membranas contendo as células coradas que
migraram foram secas e suas imagens capturadas aleatoriamente em 5 campos de

cada membrana num aumento final de 100x.
3.8 Western Blot

Para a extracdo das proteinas, as células foram lisadas com tampéao lise
(0,21g/mL de Tris base, 0,584 g/ 100 mL de NaCl, 0,037 g/100 pL de EDTA e 1% de
Triton 1 mL/100 mL pH 7,6), inibidor de protease e inibidor de fosfatase por 5
minutos. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 1500 rpm por 2
minutos, e 0 sobrenadante transferido para um novo tubo, onde foi armazenado a
-80 °C. A concentracao proteica foi determinada através do método de Lowry.

Apés a quantificagcdo os extratos proteicos foram diluidos em tampéo de
amostra (1,51 g de Tris-HCI pH 6,8, 40 mL de SDS 10%, 10 mL de mercaptoetanol,
20 mL de glicerol e 0,004 g de azul de bromofenol) incubados a 100 °C por 3
minutos. Para o processo de separacao foi feito um gel de SDS-PAGE com 4 % de
acrilamida, seguido de um gel de 8% acrilamida. Em cada poc¢o foram adicionados
40ug de extrato proteico total (diluido no tampéo de amostra) e 3 yl de marcador de
peso molecular em cada gel. A corrida foi feita a 100 V pelo periodo de ~2 horas.

Em seguida, foram realizadas as transferéncias das proteinas para uma
membrana de nitrocelulose utilizando o tampéao (57,6 g de glicina, 12 g de Trisbase e
4 g de SDS pH 8,3) a 4 °C / 200 mA/ 2 h. Terminada a transferéncia das proteinas
as membranas foram lavadas 1x com TBS 1X (5min) e 3x com TBS Tween 0,1%
(5min) para a retirada do metanol. A fim de bloquear as possiveis ligagcdes nao
especificas, as membranas foram incubadas a solu¢do de PBS 1x + Albumina de

soro bovino 1% por 1 hora a temperatura ambiente, sob agitacdo constante.
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Passada uma hora da incubag&o, a membrana foi exposta ao anticorpo primario na
diluicdo recomendada pelo fabricante (Tabela 6), overnight em agitacéo.

No dia seguinte, as membranas foram lavadas com TBS 1X por 10 minutos e
com TBS Tween 0,1% (3x) por 10 min. Apds as lavagens, as membranas foram
incubadas com anticorpo secundario na diluicdo de 1:1000, por 2 horas. ApGs esse
periodo de incubacgdo, as membranas foram lavadas com TBS 1x por 10 minutos e
TBS Tween (3x) por 10 minutos. As membranas foram incubadas por 2 minutos com
ECL e reveladas no equipamento de revelacdo de imagens quimioluminescente G-

Box.
3.9 Imunohistoquimica
3.9.1 Cultivo das células para Reac¢des de Imunohistoquimica in vitro

Para realizar as reacfes de imunohistoquimicas in vitro, as células U87MG e
U251mg foram cultivadas em placa de cultivo de 12 pocos. Foram semeadas 2x10*
cél/poco (UB7MG) e 3x10* cél/poco (U251MG) de células e os experimentos foram
realizados com as células semiconfluentes. Apos o crescimento 0 meio de cultivo foi
retirado e as células lavadas delicadamente com PBS. As monocamadas de células
foram fixadas com 4% formaldeido em fosfato tampéo (0,1 M — pH 7,2 a 7,4) por 30

minutos em geladeira, e depois foram lavadas com PBS.
3.9.2 Reacdes de Imunohistoquimica

As células foram fixadas em 4% formaldeido e depois lavadas trés vezes em
PBS. O blogueio da peroxidase enddgena foi realizado por 30 min com H,0, (2%)
metanol/ H,O (1:1) seguido por diversas lavagens (3 vezes H,0 destilada + 3 vezes
PBS). O bloqueio dos sitios inespecificos foi realizado com uma solucdo de BSA/2%
do soro do animal, onde foi feito o anticorpo secundéario em PBS — Triton X — 100
(0,2%). As laminas foram incubadas overnight com o0s respectivos anticorpos
primarios diluidos em PBS-Triton 0,2% a temperatura ambiente. Os controles
negativos experimentais receberam apenas PBS — Triton X — 100. Apds este tempo
as laminas foram lavadas 3 vezes (PBS / PBS — Triton 0,2% / PBS), incubadas por
90 min com anticorpo secundario biotinilado (concentra¢cdes entre 1:500 e 1:1000) e
entdo novamente lavadas com PBS e PBS-Triton 0,2%. Seguiu-se a incubagéo com

um complexo streptavidina-biotinilada horseradish peroxidase (numa concentracao
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entre 1:100 e 1:200 por 60 minutos) e novas lavagens antes da revelacdo das
[aminas com 3,3’-diaminobenzidina (40 mg/100 mL + 1 mL H>O; 3%). As laminas
foram deixadas na solucdo de revelacdo entre 2 e 10 minutos e os nucleos foram
contra-corados com hematoxilina de Harris. Depois de desidratadas em um
gradiente crescente de etanol, as laminas foram montadas com Permount®. Em
alguns casos streptavidina-Alexa488 foi usada e os nucleos foram contra-corados
com Hoescht 33342 antes das células serem montadas com Vectashield®. As

imagens foram visualizadas e capturadas em microscoépio de fluorescéncia Zeiss.
3.10 Andlise dos Dados

Todos os dados obtidos estdo apresentados como média + erro padréao (SE).
As analises foram realizadas utilizando o programa Graph Pad Instat e Graph Pad
Prism, por ANOVA e Test-t Student para comparacdo das amostras. As diferencas
foram consideradas significantes com p<0,05 e p<0,001.



4 RESULTADOS

4.1 Curva de Crescimento

Foi realizada uma curva de crescimento para as linhagens celulares (U87MG
e U251MG). Foram obtidas as curvas de crescimento de quatro diferentes
concentracdes (1x10%, 3x10* 5x10* e 7x10* cél/poco ) de células para a linhagem de
U87MG (Figura 6) e U251MG (Figura 7) . A concentracdo que melhor atendeu as
necessidades do projeto foi 2x10* cél/poco (U251MG) e 3x10* cél/poco (US7MG). Os
experimentos foram feitos em triplicatas para garantir a confiabilidade dos

resultados.

Figura 6.. Curva de crescimento da linhagem U87MG.
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Figura 7. Curva de crescimento da linhagem U251MG.
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4.2 Curva Dose — Resposta para PGE.,.

Foram semeadas 2x10* céllpoco para U251MG e 3x10* cél/pogo para
U87MG, em placas de 24 pocos e tratadas por 24, 48 e 72 horas com as seguintes
concentragdes de PGE»: 0,01uM, 0,1 uM, 1 uM e 10 uM. Utilizou-se como controle o
veiculo da droga, DMSO no mesmo volume utilizado na concentracdo maxima da
droga (0,27%).

Além disso, também se utilizou um controle que nao recebeu nenhum
tratamento. A concentracdo de 10uM foi escolhida para ambas as linhagens, por
apresentar um aumento no numero de células de 47,4% (U87MG) e 52,5%
(U251MG), no periodo de 48 h (Figura 8B e Figura 9B).

A analise da significancia dos tratamentos foi feita por ANOVA, onde foi
comparado cada tratamento ao seu respectivo controle. Os dados de significancia
estdo presentes nas legendas de cada grafico. Entre os controles (DMSO e CN)
nao apresentaram uma diferenca significativa e comparamos os controles com 0s
tratamentos nas 4 diferentes concentracdes (0,01 uM, 0,1 uM, 1 uM e 10 uM).

Todas as concentracdes tanto dos tratados como dos controles foram feitas
com n=3 (nimero de placas) em triplicata (3 pocos de cada concentracdo) e foi feito
um gréafico final contendo os valores de 24, 48 e 72 horas.

A concentracao adotada para o tratamento de PGE; foi de 10 uM, no periodo
de 48 h, para avaliar a expressdo génica das moléculas estudadas e a migracao
celular nas linhagens U87MG e U251MG.
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Figura 8. Curva de Dose-Resposta do tratamento com PGE; apds 24, 48 e 72
horas, em células de glioma US7MG.
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Todos os periodos (24, 48 e 72 h) o tratamento a com concentragdo de 10 pM
apresentaram um aumento significativo de nimero de células, em comparagédo aos
grupos controles DMSO e CN (controle sem tratamento). N&o houve diferenca
significativa entre os controles (CN). Todas as amostras apresentam o n=3. *
(p<0,05), ** (p<0,01) e ***(p<0,001).



Figura 9. Curva de Dose-Resposta do tratamento com PGE; apos 24,

horas, em células de glioma U251MG.
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Todos os periodos (24, 48 e 72 h) o tratamento na concentracdo de 10 uM de PGE,

aumentaram significativamente o numero de células em comparagdo aos seus

respectivos controles (DMSO e CN). Nao houve diferenca significativa entre os

controles (CN e DMSO). Todas as amostras apresentam o n=3. * (p<0,05), **

(p<0,01) e ***(p<0,001).
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4.3 Curva dose resposta para Ibuprofeno (inibidor ndo especifico de
ciclooxigenases COX-1, COX-2)

Foram semeadas 2x10* céllpoco para U251MG e 3x10* cél/pogo para
U87MG, em placas de 24 pocos e tratadas por 24, 48 e 72 horas com as seguintes
concentragbes de Ibuprofeno: 25 pM, 50 pM, 75 pM e 100 pM. Utilizou-se como
controle o veiculo da droga, etanol P.A. no mesmo volume utilizado na concentracdo
maxima da droga (1%). Além disso, também se utilizou um controle que n&o recebeu
nenhum tratamento. A concentragcéo de 25 uM foi escolhida para os ensaios futuros,
ela reduziu o nimero de células em 37,5% (U87MG) e 38,9% (U251MG), no periodo
de 48 horas (Figura 10B e Figura 11B).

Os tratamentos na concentracdo 50 pM, 75 pM e 100 uM foram altamente
prejudiciais para U251MG por reduzirem o namero de células em 48,3%, 54,3% e
72,5%, respectativamente, no periodo de 48 h. Para linhagem U87MG, né&o foi
diferente, as concentracdes 50 pM, 75 uM e 100 uM reduziram o namero de células
em 66,5%, 70,3% e 81,5% respectivamente, no periodo de 48 h.

A andlise da significancia dos tratamentos foi realizada pelo teste ANOVA,
onde foi comparado cada tratamento ao seu respectivo controle. Os dados de
significancia estéo presentes nas legendas de cada grafico. Todas as concentracdes
tanto dos tratados como dos controles foram feitas com n=3 (numero de placas) em
triplicata (3 pocos de cada concentracdo) e foi feito um grafico final contendo os

valores de 24, 48 e 72 horas.
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Figura 10. Curva de Dose-Resposta do tratamento com Ibuprofeno apdés 24, 48 e 72

horas, em células de gliomas U87MG.
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Todos os periodos de tratamentos apresentaram reducdo significativa do nimero de

células (UB7MG) na concentracdo 100 uM. Nos periodos de 48 e 72 h apresentaram

diferenca significativas nas concentracées de 25 uM, 50 uM e 75 uM, em relacéo

aos controles etanol e CN. Todas as amostras apresentam o n=3, repetidas trés
vezes. * (p<0,05), ** (p<0,01) e ***(p<0,001).
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Figura 11. Curva de Dose-Resposta do tratamento com Ibuprofeno apoés 24, 48 e 72

horas, em células de gliomas U251MG.
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Todos os periodos de tratamentos apresentaram reducéo significativa do nimero de

células (U87MG) nas concentracdo 75 pM e 100 uM. Nos periodos de 48 e 72 h

apresentaram diferenca significativas nas concentracdes de 25 uyM e 50 pM, em

relacdo aos controles etanol e CN. Todas as amostras apresentam o n=3, repetidas
trés vezes. * (p<0,05), ** (p<0,01) e ***(p<0,001).
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4.4 RT- PCR CONVENCIONAL
4.4.1 RT-PCR: U251MG

As células U251MG foram cultivadas em frasco de 25 cm? por 48hs. Essas
receberam tratamento com prostaglandina E, (PGE;), na concentracédo de 10 pM.
Utilizou-se como controle o veiculo da droga, DMSO no mesmo volume utilizado na
concentracdo maxima da droga (0,27%). Além disso, também se utilizou um controle
gue nao recebeu nenhum tratamento.

Um outro grupo de células U251MG recebeu tratamento com Ibuprofeno, na
concentracdo de 25 uM. Utilizou-se como controle o veiculo da droga, Etanol P.A. no
mesmo volume utilizado na concentracdo maxima da droga (1%). Além disso,
também se utilizou um controle (CN) que ndo recebeu nenhum tratamento.

Em seguida as células foram tripsinizadas e coletadas para extracdo de RNA,
utilizando os protocolos utilizados no laboratério. Foi realizada a sintese de cDNA
utilizando a técnica de RT-PCR pela enzima MMLV- transcriptase reversa.

Para a amplificacdo do cDNA foi utilizado o termociclador com as
temperaturas encontradas na padronizacdo dos primers, citado em dados anteriores.
A amplificacao foi confirmada pela eletroforese em gel de 1% de agarose contendo
brometo de etidio sendo o produto visualizado pelo sistema de ultravioleta (UV).

A analise semiquantitativa do produto foi realizada pelo sistema de ImageJ. O
gene GAPDH foi considerado como gene controle enddgeno de expressao
constitutiva. Nao houve diferenca significativa entre o grupo tratado com o grupo
controle (Figuras 12-13). Porém houve uma tendéncia de um aumento da expressao

do RNAmM em todas as proteinas em estudo.
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Figura 12. Analise da expresséo génica apos o tratamento com PGE; em linhagem
celular de U251MG
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Todos os grupos foram normalizados com o gene endégeno GAPDH. A expressao
génica foi quantificada no programa ImageJ. Os resultados foram analisados por

ANOVA e amostra em triplicata, repetidas 3 vezes.
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Figura 13. Analise da expressdo génica ap0s o tratamento com Ibuprofeno em
linhagem celular de U251MG
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Analise da expressdo génica ap0s o tratamento com lbuprofeno, em linhagem
celular de U251MG. Todos os grupos foram normalizados com o gene endégeno
GAPDH. A expressao génica foi quantificada no programa ImageJ. Os resultados
foram analisados por ANOVA e amostra em triplicata, repetidas 3 vezes.
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4.4.2 RT- PCR: US7TMG

O procedimento realizado foi a mesma descrita para a linhagem U251MG, as
células foram semeadas em 25 cm?, recebendo tratamento de PGE, e Ibuprofeno
em 48 h. Utilizamos também um grupo controle com veiculo da droga (DMSO e
Etanol). E também utilizamos um controle que n&do recebeu nenhum tratamento.

Foram realizadas as mesmas etapas citadas anteriormente para elaboracdo
da técnica de RT-PCR. N&o houve diferenca significativa entre o grupo tratado com
seus respectivos grupos controles. Porém houve uma tendéncia de uma reducao da
expressdo do RNAmM em algumas as proteinas em estudo, tratadas com Ibuprofeno.
As células que receberam o tratamento com PGE,, ndo apresentou diferenca
significativa entre os grupos tratados e controles, mas houve uma tendéncia de
aumento da expressdo de RNAm, em algumas moléculas estudadas (Figuras 14-
15).

Foi necessario a realizacdo da técnica de PCR em tempo real, com o0s
mesmos tratamentos, tanto para U7MG e U251MG. A técnica e a padronizacédo dos

primers foram descrito anteriormente.
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Figura 13. Analise da expresséo génica apos o tratamento com PGE; em linhagem

celular de US7MG.
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Analise da expressao génica apos o tratamento com PGE, em linhagem celular de
U87MG. Todos os grupos foram normalizados com o gene endégeno GAPDH. A
expressdo génica foi quantificada no programa ImageJ. Os resultados foram
analisados por ANOVA e amostra em triplicata, repetidas 3 vezes.
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Figura 14. Analise da expressdo génica apds o tratamento com I|buprofeno em

linhagem celular de US7MG.
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Analise da expressdo génica apos o tratamento com Ibuprofeno em linhagem celular
de U87MG. Todos os grupos foram normalizados com o gene endégeno GAPDH. A
expressdo génica foi quantificada no programa ImageJ. Os resultados foram
analisados por ANOVA e amostra em triplicata, repetidas 3 vezes.
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4.5 PCR - REAL TIME
4.5.1 PCR - REALTIME U87MG

O procedimento realizado para o tratamento das células U87MG foi 0 mesmo
realizado para PCR-RT. As células foram semeadas em placas de 25 cm?
recebendo separadamente o tratamento de PGE; e Ibuprofeno em 48 h. Utilizamos
também um grupo controle com veiculo da droga (DMSO e Etanol). E também
utilizamos um controle que nao recebeu nenhum tratamento.

Ap6s o tratamento com as drogas (PGE; e Ibuprofeno) foi extraido o RNAmM
para realizacdo do PCR em tempo real, conrforme descrito anteriormente em
materiais e métodos. Observamos em nossos resultados um padrdo muito parecido
com o que encontramos pelos resultados extraidos da técnica de PCR convencional
(RT-PCR), confirmando os resultados obtidos. Contudo a técnica de PCR em tempo
real (JQPCR-RT) por ser uma técnica mais precisa e quantitativa, observamos que o0s
resultados obtidos apresentaram uma diferenca significativa entre algumas
moléculas estudadas.

Por exemplo o tratamento com a prostaglandina E, exdégena observamos um
aumento de 76% na expressao de fibronectina na linhagem U87MG comparado com
o controle normal (CN) e comparado ao controle DMSO foi num total de 83% (Figura
16). Foi observado um aumento na expressao de RNAm de laminina y; na linhagem
U87MG de 77%, quando tratada com prostaglandina E, em relacdo ao grupo
controle normal (CN) e comparado ao controle DMSO foi um aumento de 70%. As
demais moléculas da MEC, colageno Tipo IV e vitronectina, observou-se uma
tendéncia no aumento da expressdo do RNAm, contudo néo foi significativo.

O tratamento com inibidor ndo especifico de COX-1 e COX-2 (Ibuprofeno)
reduziu significativamente o perfil transcricional das moléculas de fibronectina e
laminina y;, uma reducéo da expressdo de 62% e 53% respectivamente (Figura 18).

As moléculas de adesao, as integrinas ay, 03 € ds apresentaram um aumento
significativo na expressdo de RNAmM de 61%(a,), 66% (a3) e 93% (as) apds as
células UB7MG receberam o tratamento com PGE, (Figura 17). Os tratamento com
Ibuprofeno causaram uma reducéo significativa para as integrinas a, de 47% e a3 ge
68% (Figura 19). As demais moléculas de adesdo analisadas nédo apresentaram

diferenca significativas para ambos tratamentos.
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Figura 16. PCR — Real Time. U87MG tratadas com PGE; exdgeno. Moléculas da
Matriz Extracelular
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Foi observado um aumento na expressdo de RNAm de fibronectina na
linhagem U87MG de 76%, quando tratada com prostaglandina E, (25 puM) em
relacdo ao grupo controle normal (CN) e comparado ao controle DMSO (25 uM) o
aumento foi de 83%. Para a expressdo do RNAmM de Laminina y; na linhagem
U87MG o aumento foi de 77%, quando tratada com prostaglandina E, em relacéo ao
grupo controle normal (CN) e em relacdo ao grupo controle DMSO foi de 70%.
Dados significativos *p<0,05 e **p<0,01. n=3.

N&do houve diferenca significativa entre as demais moléculas da MEC
estudadas (Colageno Tipo IV e Vitronectina) na linhagem U87MG, contudo é
evidente uma tendéncia no aumento da expressdo dessas moléculas quando
tratadas com PGE, exogeno.

Na tabela 4 verificamos uma comparagdo com todos os resultados

significativos da linhagem U87MG.
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Figura 17. PCR — Real Time. U87MG tratadas com PGE; exdgeno. Moléculas de

Adesao (Integrinas).
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observado um aumento na expressdo de RNAmM de integrina a, na
linhagem U87MG de 61%, quando tratada com prostaglandina E, em relacdo ao
grupo controle normal (CN). Também foi observado um aumento na expressao de
RNAmM de Integrina a3 na linhagem U87MG de 66% comparado ao grupo CN e para
a integrina as 0 aumento da expressdo de RNAm foi de 72%, quando tratada com
prostaglandina E, em relagdo ao grupo controle normal (CN) e 93% comparado ao
grupo DMSO. As demais integrinas (B1 e PBs) ndo apresentaram um aumento

significativo *p<0,05 e **p<0,01 n=3.
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Figura 18. PCR — Real Time. U87MG tratadas com Ibuprofeno. Moléculas da Matriz

Extracelular.
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Foi observado uma reducdo na expressdao de RNAm de Fibronectina na
linhagem U87MG de 62%, quando tratadas com lbuprofeno. A expressdao de RNAmM
para Laminina y, rediziu em 52% na linhagem U87MG apOs o tratamento com
Ibuprofeno, em relacdo aos seus respectivos controles (CN) e de 54% de reducéao
em relacdo ao grupo etanol. Nao houve diferenca entre os controles (CN e Etanol).
Dados significativos *p<0,05 e **p<0,01 n=3.

Para os demais moléculas estudadas (Vitronectina e Colageno Tipo IV) néo

houve diferenca significativa.
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Figura 19. PCR — Real Time. U87MG tratadas com Ibuprofeno. Moléculas de

Adesao (Integrinas).
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Foi observado uma reducdo na expressdao de RNAm de integrina a, na
linhagem U87MG de 47%, quando tratada com lbuprofeno em relacdo ao grupo
controle normal (CN). Também foi observado uma reducédo na expressdo de RNAm
de Integrina az na linhagem U87MG de 68% quando tratada com lbuprofeno em
relacdo ao grupo controle normal (CN). As demais integrinas (as, B1 € B3) ndo

apresentaram um aumento significativo.

4.5.2 PCR-REAL TIME: U251MG

O procedimento realizado para o tratamento das células U251MG foi o
mesmo realizado para PCR-RT. As células foram semeadas em placas de 24 cm®,
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recebendo separadamente o tratamento de PGE; (10 puM) e Ibuprofeno (25 puM) em
48 h. Utilizamos também um grupo controle com veiculo da droga (DMSO e Etanol).
E também utilizamos um controle que n&o recebeu nenhum tratamento (CN).

Ap6s o tratamento com as drogas (PGE; e Ibuprofeno) foi extraido o RNAmM
para realizacdo do PCR em tempo real, conrforme descrito anteriormente em
materiais e métodos. Observamos em nossos resultados um padrdo muito parecido
com o que foi encontrado nos dados extraidos pela técnica de PCR convencional
(RT-PCR), o que confirma os resultados obtidos. Contudo a técnica de PCR em
tempo real (QPCR-RT) por ser uma técnica mais precisa e quantitativa, observamos
gue os resultados obtidos apresentaram uma diferenca significativa entre algumas
moléculas estudadas

Apés tratamento com a prostaglandina E, exdgena, as células U251MG
expressaram um aumento de 68% no perfil transcricional de fibronectina (Figura 20).
As demais moléculas da MEC, colageno Tipo IV, laminina e vitronectina, observou-
se uma tendéncia no aumento da expressdo do RNAm, contudo n&o sendo
significativo.

O tratamento com inibidor ndo especifico de COX-1 e COX-2 (Ibuprofeno)
mostrou diminuicdo significativa para colageno Tipo IV em uma reducdo da
expressdo de 54% respectivamente (Figura 22). Para vitronectina, fibronectina e
laminina y; observou-se uma tendéncia de reducao, porém nao sendo significativo.

Para as moléculas de adeséo, as integrinas a,, a3 € B1 sofreram um aumento
de 61% (ay), 66% (a3) e 93% (B1) na expressdo de RNAmM apos o tratamento de 48 h
com PGE; (Figura 21). Os resultados com o tratamento de lbuprofeno houve uma
redugdo significativa para as integrinas a, as e B1 de 50%, 41% e 54%
respectivamente (Figura 23). As demais moléculas de adesdo analisadas nao
apresentaram diferenca significativas para ambos tratamentos.

Na tabela 5 verificamos uma comparacdo com todos os resultados

significativos da linhagem U251MG.
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Figura 20. PCR — Real Time. U251MG tratadas com PGE, exdgeno. Moléculas da

Matriz Extracelular.
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Dentre as moléculas da matriz extracelular analisadas verificamos um
aumento de 68% da expressdo génica de FN, na linhagem U251MG tratadas com
PGE,; quando comparadas com o grupo DMSO e o aumento de 58% quando
comparado ao grupo CN. Na tabela 5 verificamos uma comparacdo com todos os
resultados significativos da linhagem U251MG.

N&o houve diferenca siginificativa entre os grupos LN, VN e colageno tipo IV.
E néo houve diferenca entre os grupos controles (CN) e DMSO. *p<0,05 e

amostragem n=3.
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Figura 21. PCR — Real Time. U251MG tratadas com PGE, exdgeno. Moléculas de

Adesao (Integrinas).
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Foi

observado um aumento significativo da expressao génica das seguintes

moléculas de adesao, as integrinas a,, az e B;. A expressao do RNAm da integrina a,

apresentou aumento de 58% quando tratadas com PGE, em comparacdo ao grupo

controle DMSO e de 52% comparado ao grupo CN. Para integrina as esse aumento

foi de 69% comparado ao grupo CN. A integrina 1 houve um aumento de 58% em

comparacao ao grupo controle DMSO. N&o houve diferenca entre os grupo controles

(DMSO e CN) Analise Estatistica * p<0,05.

As demias moléculas de adesdo estudadas ndo sofreram direfengas

siginificativas e foi utilizado GAPDH como gene controle.
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Figura 22. PCR - Real Time. U251MG tratadas com lbuprofeno. Moléculas da

Matriz Extracelular.
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Foi observado uma reducdo na expressao génica em todas as moléculas da

matriz extracelular do estudo. Contudo foi significativo para a molécula de colageno

tipo IV, havendo uma reducdo de 58% apos as células U251MG receberem o

tratamento com lbuprofeno em comparacédo ao grupo CN e uma reducdo de 68%

comparados ao grupo etanol. Andlise Estatistica *p<0,05 e **p<0,01, n=3.
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Figura 23. PCR - Real Time. U251MG tratadas com l|buprofeno. Moléculas de

Adesao (Integrinas).
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Foi

observado uma reducdo significativas no perfil transcricional

das

seguintes moléculas de adeséo, as integrinas a, az e 1, apos as células U251MG

receberem o tratamento com lbuprofeno (25 pM) em comparacdo aos Sseus

controles, etanol e CN (sem tratamento).

Houve uma reducdo de 50% da expressdo de RNAm para integrina ay

comparada com o grupo controle CN. Para integrina as a reducéo foi de 41% e de

54% para a expressao de RNAm da integrina 3; comparada ao grupo CN.

As demais integrinas ndo apresentaram resultados significativos. Foi usado

GAPDH como gene controle. Todas as amostras apresentam o n=3, repetidas trés

vezes. * (p<0,05)
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Tabela 4. Resultados siginificativos da expressao génica por PCR em tempo real.

US7MG
Tratamentos CN x PGE, DMSO x PGE, CN x Etanol x
Ibuprofeno Ibuprofeno
* * *
T 76% 1 83% 3 62%
*% * * *
T 77% T 70% d 53% 1 52%
* *
1 61% 3 47%
* *
T 66% J 68%
* *%
T 72% T 93%

Resumo dos resultados siginicativos para a analise da expressédo genica do RNAm
da linhagem U87MG e suas porcentagens consecultivas. T aumento. { reducéo.

**p<0,01. *p<0,05.

Tabela 5. Resultados siginificativos da expressao génica por PCR em tempo real.

U251MG
Tratamento b ¢ b ¢
uprofeno x uprofeno x
PGE,x DMSO N i
*
1 68%
*% *%
3 54% d 52%
* *
1 58% 3 50%
*
3 41%
*% *%
3 54% d 52%

Resumo dos resultados siginicativos para a analise da expressao genica do RNAmM
da linhagem U87MG e suas porcentagens consecultivas. T aumento. { reducéo.

+*p<0,01. *p<0,05.
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4.6 Reacgdo de Imunohistoquimica

As células foram semeadas na concentracdo de 3x10” cél/poco (US7TMG) e
2x10* cél/poco (U251MG) em placas de 12 pocos e foram cultivadas por 3 dias, No
terceiro dia as células foram ficadas com formaldeido 4%. Apés a fixacao, as células
foram lavadas 3x em PBS e feito todo procedimento do protocolo para
imunohistoquimica.

Para a algumas moléculas realizamos a técnica de imunofluorescéncia, as
células foram semeadas na concentracdo de 3x10” cél/poco (US7MG) e 2x10*
cél/poco (U251MG) em placas de Petri de 35mm e foram cultivadas por 3 dias. No
terceiro dia as células foram ficadas com formaldeido 4%. Apés a fixacao, as células
foram lavadas 3x em PBS e feito todo procedimento do protocolo para
imunofluorescéncia. Nas figuras abaixo observamos a expressdo de moléculas da
matriz extracelular estudadas como o colageno tipo IV, laminina, fibronectina e

vitronectina.
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Figura 24. Imunohistoquimica para colageno tipo IV e laminina para U251MG e
U87MG, revelado com DAB. (A-B) Imunodeteccéo para colageno tipo IV. (C-D)

Imunodeteccédo para LN.
U251MG Us7MG

Colageno tipo IV

A. - B-

Laminina

C. - D-

Observa-se uma imunomarcacdo para colageno tipo IV ambas linhagens,
sendo mais expressivo nas células de U251MG. Em laminina é possivel notar que
h& uma imunomargédo para ambas linhagens, mas na linhagem U251MG é visivel

notar uma forte marcagdo em comparagéao a linhagem U87MG (Figuras 24 C-D).
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Figura 25. Imunohistoquimica para Fibronectina e Vitronectina para U251MG e
U87MG, reveladas por DAB. (A-B) Imunodetecc¢éo para FN. (C-D) Imunodeteccao
para VN.

U251MG U8s7MG

Fibronectina

A.

Vitronectina

A imunomarcacéao para fibronectina em ambas linhagens, contudo é possivel
notar que a deposicdo de FN € intensa nas células de U251MG (Figura 25 A). Em

vitronectina a imunomarcacao € observada para ambas linhagens estudadas.
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Figura 25. Imunohistoquimica para COX-1, COX-2 e cPGES para U251MG e
U87MG, revelados por DAB. (A-B) Imunomarcagéo para ciclooxigenase-1 (COX-1).
(C-D) Imunodeteccéo para ciclooxigenase-2 (COX-2). (E-F) Imunodeteccéo para

prostaglandina sintase citosdlica (CPGES).
U251MG U87MG

Ciclooxigenase-1 (COX-1)

A.

Ciclooxigenase-2 (COX-2)

C D.

Prostaglandina E; Sintase Citosolica (cPGES)
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Figura 27. Imunohistoquimica para mPGES-1, mPGES-2 para U251MG e U87MG,
revelado por DAB. (A-B) Imunodeteccéo para mPGES-1. (C-D) Imunodeteccéo para
mPGES-2.

U251MG Us7MG

Prostaglandina E; Sintase 1 microssomal.

A- B-

Prostaglandina E; Sintase 2 microssomal.

C- D-
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Figura 28. Imunohistoquimica controles negativos para U251MG e U87MG, revelado
por DAB. (A-B) Controle negativo anti- camundongo. (C-D) Controle negativo anti-
coelho.
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Figuras 29. Imunofluorescéncia para Colageno Tipo IV, Fibronectina para U87MG e
U251MG. (A-B) Imunodeteccédo para colageno tipo IV. (C-D) Imunodeteccdo para
FN.

U251MG U87MG

Colageno Tipo IV

A.

Fibronectina

C. D.

Imunofluorescéncia para Colageno tipo IV em verde (Alexa 488) para U87MG e
U251MG. Uma imunomarcacdo mais intensa para U251MG. Imunofluorescéncia
para fibronectina em verde (Alexa 488) para U87MG e U251MG. Uma
imunomarcacdo mais intensa para U87MG e com nucleos marcados em azul
(Hoechst 33342).
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Figuras 30. Imunofluorescéncia para Laminina. (A-B) Imunodetecgdo para laminina.

(C-D) controle negativo.

U251MG us87MG

Laminina

A.

Imunofluorescéncia para Laminina (Alexa 488) para U87MG e U251MG. Em
comparacao entre duas linhagens é possivel notar uma intensidade na expressao de
laminina nas células de U251MG. Os controles negativos com nucleos marcados
em azul (Hoechst 33342).
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4.7 \Western Blot

Os experimentos de Western Blot (WB) foram realizados com as células de
U87MG e U251MG e observamos a expressao proteica das moléculas analisadas
tanto da MEC como para as moléculas de adeséo.

As células foram semeadas em garrafas de 75cm? contendo 2x10* cél/poco
para U251MG e 3x10* cél/poco para US7MG separadamente e foram cultivadas por
3 dias. No terceiro dia as células foram tripsinizadas e prosseguiu- se para extracao
proteica e feito todo procedimento do protocolo para WB, conforme explicado

anteriormente em materiais e métodos.

Tabela 6. Decricao dos anticorpos utilizados em Western Blot e suas concentracdes
padronizadas.

Anticorpo Primario Concentracdo Anticorpo Secundario

Anti — Colageno tipo IV 1:1000 Anti coelho
Anti — laminina 1:1000 Anti coelho

Anti — Vitronectina 1:2000 Anti camundongo
Anti — Fibronectina 1:1000 Anti coelho
Anti — integrina av 1:1500 Anti coelho

Anti — integrina a3 1:1000 Anti camundongo

Anti — integrina a5 1: 2000 Anti camundongo
Anti — Integrina 1 1:5000 Anti coelho
Anti — Integrina 33 1:1000 Anti coelho
GAPDH 1:1000 Anti cabra
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Figura 31. Andlise da expressdo proteica das moléculas da MEC, nas linhagens
U87MG e U251MG.

Laminina U87MG U251MG

A. B.
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C D
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E. F

E.- F.-

GAPDH
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Imagens com fundo branco é o padronizado para analise de WB. Imagens

capturadas com quimioluminescente G-Box, com fundo preto.
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Figura 32. Andlise da expressao proteica das moléculas de adeséo, nas linhagens
U87MG e U251MG.
Integrina a, U87MG U251MG

A B

A.-B._

Integrina a3
C D
C.- D.-
Integrina as
E F <
E. - F. -
Integrina B
G H ]
G._ H._
Integrina B33
o ——
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Imagens com fundo branco é o padronizado para analise de WB. Imagens

capturadas com quimioluminescente G-Box, com fundo preto
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4.8 Migracao em Transwell

Para avaliar a influéncia de PGE, e Ibuprofeno sobre a migracao celular
utilizamos o ensaio de migracédo em transwell.

As células foram semeadas com os respectivos valores 2x10* cél/poco para
U251MG e 3x10* cél/poco para US7MG, em placas de 24 pocos e tratadas por 48
horas com as respectivas drogas estudadas (PGE, e Ibuprofeno). As células
receberam as doses estipuladas anteriormente, na concentracdo de 10uM para
prostaglandina E; e 25 uM de Ibuprofeno, em 48 h.

No grupo tratado com PGE; os resultados em migracdo de transwell
mostraram um aumento da migragdo, em ambas as linhagens comparadas aos seus
respectivos grupos controles (DMSO e CN).

Para o grupo tratado com lbuprofeno houve uma reducdo da migracado nas
linhagens de gliomas estudadas, em comparacdo aos Seus respectivos grupos

controles (Etanol e CN).

4.8.1 Migracédo em Transwell tratadas com PGE, (UB7MG e U251MG)

As células UB7MG que receberam tratamento com PGE; na concentragao de
10 uM (Figura 33C) sofreram um aumento na migracdo celular de 49% em
comparacao ao grupo controle CN (Figura 33A) e de 52% em compara¢ao ao grupo
controle tratado com DMSO (Figura 33B).

As células U251MG que receberam o tratamento de PGE, exdgeno (Figura
35C) sofreram um aumento na migracao celular de 63% em comparagcao ao grupo
controle sem tratamento (CN) (Figura 35A) e de 67% em comparacdo ao grupo
controle de DMSO (Figura 35B). Para ambas as linhagens os resultados foram

significativos onde ***p<0,001 (Figuras 34 e 36).
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Figura 33. Efeito da PGE; na migragdo em transwell em celulas U87MG A) Migracao
sem tratamento (CN). B) Migracdo tratada com DSMO C) Migragao tratada com
PGE..

A migracao foi corada com Cristal de Violeta em celulas sem tratamento (CN) e
tratadas com DMSO (10 uM) e PGE; (10 uM) por 48 h. Escala 20 pm.
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*** n<0,001 em relacdo ao grupo controle n=3 e cada experimento realizado em
quadruplicata
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Figura 35. Efeito da PGE; na migragdo em transwell em celulas U251MG. A)
Migracdo sem tratamento (CN). B) Migracdo tratada com DMSO. C) Migracao
tratada com PGE-.

Migracdo corada com Cristal Violeta em celulas sem tratamento (CN) e tratadas
com DMSO (10 uM) e PGE; (10 uM) por 48 h.

Figura 36. Numero de células que migraram recebendo o tratamento de PGE; ,
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. **p<0,001 em relacdo ao grupo controle n=3 e cada experimento realizado em
guadruplicata.
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4.8.2 Migragdo em Transwell tratadas com Ibuprofeno (U87MG e U251MG)

As células U87MG (Figura 37C) que receberam tratamento com lbuprofeno
na concentracdo de 25 pM apresentaram uma reducdo na migracao celular de 43%
em comparacéo ao grupo controle CN (Figura 37A) e de 41% em comparagdo ao
grupo do etanol (Figura 37B).

As células U251MG que receberam o tratamento com lbuprofeno (Figura
39C) sofreram uma reducdo 46% na migracao celular em comparacdo ao grupo
controle sem tratamento (CN) (Figura 39A) e de 47% em comparagdo ao grupo
controle de etanol (Figura 39B). Para ambas as linhagens os resultados foram

significativos onde ***p<0,001 (Figuras 38 e 40).
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Figura 37. Efeito da Ibuprofeno na migragcdo em transwell em celulas US7MG. A)
Migragéo sem tratamento (CN). B) Migracao tratada com etanol. C) Migracéo tratada

com lbuprofeno.

3
j#

C.

Migracdo corada com Cristal Violeta em celulas sem tratamento (CN) e tratadas

com etano (25 uM) e lbuprofeno (25 uM). Escala 20 pm.

Figura 38. Numero de células que migraram recebendo o tratamento com

Ibuprofeno.
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***n<0,001 em relagdo ao grupo controle n=3 e cada experimento realizado em
guadruplicata.
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Figura 39.. Efeito da Ibuprofeno na migracdo em transwell em celulas U251MG. A)
Migragcédo sem tratamento (CN). B) Migracédo tratada com etanol. C) Migracgao tratada

com Ibuprofeno.

Migracéo corada com Cristal Violeta em celulas sem tratamento (CN) e tratadas com

etanol (25 uM) e lbuprofeno (25 uM). Escala 20 pm.

Figura 40. Numero de células que migraram recebendo o tratamento com

Ibuprofeno

Migragao Celular U251MG - Ibuprofeno

1,5

1,25

[

%k %k

Valores Arbitrarios
o
~
o

=]
€]

k=]
]
&

CN Etanol Ibuprofeno

***n<0,005 em relacdo ao grupo controle n=3 e cada experimento realizado em

guadruplicata.
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5 DISCUSSAO

O glioblastoma multiforme é um dos tumores mais agressivos e apresenta 0s
piores prognosticos devido a sua alta mortalidade. Os pacientes portadores desse
tumor possuem uma sobrevida de doze a quinze meses, apds o diagnéstico. A
terapéutica convencional direciona esses pacientes a resseccdo cirlrgica e
quimioterapia, mas a eficiéncia desses tratamentos é marcadamente reduzida.
Portanto, novas terapias fazem-se necessarias (Wen, Kesari, 2008; Westphal,
Lamszus, 2011).

Os astrocitomas malignos e GBM apresentam uma nitida preferéncia para
migrar ao longo dos vasos sanguineos, devido a presenca de MEC (composta por
colagenos tipo IV e glicoproteinas adesivas), levando a proliferacdo tumoral e o
crescimento invasivo no interior do cérebro. Sua resseccao cirurgica completa &
guase impossivel devido a disseminacdo de suas células por todo o encéfalo,
porém as metastases extracranianas sdo extremamente raras em torno de ~0,1-
0,5% (Brandes et al., 2008; Lun et al., 2010; Omuro, DeAngelis, 2013).

Estudos anteriores demonstraram que alguns antiinflamatorios nao
esteroidais (AINEs) sdo capazes de inibir a migracdo e a proliferacdo tumoral em
gliomas (Kardosh et al., 2004; Sheng et al., 2001). Trabalhos com células T98G de
glioma humano tém mostrado que alguns AINEs (Aspirina, Indometacina e
Ibuprofeno) reduziram de forma significativa a proliferacdo tumoral e a capacidade
invasiva dessas células (Amim et al., 2003; Gomes, Colquhoun, 2012). Essa
capacidade que os AINEs possuem de estimular a apoptose e de inibir a
angiogénese faz desses farmacos importantes candidatos para suprimir
transformacBes malignas e diminuir o crescimento de tumores.

Nossos resultados mostram que células da linhagem U251MG tratadas com
Ibuprofeno inibiu numa concentracdo de 25 uM em 48 h de tratamento reduzem o
crescimento celular em 38,5%. Nas concentracfes de 50 uM, 75 pM e 100 pM, as
taxas de inibicdo foram 48,3%, 54,9% e 72,5% respectivamente. Isso € explicado
pelo fato que o Ibuprofeno é um inibidor ndo seletivo para COX-1 e/ou COX-2 que
reduz a producado de prostaglandina E», a qual esta relacionada com a proliferacéo,
migracao e invasao tumoral (Scheurer et al., 2008; Sivak-Sears et al., 2004).

Para as células U87MG tratadas com Ibuprofeno, nossos resultados mostram

uma reducdo no crescimento celular de 37,5% na concentragéo de 25 pM em 48 h
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de tratamento. Nas concentracdes de 50 uM, 75 uM e 100 pM, as taxas de inibicéo
foram de 66,4%, 70,3% e 81,5%. Outros AINE'S como indometacina e naproxeno
apresentaram uma reducédo na proliferacdo celular, contudo o Ibuprofeno foi que
apresentou a melhor resposta da inibicdo do crescimento celular em U87MG
(Onguru et al., 2008).

A utilizacdo de medicamentos de facil acessibilidade em pesquisa
experimental é bastante animadora, por apresentar uma resposta positiva inibindo a
progressdo tumoral. Contudo pouco se conhece dos efeitos desse farmaco em
tumores do SNC.

Como mencionado antes a PGE, estd relacionada ao desenvolvimento
tumoral, auxiliando na migracdo, invasdao e proliferacdo. Estudos recentes
relacionam a presenca de altos niveis de PGE; em tumores malignos, por exemplo
em colon retal, prostata e gliomas (Brandes et al., 2008; Jain et al., 2008; Wang et
al., 2007).

Nossos resultados mostram que U87MG e U251MG, tratadas com PGE;
exdgeno, apresentam um aumento do crescimento celular, reforcando a ideia de que
esse prostanoide influencia as células tumorais. Pesquisas recentes mostram que
diversos processos importantes para a progressdo tumoral, como a migracao,
apoptose e proliferacdo, foram afetados positivamente nas células T98G tratadas
com PGE; exdgeno (Gomes, Colquhoun, 2012).

A prostaglandina E; € um importante eicosanoide que esta diretamente
envolvida no desenvolvimento do tumor. Um fato importante € compreender como a
PGE, afeta esses mecanismos. A migracdo celular, por exemplo, necessita de uma
matriz extracelular para que ocorra essa locomocdo. Desse modo é importante
verificar se a adicdo de PGE; ou a inibicdo das ciclooxigenases afetam a producéo
de moléculas da MEC em tumores, principalmente nos gliomas.

Diversos pesquisadores tém tentado explicar a falta de disseminacdo de
gliomas fora do cérebro, porém nenhum deles ainda identificou a deficiéncia do
mecanismo molecular subjacente. Alguns estudiosos relatam que as diferencas no
meio extracelular entre o cérebro e outros tecidos podem desempenhar um papel
neste processo biolégico. Algumas hipéteses sao levantadas, afirmando que é a
especificidade das interacdes entre os receptores de superficie de células tumorais e
com o0s componentes da matriz extracelular sdo importantes para viabilidade
tumroral (Oz et al., 2000).
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A matriz extracelular € de uma importancia fundamental na migracdo e
invaséo celular, em gliomas apresenta um papel importante no desenvolvimento do
tumor (Zamecnik, 2005). O GBM sintetiza sua prépria MEC, contudo por sinais
tumorais pode induzir outras células do estroma do cérebro a produzir essas
macromoléculas, induzindo uma remodelacdo do microambiente local adequada
para sua sobrevivéncia (Chintala et al., 1996, Zamecnik, 2005).

No presente estudo mostramos a expressao génica das moléculas envolvidas
na migracdo celular. Foram analisadas a expressdo RNAm de moléculas da MEC e
as moléculas de adesdo em ambas as linhagens celulares sob dois tratamentos,
com PGE; e Ibuprofeno. Nao foi observada diferenca significativa entre os controles
e seus respectivos tratamentos pela técnica da reacao em cadeia da polimerase
convencional.

Contudo observamos uma tendéncia de aumento da expressdao das
moléculas da MEC quando tratadas com PGE;, em ambas as linhagens celulares. O
tratamento com lbuprofeno apresentou uma diminuicdo da expressao dos RNAmMs
estudados. Por isso foi repetido com as mesmas amostras a técnica de PCR em
tempo real e algumas moléculas apresentaram resultados mais significativos.

A expressdo génica das moléculas da MEC e de adeséo celular por PCR em
tempo real revelou que os tratamentos influenciaram algumas das proteinas
estudadas. Reafirmando o que foi mostrado por PCR convencional, todas as
moléculas foram expressas e na maioria dos casos apresentaram diferencas
significativas em comparacao com seus respectivos controles.

Para o tratamento com prostaglandina E, (10 puM), as células U87MG
obtiveram um aumento na expressdo génica de algumas moléculas como
fibronectina, laminina y; e as integrinas a,, a3 € as. Essas macromoléculas de matriz
representam, in vivo, um substrato adequado para migracdo e proliferacdo de
diversas células tumorais (gliomas e meningiomas) e astrocitos reativos (Caffo et al.,
2004; Sheppard et al., 1996).

Nossos estudos apontam que a PGE, aumentou significativamente a
expressdo de FN e LN, importantes moléculas envolvidas na migracdo e invasao
tumoral. Outros trabalhos apontam que a expressdo de FN e LN é aumentada em
gliomas malignos e que nesses tumores sintetizam uma grande quantidade de PGE,
(Wang, DuBois, 2010; de Groot, Sontheimer, 2011; Oz et al., 2000; Seres et al.,
2013; Ulrich et al., 2009).
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A fibronectina e a laminina interagem com as células através dos receptores
de matriz, as integrinas, principalmente as subunidades o1 (FN) e asB1 (LN).
Verificamos um aumento na expressao das subunidades a, e az quando tratadas
com PGE;, correlacionando com nossos resultados de expressdo génica das
moléculas da MEC.

O tratamento com lbuprofeno (25 uM) nas células U87MG causou uma
reducdo na expressdo génica de algumas moléculas da MEC: em 62% para FN e
54% para laminina y;, e também para as moléculas de adesdo como as integrinas a,
(48%) e a3 (68%).

Como foi dito anteriormente o Ibuprofeno é um inibidor ndo seletivo de COX,
qgue reduz a producdo de PGE,. Sugerimos que nas células U87MG a producéo de
algumas moléculas da MEC, esta relacionada com o nivel de prostaglandina E; nas
células tumorais.

Estudos com células tumorais de colon retal ttm mostrado que a expressao
da COX-2 contribui para o potencial tumorigénico, por aumentar sua adesdo a matriz
extracelular e adquirindo resisténcia a apoptose, aumentando a viabilidade tumoral.
Tais alteracfes foram reversiveis com a associacao de inibidores COX-2 (Dubois et
al., 1998; Dubois et al., 1996).

A laminina y; tratada com Indometacina (AINES) reduziu a expressao dessa
proteina em linhagens de gliomas como Al72, T98G, U87MG e U373MG. Além
disso, na linhagem U87MG tratada com indometacina reduziu a capacidade invasiva
tumoral (Ishibashi et al., 2005). Nossos resultados com Ibuprofeno mostraram que o
perfil transcricional da laminina y; foi reduzido nas células U87MG apds o
tratamento de 48 h. Assim observamos que o Ibuprofeno foi capaz de causar uma
modificacdo tempo-dependente na expressao génica das moléculas da MEC, como
por exemplo na LN, nas células US7MG.

As células U251MG que receberam os tratamentos de lbuprofeno e PGE;
observaram uma alteracdo na expressdo génica das moléculas da MEC,
principalmente para FN e colageno tipo IV. Houve também alterac6es nas moléculas
de adesdo como as integrinas ay, az e B;.

Observamos um aumento de 68% na expressdao de RNAm de FN, quando
tratadas com PGE;, exdgena em comparacdo ao grupo controle DMSO. Estudos

recentes indicam que a FN é fundamental na progressdao tumoral em esferoides
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formados de células U87MG e observaram que a inibicdo do RNAm de FN reduziu a
migracao e invasao tumoral (Seres et al., 2013).

A fibronectina é uma importante glicoproteina adesiva que tem um importante
papel no processo de invasdo nos gliomas. Alguns autores reforcam a ideia de que
em substrato de FN linhagens de glioma apresentam altos indices de invaséo e
migracgao celular. Outros estudos mostraram que a reducao de FN permite a reducao
da progresséo tumoral, em gliomas (Bouterfa et al., 1999; Mahesparan et al., 2003;
Sengupta et al., 2010; Wang et al., 2005).

Nossos dados demonstram que a FN estd presente em ambas as linhagens
de gliomas estudadas e o tratamento com lbuprofeno reduziu significadamente o
nivel de RNAm.

Para colageno tipo IV observamos uma reducéao na expressao de RNAm para
as células tratadas com Ibuprofeno, em relacédo ao grupo controle com etanol (52%)
e CN (54%). Em nossos estudos, tanto em imunofluorescéncia como para WB, o0
colageno tipo IV foi expresso na linhagem U251MG. Alguns autores correlacionam a
presenca de COLIV em gliomas com aumento na migracdo e invasao tumoral
(Payne, Huang, 2013).

O atual estudo revelou por imunohistoquimica, que células de glioma humano
U87MG e U251MG, sintetizam alguns componentes da MEC como a fibronectina,
laminina, colageno tipo IV e vitronectina. Foram relatados por diversos autores que
in vivo esses componentes da MEC, estéo localizados na regido da borda infiltrativa
do tumor e ao redor de vasos sanguineos.

Como relatado anteriormente a matriz extracelular desempenha um papel
importante em diversas funcdes celulares, seja em processos patolégicos ou na
homeostasia celular. Em gliomas a MEC é responsavel por fornecer um
microambiente adequado para a invasdo e a migracao tumoral. Algumas moléculas
da matriz extracelular sdo encontradas em grande quantidade nas linhagens
celulares estabelecidas de gliomas e também em modelos in vivo.

A fibronectina é uma glicoproteina adesiva encontrada na membrana basal
dos tecidos, a imunodetec¢do em gliomas foi estabelecida no inicio da década de
80. Diversos autores afirma que células de glioma humano imersas em um substrato
de FN, aumenta a velocidade migratoria e de disperséo tumoral (Sabari et al., 2011).

Nossos estudos indicam que a FN esta presente em ambas as linhagens

celulares estudadas e por imunofluorescéncia (Figura 29C-D) observamos uma
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maior deposi¢do da proteina nas células U87MG. Confirmamos a presenca de FN
através da técnica de biologia molecular Western Blot (Figuras 31C-D).

Para colageno tipo IV, observamos uma imunomarcagdo para as células
U251MG e U87MG. Contudo, observamos por imunofluorescéncia que na linhagem
U251MG a deposicao de COLIV é intensa e sendo confirmada a expressao proteica
das ambas linhagens por Western Blot (Figura 31E-F). Diversos estudos evidenciam
a expressao de colageno tipo IV em esferoides de células de gliomas e em estudo in
vitro com linhagens estabelicidas (Bellon et al., 1985; Chintala et al., 1996, Chintala,
Rao, 1996).

A molécula de vitronectina (VN) expressou RNAmMm em ambas linhagens
contudo ndo apresentou uma imunomarcacdo quando utilizada a técnica de
Imunoflorescéncia. Em trabalhos realizados no nosso grupo de pesquisa com
células C6, a vitronectina expressou fracamente no citoplasma e n&o houve
marcacdo na regiao extracelular (Ramos, 2007). E outros autores citam que as
células U251MG nado expressam VN quando injetadas em camundongos e as
celulas Al72 e T98G apresentaram resultados positivos na migracdo quando
semeadas no substrato de VN (Fukushima et al., 2007; Gladson, Cheresh, 1991).
Porém estudos anteriores do laboratério relatam que em in vivo, essa molécula &
expressada na borda infiltrativa do tumor(Ramos, 2007).

A expressao proteica para as moléculas de adesao, as integrinas foram todas
confirmadas pela técnica de biologia molecular Western Blot. Todas as moléculas de
adesdo estudadas foram confirmadas, nas ambas linhagens U87MG e U251MG
(Figuras 32 A-H).

Nossos dados por imunohistoquimica confirma a expressdo proteica das
moléculas percussoras de PGE,, uma forte imunomarcacédo para COX-1 (Figuras
26A-B), COX-2 (Figuras 26C-D) e as enzimas sintases cPGES, mPGES-1 e
mPGES-2.

A migracéao celular € um evento presente em diversas funcdes celulares como
no desenvolvimento embrionério, na homeostase celular, na cicatrizacdo de feridas,
e em outros estados patolégicos, como o processo de invaséo celular e formacéo de
metastase em cancer (Hurd et al., 2011). A agressividade dos gliomas esta
associada a rapida proliferacdo celular e alta capacidade de invasdo de suas

células, processo no qual a migracdo é crucial (Huse et al., 2013).
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Estudos clinicos apontam que o uso de AINEs, inibidores ndo seletivos de
COX-1 e COX-2, podem diminuir os riscos de tumores em gerais, incluindo os
gliomas (Scheurer et al., 2008; Sivak-Sears et al., 2004). Em niveis elevados, as
prostaglandinas, particularmente PGE,, estdo associadas ao avan¢o do grau de
malignidade do tumor e a pobre taxa de sobrevivéncia dos pacientes (Perdiki et al.,
2007; Shono et al., 2001).

Estudos in vitro mostram que o tratamento com Ibuprofeno foi capaz de inibir
significativamente a migracao celular em T98G de gliomas humanos (Gomes,
Colquhoun, 2012). Assim como, o tratamento com Ibuprofeno também foi capaz de
reduzir a migracdo celular em células de melanoma (Redpath et al., 2009). Em
gliomas o uso do AINE indometacina, também inibiu o processo de migracdo nas
linhagens celulares de glioma humano A172, US7MG, U251MG e U373MG (Wang et
al., 2005).

Tais estudos dao suporte aos resultados dessa pesquisa, 0s tratamentos na
linhagem de GBM U87MG inibiram a migracao celular em 43% quando tratadas em
transwell por 48 horas com Ibuprofeno e para as células U251MG foi de 46%
guando tratadas com Ibuprofeno, inibidor ndo especifico de COX.

O tratamento com PGE, exdgeno, as células UB7MG responderam com um
aumento, na migracao celular, de 49% quando comparada ao controle normal (CN),
de 52% quando comparado ao grupo DMSO . As células U251MG o aumento na
migracédo foi de 63%, comparando ao grupo CN e de 67% comparado ao grupo
DMSO.

Esses dados corroboram com os estudos apresentados acima, e apontam
gue a inibicdo das enzimas COX-1 e COX-2, responsaveis pela sintese das
prostaglandinas, inibem significativamente a migracdo celular nas linhagens de
glioma humano U251MG e U87MG.
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6 CONCLUSAO

Em conclusdo nossos resultados mostraram que ap0s o tratamento com
PGE; e com Ibuprofeno as células U87MG e U251MG expressaram modificacdes
nas moléculas da matriz extracelular e de adesdo. Além disso os tratamentos

aplicados no estudo alterou a migracao celular das células de gliomas.
As prinicipais conclusdes extraidas desse estudo foram:

e Observamos por imunohistoquimica a expressdo das moléculas da MEC:
colageno tipo IV, laminina y;, fibronectina e vitronectina em linhagens U87MG
e U251MG;

e Foi confirmada o perfil transcricional por PCR em tempo real das moléculas
da MEC (FN, LN, COL4 e VN) e de adeséao, as integrinas ay, a3 0s (1€ P,
confirmada a expressao proteica por Western Blot em células US7TMG e
U251MG de gliomas humanos.

e Foi observada na curva de dose-resposta para PGE,, diferenca significativa
na quantidade de células entre os grupos que receberam tratamentos com
prostaglandina E, e seus respectivos controles DMSO e controle sem
tratamento (CN), para as linhagens U87MG e U251MG;

e Foi observada na curva de dose-resposta para Ibuprofeno, diferenca
significativa na quantidade de células entre os grupos que receberam
tratamentos com IBU e seus respectivos controles etanol e controle sem
tratamento (CN), para as linhagens U87MG e U251MG;

e Nas células U87MG, obsevamos uma reducédo da expressdo do RNAm das
moleculas da MEC e de adesao: fibronectina, laminina y; e as integrinas ay,
03 € as, apds o tratamento de 48 h com Ibuprofeno. E também um aumento
expressdo do RNAm para laminina yi, FN e as integrinas ay, as e as, apos o

tratamento com PGE; exdgeno em 48 h.

e Nas células U251MG observamos uma reducdo no perfil transcricional por
PCR em tempo real uma reducdo na expressao das moléculas de colageno

tipo IV e as integrinas a,, az e B1, apos o tratamento de Ibuprofeno em 48 h. E
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um aumento na expressdo de RNAm nas moléculas de fibronectina e as

integrinas ay e as apds o tratamento com PGE; exdgeno em 48 h.

Nossos resultados observamos um aumento na migracdo celular apés
tratamento com PGE, exdgeno em ambas linhagens, US7MG e U251MG. E
uma reducédo da migracéo celular apds o tratamento com Ibuprofeno em 48 h.
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